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OZET

NANNOCHLOROPSIS OCULATA (DROOP) HIBBERD
(EUSTIGMATOPHYCEAE)' IN HASADINDA KUMELE STIRME
YONTEMLER ININ ETKINLIGI

Ozglr ULUDUZ
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Su Urunleri Anabilim Dali Yiksek Lisans Tezi
Dansman: Dog. Dr. Tolga GOKSAN
17/07/2012, 38

Mikroalglerin Uretim maliyeti benzer metabolitleriiretimi bakimindan ele
alindginda, karasal bitkilere nazaran daha yiksektir. rdélglerde Uretim maliyetinin
daha yiksek olmasinin en énemli sebeplerinderdbimikron diizeydeki hiicrelerin hasat
edilmesinde ve hucre i¢i metabolitlerin ekstraksiynda uygulanarslemlerin maliyetli
olmasidir. Mikroalglerin hasadinda yaygsekilde kullanilan santriflij separatorler, ilk
yatirim maliyetinin ve 0Ozellikle tuzlu sularda katimi durumunda bakim masraflarinin
yuksek olmasi, ayrica diik kultir yggunluklarinda uzun ¢aima sireleri ve dolayisiyla
yuksek enerji sarfiyatina neden olmalarindan o6tirgtim maliyetini arttirmaktadirlar. Bu
sebeplerden dolayr da kdlturin bir 6ngyalastirma sleminden gecirildikten sonra
santrifij edilmesi, mikroalg Uretim maliyetleriniryiksek olmasinin en 0Onemli
sebeplerinden biri olan hasagleminin maliyetinin dgurilmesinde 0Onemli katki
saglayacaktir.

Bu tez cakmasinda, mikroalglerde alternatif bir hasat yonteotan kimelgtirme
isleminin Nannochloropsis oculatéDroop) Hibberd turG Gzerinde etkigiicalisiimistir.
Nannochloropsissp. gibi buyime hizi yiksek, neredeyse tim dembklari Gretim
kuluckahanelerinde kullanilan ve eikosapentaensik(&PA) ya& asit icergi yiksek olan
bu tirin Uzerine kimelgrme calsmasi gerceklgiriimemis olmasi da bu calmanin
onemini arttirmgtir. Bu amacla, polielektrolitler, pH, elektrofloki$yon ve ultrasonik
flokulasyon gibi kimelgirme yo6ntemleri uygulanmgtir. Sonuc¢ olarak, kullanilan
yontemler arasinda pH (10,3)'In en etkili ofdugoruldi. Ayrica denemede kullanilan
krema makinasi %85 hasat veringiliile hicrelere zarar vermeden cok etkili ayirma
gerceklgtirmistir.

Anahtar s6zcukler: Nannochloropsis oculatkimelatirme, pH, polielektrolit, santrifij
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ABSTRACT

EFFICIENCY OF THE FLOCCULATION METHODS IN HARVEST O F
NANNOCHLOROPSIS OCULATA (DROOP) HIBBERD
(EUSTIGMATOPHYCEAE)

Ozglr ULUDUZ
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Science and Engineering
Chair for Fisheries Master Thesis
Advisor : Assoc. Prof. Dr. Tolga GOKSAN
17/07/2012, 38

Production cost of microalgae is higher comparethéoterrestrial plants regarding
the production of similar metabolites. One of theasons why production cost of
microalgae is higher is that the processes in Iséinge of microalgae which are in micron
size and in extraction of the metabolitesvivo are higher in price. Centrifuge separators
widely used in harvesting of microalgae cause ttoelyction costs to increase due to the
high capex and maintenance cost, especially is¢parators running in seawater, and the
higher energy consumption. It is therefore impdrtanuse pre-concentrated culture just
before centrifugation to reduce the cost of haimgsprocess, which is one of the most
important reasons increasing the cost of microatydterre.

In this thesis, the efficiency of flocculation, afternative harvesting method in
microalgae, was studied dwannochloropsis oculatéDroop) Hibberd. It is important to
study withNannochloropsisp., which has a high growth rate, a usage in stimib marine
fish hatcheries and a high fatty acid eicosapewiaeacid (EPA), since no flocculation
methods were studied in detail in this speciesydettrolytes, pH, electro-flocculation
and ultrasonic-flocculation are the methods useths€quently, it was seen that pH (10,3)
was the most effective one among the methods.ditiad, the cream separator used in the
experiment was very effective harvesting 85% ofdabiés without any damage.

Keywords: Nannochloropsis oculatdlocculation, pH, polyelectrolyte, centrifuge
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BOLUM 1-GiRiS 0OZGUR ULUDUZ

BOLUM 1
GIRIS

Sucul ortamlarda organik madde sentezleyen biridodticiler fitoplankton ve
mikroalg turleridir. Mikroalgler, cgtli kaynaklardan gelen besin tuzlarini binyelerate
ve bir sk kayna! yardimi ile (giing veya yapaystklanma) bunlari ygamsal aktiviteleri
icin gerekli kompleks molekuller halinde bigteirler (Hoff ve Snell, 1997).

Insanglu mikroalglerden yararlanmak icin 100 yilskan siiredir cakmaktadir.
Hendel (1954)’e gore, 1890 yilinda Beijerinck tamdan yapilan kulturler ilk caimalar
arasindadir. Bunu takiben 1910'da Allen ve Neldondiyatom turt olarPhaeodactylum
tricornitum tiriinu izole ederek kiiltiirlerini yapstardir (Cirik ve Gokpinar, 1993)lk
arggtiricilarin hazirladiklari ortamlar kendi isimleife aniilmaktadir ve bunlar arasinda
seyreltme oranlari, g#li besin tuzlarinin ilavesi, iz elementlerin sgéeri gibi bazi
farkhliklar bulunmaktadir (De Pauw ve Personne8)9

Mikroskobik alglerin ticari tretimleri ise yakiik 50 yildan beri yapiimaktadir. Alg
dretimi gunumizde artik bir sanayi kolu haline ge#&ik su aritimi ve gugesnerjisinin
biyomasa donditirilmesi gibi alanlarda bilinen en etkili ve enoekmik yoldur. Ayrica
sucul canhlarin yetiricili ginde, 6zellikle de deniz baliklar larva Uretimirgeklestiren
tesislerde alg kultir Gniteleri, sistemin kaciniimae en dnemli basargair. Bu birimde
yasanan bgarl, zincirin dger halkalarina dgrudan yansimaktadir (Goldman, 1979).

Eustigmatophyceae sinifina dtannochloropsis oculataneredeyse tim Japon
bilimsel raporlarda Chlorella sp.’nin deniz tirleriyle kagtirilmistir. 1986 yilinda
taksonomik olarakNannochloropsisolarak isimlendirilmgtir (Maruyama ve ark.1986).
Hareketsiz ve ygl renkli olan N. oculatahicreleri kam¢i tamazlar. Kuciuk ve kire
seklindeki hucreler 4-6um capindadir. Kloroplast hiicrenin neredeyse tlimkiaybsar.
Kaltar ortamindaN. oculatahtcreleri yizeyde ylizmeyegiem gosterirken, havalandirma
kesildiginde su sttununda askida kalirlar. Klordfilpigmenti bulunmamasi nedeniyle
Nannochlorissp.’den farkli bir boliumde siniflandiriighardir (Glner ve Aysel, 1997;
Koray, 2002). Yuksek oranda B12 vitamini ve EPA :B03, eicosapentaenoic asit)
icerdiginden dolayi rotifer Brachionus plicatilis),tuzlu su karides(Artemia salina)ve
benzersekilde suizerek beslenen organizmalaringtietili ginde yaygin olarak kullanilan
bir mikroalg turadur (Okauchi, 1991, Hoff ve SndlR97).Nannochloropsidurleri, ticari
olarak dgerlendirilen astaksantin ve kantaksantin pigmemtiete tgimalari nedeniyle
giderek artan bir 6neme sahiptirler (Lubian ve ,&2K00).
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Canakkale Onsekiz Mart Universitesi (COMU) Su UsdinlFakiltesi mikroalgal
biyoteknoloji alaninda ekonomik ©6nemi olan turleriiretimini buydk oOlceklerde
gerceklgtiren sinirh sayidaki Universitelerden biridir. ¥$el iklim degisimi, sera gazi
olan CQ'in baglanmasi ve su kaynaklarinin verimli kullanimi gibevreye olan
duyarliligin arttgl bu donemde 6zellikle yurtdnda son birkag yil icinde mikroalglere
olan ilgi asir derecede artmive entegre sistemler ile biyo-yakit Gretimindelenit verici
organizmalardan biri olarak goérulmektedir. Mikrodligetimine olan ilginin son derece
arttigi bu donemde ulkemizin ve dolayisiyla Universitamigratik anlamda gelimelerin
gerisinde kalmamasi amaciyla mikroalglerin fizyojve Uretiminin ele alingi
konularinin desteklenmesi 6nemli gortlmektedir.

Son yillardaN. oculatatirt Gzerine siklikla asarmalar gercekligiriimektedir.
Ayrica Nannochloropsisp. gibi blyime hizi yiksek, neredeyse tum dealiklari Gretim
kuluckahanelerinde kullanilan ve gacerigi yuksek olan bu tirin Gzerine kimglame
calismasi gerceklgiriimemis olmasi da bu ¢almanin énemini arttirmaktadir. Bu nedenle,
gerceklgtirilen Yuksek Lisans tez ¢camasindaN. oculatatirintn farkli tuzluluklarda
blyutulmesi ve hasadinda farkl kiimgilene yontemlerinin etkinii arastiriimistir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALI SMALAR

Mikroalgler htcre icinde biriktirngi olduklari yuksek dizeyde protein, gya
polisakkaritler, pigmentler, vitamin ve mineralleedeniyle dnemli canlilardir (Ward ve
Singh, 2005; Spolaore ve ark., 2006; Goksan ve a€Q7; Del Campo ve ark., 2007). Bu
nedenle mikroalglerin akuakultir, insansisgr, atik sularin islahi, enerji tretimi ve daha
pek cok farkli alanda kullanimi mevcuttur (GladweMaxey, 1994; Guerin ve ark., 2003;
Olguin, 2003; Prince ve Kheshgi, 2005). Ozellikéeval balik uretiminde ve biyodizel
uretiminde yg kaynai olarak mikroalgler gittikce 6nem kazanmaktadiiz€lge 2.1).

Cizelge 2.1 Bazi mikroalg tirlerinin ya asitleri kompozisyonu (Okauchi 1991).

Tarler EPA
Toplam 3 HUFA (%)

(%)
Tetraselmis tetrathe 6,4 8,1
Nannochloropsis oculat 30,k 42,1
Pavlova lutheri 13,¢ 23t
Isocrysis galban 3.t 22t
Phaeodactylum tricornutu 8,€ 9,€
Skeletonema costatt 13,¢ 15,F

Tez kapsaminda da kullanilaNannochloropsis oculatattirt icin optimum
yetistirme kasullari 1000-6000 luxsik, 25-30 °C sicaklik, 4-36 ppt tuzluluk ve 7,5-®H
olarak belirtilmitir (Chen ve Long, 1991)N. Oculatataksonunun sistematikteki yeri
asagida belirtilmistir:

Alem: Protista

Sube: Ochrophyta

Sinif: Eustigmatophyceae

Takim: Eustigmatales

Aile: Monodopsidaceae
Cins:Nannochloropsis

Tar: Nannochloropsis oculatéDroop)
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Bir alg turinin besin geri o alg tirtintin hicre blyuldine, sindirilebilirlgine,
toksik madde Uretimine ve biyokimyasal kompozisywau balidir. Denizel
organizmalarin yettiricili ginde kullanilan alg turlerinin  besin kompozisyonanu
degerlendiriimesinde icerdikleri yiksek doymamyag asitleri (HUFA veya PUFA)
Ozellikle eikosapentaenoik asit (268, EPA), argidik asit (20:40-6, ARA) ve
dokosaheksaenoilasit (22:@-3, DHA) buyik 6neme sahiptifN. oculataise icerdgi
yuksek miktarda EPA bakimindan hem akuakiiltirde tderbiyoteknolojik olarak ayri bir
Oneme sabhiptir.

Tam dinyay etkileyen kuresel iklim gigikli ginin etkileri son yillarda tlkemizde
karbon dioksit (CQ) kuresel 1sinmanin en 6nemli sebeplerinden bupolmikroalgler
CO,'i fotosentez ile etkin bigekilde biyokutle tretiminde kullanan canlilardin Bedenle
mikroalgler bilim insanlar tarafindan atmosferd®©.Chbirikiminin énlenmesinde umut
verici organizmalar olarak gorilmektedir. Ozellikterimli tarim arazilerine gereksinim
duymamasi, tuzlu sularda da Uretilebilmesi ve bidlanda 10-100 kat daha fazlagya
arind verme potansiyeline sahip olmasi nedeniyrast; 2007) biyo-yakit tretiminde de
geleneksel tarim Urlnlerine karavantajli durumdadir ve bu konuda dinyada pek cok
calisma ve proje yuratilmektedir. Ayrica, mikroalgletanyo-yag, dolayisiyla biyo-dizel
dretiminde kullanimi da yenilenebilir yakit Uretimde gindemdeki konular arasindadir
(Chisti, 2007; Huang ve ark., 2010) ve tum bu gedler mikroalglere olan ilgiyi daha da
artirmstir.

Genel olarak mikroalglerin Gretim maliyetigdir karasal Urlinlere nazaran daha
yuksektir. Mikroalglerden dretilen Grinlerin cokhdageng bir alanda kullanim bulmasi
bakimindan Uretim maliyetlerinin girtlmesi gereklidir. Toplam mikroalg dretim
maliyetinin yaklailk % 20-30’'u sadece hasatamasinda okmaktadir. Hasatsiemine,
arzu edilen metabolitin alg hicresinden ekstraktidahil edildginde bu rakam toplam
dretim maliyetinin yarisina wabilmektedir (Molina-Grima ve ark., 2003). Bu nelden
mikroalg Uretiminde hasat konusu ayri bir dnemeipsatup, bu konuda caimalarin
gerceklatiriimesi onemlidir. Mikroalg hiicreleri biiyiime omanda 0,5-1,0 g T gibi
yogun olmayan bir formdadir. Dolayisiyla, béylesinesiaki yogunluklu bir kaltirden
mikroskobik diuzeydeki alg hicrelerinin agmimasi Uretim maliyetlerinin artmasina
neden olmaktadir.
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Mikroalg Uretiminde birim alandan ¢ok daha yukselnialinabilmesine gamen,
benzer metabolitlerin Gretimi bakimindan ele akgnitla mikroalglerin Gretim maliyetinin
karasal bitkilere nazaran daha yuksek gldgorialmektedir. Bu durum ise mikroalglerin
cok daha genibir alanda kullanilabilmesinin 6ninde en blyuk eddigy. Mikroalglerin
dretim maliyetini dgirmek amaciyla farkli kimejgrme yontemlerinin etkinfii Gzerine
cssitli calismalar gerceklgirilmi stir.

Hucrelerin kultirden aytiriimasi amaciyla kullanilan yéntemler; santrifdj,
kimelatirme (flokulasyon), filtrasyon, coktirme ve ylzdie seklinde siralanabilir
(Uduman ve ark., 2010). Ticari mikroalg Uretimingigasa dgeri yiksek metabolitlerin
dretiminde en c¢ok kullanilan yontem santrifilj olmmasragmen, beraberinde ilk yatirim
maliyetinin yuksek olmasi, her tdr icin uygun olmasnve elektrik sarfiyatinin yiksek
olmasi gibi dezavantajlara da sahiptir. Hicbir ggm yapmadan gercekl&ilen ¢coktirme
isleminde ise surenin uzun olmasi kullanimini simd&tadir (Uduman ve ark., 2010).
Filtrasyon gleminde ise ucuz olmasinagraen istenen verimliliklere ujgamamakta,
filtreler kolaylikla tikanmakta ve periyodik olardittrelerin desistirilmesi gerekmektedir
(Greenwell ve ark., 2009).

Ozellikle son yillarda atik sularin aritiminda diligla kullanilan yontemlerden
biri kimelstirmedir. Bu yontem, mikroalglerin buylme ortamindagideriimesi
konusunda en ucuz ve etkin alternatif yontemlerolieisi haline gelmgtir. Kimelestirme
islemi farkh sekillerde gercekligirilebilmektedir. Mikroalgler bakimindan ele alugehda,;
kimyasal kumelgtirme, pH deisikligi, elektrikle kimelgtirme ve ultrasonik
kimelstirme ile bgarili sonuclar elde edilstir (Alabi ve ark., 2009).

Kimelstirme igsleminde inorganik kimyasallarin veya polielektrigiin kullanimi
gerekmektedir.inorganik kimyasallardan siklikla kullanilan kimgiciler Al,(SQy)3
(aliminyum sulfat), F€SQOy)s (Ferrik sulfat), FeGl (Ferrik klorid) ve Ca(OH) (kalsiyum
hidroksit)’tir. Prensip olarak metal iyonlar milkalyg hicrelerinin ylzeysel negatif
yuklerini distrerek veya notr hale getirerek kime solonunu sglar. Kimelgtirme
amaclyla yuksek miktarda kimetieici gerektigi icin yiksek maliyetli bir yontemdir.
Ayrica, hasat edilen biyokltlede bulunan metal Igonda daha sonrakisamada
hiicrelerin yem katki maddesi, akuakultir gibi fagdhaclarla kullaniminda problemskd
etmektedir (Benemann ve Oswald, 1996). Polieleiieol ise yiksek derecede yuklu
organik makromolekdllerdir. Polielektrolitler dearganik ¢okturtciler ile benzegekilde
isleve sahiptir. Mikroalg hticreleri arasinda ¢ok d&bavetli bir b& olusturma ve daha
distk diizeylerde kullanim gibi avantajlari da buluntadkr (Benemann ve Oswald, 1996;
Sheehan ve ark., 1998). Ayrica insagiligana zararli olmamasi da birgair avantajidir.

5
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Fakat polielektrolitlerin  deniz  suyunda c¢Oktirme eltikleri, yuksek iyon
konsantrasyonundan dolayi sttektedir (Bilanovic ve ark., 1988). Vandamme ve.ark
(2009)'nin calgmasindaPhaeodactylunsp. veNannochloropsissp. gibi denizel tirlerin
katyonik polielektrolitler ile ¢okeltiimesinde karili olunamadii belirtilmistir. Fakat bu
islem diger bir kimelgtirme turl olan pH d#sikli giyle kombine uygulanganda ( > pH
10) Chaetoceros calcitrangiriniin % 90'in tzerinde bir verimlilikte ortamdgierildigi
gorulmektedir (Harith ve ark., 2009). Benzeekilde Knuckey ve ark., (2006) de
polielektrolit ve pH kombinasyonunun % 80'in Uzehn bir ortamdan giderme
verimliligiyle denizel tirler olanChaetoceros calcitransC. muellerj Thalassiosira
pseudonana Attheya septentrionalis Skeletonema sp., Tetraselmis suecicave
Rhodomonas salineaksonlarinda arili sonug elde etrtir.

Diger bir adi da otoflokilasyon olan pH bazl kiunggtene isleminde, 6zellikle
ortama CQ girisi yapilmadginda kultir pH’1 otomatik olarak fotosentez sonactacak ve
hicreler kimelgerek cokecektir. Maliyetsiz birslem olmasi ve toksik 6zeflinin
olmamasi bu siemi cazip kilmaktadir. Cokelme Ozgjli ise turden ture farklilik
gostermektedir. Bu farklgin meydana gelmesinde hicre duvarinin kompozisygu
Ozelligi, hicre dgi Granlerin 6zellgi, hicrenin ya ve kuiltirde kullanilan elektrolitler
onemli rol oynamaktadir (Lee ve ark., 1998). Sadgtesek pH dgerleri desil, distk pH
degerleri de hucrelerin kimejmesine neden olabilmektedir (Adir ve ark., 2003y B
islemde benzer sonuglar, pH'I artirmak icin ortamaONaveya dgurmek icin HCI
ilavesiyle de elde edilebilmektedir.

Kirleticilerin atik sulardan uzak$aarilmasinda kullanilan alternatif ve yeni bir
yontem olan elektroflokilasyon, bir elektrik alaganelektrik yuklu parcaciklarin yiklerini
azaltmak veya notr hale getirmek suretiyle hiichelkiimelgmesi ve ¢okelmesglemidir.
Mikroalglerin hasadinda kullanilabilen bir yontemdMikroalg hicreleri negatif yizey
yukine sahip olmasi nedeniyle anodagrdohareket ederler ve yuklerini kaybederek
kimeleairler. Distk maliyetli oluiu, toksik olmamasi ve yuksek verimlilikte gahasi gibi
nedenlerle (zerinde cglmasi gereken bir yontemdir. Ozellikle kimgtenin
olusabilmesi icin gerekli optimum voltaj, sire ve poéirterle beraber kullanimi
konularinin mikroalgler icin tespit edilmesi geredktedir (Alabi ve ark., 2009).
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Ultrasonik kimelgtirme de mikroalglerin  kimejériimesinde kullanilan
yontemlerden biridir. Bosma ve ark. (200@pnodus subterraneute gerceklstirdikleri
calismada % 92 oraninda yuksek bir hasat verighii ulgmiglardir. Fakat ayni zamanda
yuksek bir enerji sarfiyatinin olgunu da belirtmilerdir. Bu nedenle kultiriin goudan
degil de 0On yagunlsstirma kleminden gecirildikten sonra ultrasonilgleme maruz
birakilmasi daha uygun olacaktir. Ayrica, mikroatden yg Uretip biyo-yakit Gretimi
Uzerine faaliyet gosteren OriginQOil firmasi, hiergh bluyime ortamindan ayrilmasina
gerek duymadan giloudan y& elde edilmesini sgayan bir prosedir gercektémis olup
(http://www.originoil.com/technology/low-cost-oilk&raction.html), sadece pH gigimi
ve manyetik alan yaratarak kultirt ultrasongleine maruz birakmaktadir. Sonug olarak,
yag urini baka bir sleme gerek duyulmadan gimdan kultdr icinden hasat edilmektedir.
Dolayisiyla yg& uUretimi amaciyla mikroalglerin ekonomik bigekilde Gretimi icin
ultrasonik uygulama da tizerinde gdimasi gereken bir konu olarak gérilmektedir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

Bu tez kapsaminda caina materyali olaralNannochloropsis oculatéirt Sekil
3.1) kullaniimstir (National Center for Mariculturejsrail). Deneme alti bolimde
gerceklgtirilmi stir. Denemenin ilk b6lumundl. oculatanin farkh tuzluluklarda biuyime
ozellikleri incelenmgtir. ikinci bélimde kimelgirme calsmalari balamis ve pH’In
kimelame Uzerine etkileri asainimistir. Uglincti bélimde tire polielektrolit, dérdunci
bolimde elektro-flokiilasyon uygulangni besinci bélimde ise ultrasonik ydntemler
denenmgtir. Son bélimde ise krema makinasinin hasat egneili gi aragtiriimistir.
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Sekil 3.1.Nannochloropsis oculatéOzgir ULUDUZ)

3.1. Deneme Kesullari

Nannochloropsis oculataaf kultirleri, tiplerden hacim artirma yontemiyleL
hacimli camsiselere allanmstir. Her bir deneme kabinasie havalandirma yapilarak
kaltaran kargimi salanmstir. Kultarler 36 watt gicinde gugigl floresan lambalar ile
100 pmol foton misn®lik sirekli 1sik ile aydinlatildi. Kiiltir sicakéi 25,0+0,5°C'de
sabit tutulmuytur (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Deneme grubunun genel bir gérinimu

Denemelerde yapay deniz suyu (ASW) ortami kullagtim Cizelge 3.1'de
belirtilen kimyasal maddelerin her biri 500 milielye tamamlanmive kilttrin her litresi
icin 10 mL kullaniimsgtir. A5 iz element stok sollisyonu ise belirtilemarda 500 mL'ye
tamamlanmy ve kalturan her litresi igin 1 mL kullanilgtir. Stok ¢ozeltiler direktsiktan
korunarak buzdolabinda saklangtm. Calsma c¢o6zeltisi ise otoklavda steril ediknve
direkt siktan korunarak saklangtir.
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Cizelge 3.1ASW buylme ortami

STOKASW | gr/500mL A5 gr/500mL
MgSCa 50 H3BOs 1,47
MgCl, 50 MnCl-4H,0 0,90¢
CaC, 75 ZnSCy-7H,0 0,111
KNO3 50 NaMoC,-2H,0 0,19t
NaHCC, 2 CuSC,-5H,0 0,039
KH,PC, 3, Co(NCs)-6H,0 0,024

Denemede kullanilacak cam kaplar asitle temizlgiimiDaha sonra istenilen
tuzluluk degerlerine ayarlanmiyapay deniz suyu ile doldurultur. Kaplarin g1z kismi
pamuk ile kapatildiktan sonra otoklavda 42ta 1,5 atm basing altinda 15 dakika stire ile
steril edilmitir.

Kaltirlerde hicre sayimi  Gelirilmis tip Neubauer sayim kamarasi
(hemasitometre) kullanilarak yapiktr (Guillard 1978, Schoen 1988). Her bir sayim en
az 5 tekrarl olarak gercekt&ilmi stir.

Hucrelerde olgan zarar tespit etmek icin Evan’s Blue sollisyoaaitianmgtir.

Bu amagcla, %1'lik stok solisyon hazirlamak igin 190 saf suya 1 gram Evan’s Blue
ilave edilmitir. Incelenecek orrgn 20 mL’sine 1 mL stok Evan’'s Blue ilave edildikte
sonra yarim saat beklergtit. Daha sonra hicreler mikroskopta incelenereknvavi
hiicreler zarar gormikabul edilerek sdam hucrelerin orani %eklinde bulunmstur. Bu
sayim glemi en az 10 tekrarli olarak gerceklglmi stir.

Kaltarlerdeki spesifik buylime hizp) asagidaki formule gore hesaplangtir;

InoX In Xy
TR (L AT R () T ———
-t
Formulde X% ve Xy, sirasiylatve § zamanlarindaki biyomas konsantrasyonlarini belirti
(Vonshak, 1997).

3.2. Tuzluluk Denemesi

N. oculatatrintn farkh tuzluluklarda buyimesini kdastirmak amaciyla 540nm
ve 680nm dgerlerinde %05, %010, %015, %020 ve %025 olmak Uzere Elfatuzluluk
denenmtir.

10
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3.3. pH Yontemi

Yapilan camada sadece yiksek pH gaeleri desil, diusik pH deerleri de
denenmigtir. pH deserini arttirmak icin ortama NaOH ve giirmek icin HCI ilavesi
yapiimstir. 1 N’lik NaOH i¢in 100 mL saf suya 4 gr NaOHN1ik HCI igin 100 ml saf
suya 10 mL HCI ilave edilngiir. Deneme yapilacak her bir grup icin ilk 6ncectdl
sayimlari alinnytir. Farkli tuzluluk gruplarindan 100’er mL 6rnekranis, istenen pH
degeri asit veya baz ilavesi yapilarak manyetik fancida ortalama bir dakika
karstirilarak, hemen ardindan ¢cokme hizi tespit ediim{Sekil 3.3).

Sekil 3.3. pH denemesinden bir goruntt

Hucreler coktikten sonra tekrar manyetik ktanici ile karstirilip ¢okmesini
beklemeden alinan 10 ml 6gee zarar goren hicrelerin tespiti icin 0,5 ml Ewablue
ilave edilmitir. Daha sonra mikroskopta hiicre sayimi gergtikigp zarar goren hicre
sayisi tespit edilngtir.

11
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3.4. Polielektrolit Yontemi

Yapilan calgmada Anyonik ve Katyonik olmak Uzere iki s¢e polielektrolit
kullaniimistir. Stok soltsyon i¢in 1 It saf suya 1g/L olaga&kilde hazirlanngtir. Her bir
grup icin (100 mL 6rnek) 0,1/0,5/1/2 /5 /4®20 g/L olarak stoktan ilave edilgnre
manyetik kagtiricida yuksek devirde (200 rpm) 2 dakika vesitkidevirde (50 rpm) 2
dakika kargtirilmistir. Daha sonra hicre ¢cokelmesi gozlemlenwe zarar gbren hicre
tespiti Evan’s blue eklenerek mikroskopta gercgkiémi stir.

3.5. Elektrofloktlasyon

Bu yontemde farkli ylzey alanlarina sahip krom ttdlar kullaniimstir. Yizey
genkligi 0,5, 1, 2 ve 5 cm olan bir ¢ift (anot ve katdBlerot ile %025 tuzluluktaki ve 500
mL hacmindeki kilttrlerde 1si1 ve pH glg@imleri anlik olarak kaydedilngtir. Dogru akim
uygulanarak elektrotlarin toplam yuzey alani, Jol@not ve katot arasindaki mesafe

degerleri denenmstir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Elektroflokiilasyon denemesinden bir goérintu

12
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3.6. Ultrasonik Flokulasyon

Yapilan calgmada farkli enerji duzeylerinde gic¢ uygulanarakkroalglerin
kimeleatirilmesi denenmitir. Her bir diizeyde denemeler yapigmre hiicre zarari tespiti
Evan’s blue kullanilarak mikroskop yardimi ile ife@mistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Ultrasonik flokiilasyon denemesinden bir gorinti

13
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3.7. Santriflj

Hucrelerin santriftj glemine tabi tutularak biyime ortamindan ayrilmaal d
calsiimistir. Bu amacla krema makinesi olarak kullanilan 14Baat kapasitede ve
yaklasik 9000 rpm hizda donen bir seperator kullangtm(Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Denemede kullanilan krema makinasi

14
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTI SMA

4.1.Nannochloropsis oculata’nin Farkli Tuzluluklarda Buyumesi

Deneme siresince %05-25 arasindaki 5 farkl tuzldlestsiminde Nannochloropsis
oculatattirine ait ortalama hicre sayil8ekil 4.1’de verilmgtir. Hiicre sayilarinin genel
olarak kultir ortaminin tuzlufiu ile ters orantih oldgu goérulmtir. Deneme slresince
Nannochloropsis oculatéiriinde hiicre sayisinin en yiiksekete 22x16 adet/ml olarak
12. giinde %025 tuzluluk dgmmindeki kilttrlerde belirlennstir (Sekil 4.1).

25
== %605
—— 010
20 -
%015
== %020

—
hn
|

0025

[a—
—
|

hiicre sayist1 (X10° hiicre mL™!)
hn
|

0 e e - T T
0 5 10 15

Giinler

Sekil 4.1. Farkh tuzluluk oranlarina sahiplannochloropsis oculatain ginlere bal

hiicre sayisi dgsimleri
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OZGUR ULUDUZ

Cizelge 4.1. Farkli

degerindeki absorbans veik gecirgenlgi (T) degerleri.

tuzluluk dgerlerindeki Nannochloropsis oculatain 540nm

540nm

%05

%010

%015

%020

%025

%T

Abs

%T

Abs

%T

Abs

%T

Abs

%T

Abs

07.08.2011

82,16

0,0853

82,16| 0,0853

82,1

6| 0,0853

82,16

0,0853

82,16

0,0853

08.08.2011

71,10

0,1481

74,30| 0,1290

72,80| 0,1379

71,48

0,1458

66,85

0,1749

09.08.2011

41,44

0,3836

47,44| 0,3139

45,92| 0,3380

43,88

0,3574

39,93

0,3992

10.08.2011

21,64

0,6647

25,01| 0,6019

24,82| 0,6052

20,64

0,6853

17,58

0,7550

11.08.2011

9,34

1,0297

10,17| 0,9940

13,19| 0,8811

14,46

0,8398

6,87

1,1649

12.08.2011

4,35

1,3615

4,99|1,3019

5,8

2|1,2358

5,34

1,2757

4,05

1,3936

13.08.2011

2,68

1,5719

2,94 1,5317

3,2

31,4908

2,96

1,5287

2,51

1,6003

14.08.2011

1,79

1,7471

1,94|1,7144

2,1

9| 1,6596

1,96

1,7007

1,73

1,7620

15.08.2011

131

1,8894

1,38| 1,8601

15

71,8041

1,43

1,8447

1,29

1,8962

16.08.2011

0,96

2,0177

1,00| 2,0000

1,14| 1,9431

0,98

2,0088

0,93

2,0315

17.08.2011

0,75

2,1249

0,78| 2,1079

0,94| 2,0269

0,81

2,0915

0,82

2,0915

18.08.2011

0,58

2,2366

0,62 2,2076

0,7

72,1135

0,65

2,1871

0,67

2,1739

19.08.2011

0,50

2,3010

0,52| 2,2840

0,6

72,1739

0,55

2,2596

0,57

2,2441

Cizelge 4.2. Farkl

deserindeki absorbans gerleri

tuzluluk dgerlerindeki Nannochloropsis oculatain 680nm

680nm

%05

%010

%015

%020

%025

%T

Abs

%T

Abs

%T

Abs

%T

Abs

%T

Abs

07.08.2011

82,10

0,0875

82,10| 0,0875

82,10| 0,0875

82,10

0,0875

82,10

0,0875

08.08.2011

70,16

0,1544

72,75| 0,1382

71,11| 0,1481

69,66

0,1970

65,65

0,1820

09.08.2011

42,64

0,3695

49,31| 0,3071

47,33| 0,3194

45,87

0,3385

41,91

0,3777

10.08.2011

20,46

0,6891

24,62| 0,6087

24,23| 0,6156

20,28

0,6944

16,33

0,7870

11.08.2011

6,76

1,1701

7,98| 1,0980

11,32| 0,9458

12,42

0,9059

4,57

1,3391

12.08.2011

1,87

1,7305

2,42 1,6162

3,32| 1,4789

2,83

1,5482

1,67

1,7773

13.08.2011

0,60

2,2218

0,75| 2,1308

1,04| 1,9914

0,85

2,0706

0,59

2,2291

14.08.2011

0,23

2,6383

0,291 2,5376

0,41 2,3872

0,32

2,5086

0,23

2,6383

15.08.2011

0,12

2,9386

0,11| 2,9586

0,19] 2,7212

0,13

2,8861

0,10

3,0000

16.08.2011

0,04

3,3979

0,06| 3,2010

0,07| 3,1549

0,04

3,3979

0,04

3,3979

17.08.2011

0,02

3,6990

0,02] 3,6990

0,05] 3,3010

0,03

3,5229

0,03

3,5229

18.08.2011

0,01

4,0000

0,01 4,0000

0,03| 3,5229

0,02

3,6990

0,02

3,6990

19.08.2011

0,01

4,0000

0,01 4,0000

0,02] 3,6990

0,01

4,0000

0,01

4,0000
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Her guin ayni saatte alinagitemiktardaki orneklerle ilk olarak absorbangsdderi
ve w1k gecirgenlik oranlari her bir tuzluluk geri icin ayri ayri incelenmtir.
Spektrofotometre kullanilarak 2 farkhh dalga boyan@540nm ve 680nm) dlgulen
absorbans derleri gagidakisekillerde verilmgtir. (Sekil 4.2-4.11)

-t
o

y=7,6191x- 2,9136
R?=0,9641 *

—
hn
|

hiicre sayist1 (X10° hiicre mL?!)
—
|

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2,5 3.0

Absorbans(540nm)

Sekil 4.2. Nannochloropsis oculatda %05 tuzlulukta hiicre sayisi ve 540 nm absorbans
arasindaki igki

-~
(e}

y=7,319x- 2,4729
R2=0,9598

—
hn
|

\

hiicre sayis1 (x10°hiicre mL*1)
\
’%’

L 2

0,0 0.5 1,0 1.5 2.0 2.5 3.0
Absorbans(S540nm)

Sekil 4.3 Nannochloropsis oculatda %010 tuzlulukta hiicre sayisi ve 540 nm absorbans
arasindaki igki
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20
z *
E |5 | V=81663x-2,4816
= R2=0,9761
3
-}
L]
=10 -
Z
Z
é’. 5 |
=%)
-
=
=0 * , , | | |
0.0 0,5 1.0 LS 2,0 25 3,0

Absorbans(S540nm)

Sekil 4.4. Nannochloropsis oculatda %015 tuzlulukta hicre sayisi ve 540 nm absorbans

arasindaki igki

2
o

y=8,8378x-2,9876 L 4
R? = 0,9684 b2

—
hn
|

hiicre sayist1 (X10° hiicre mL™!)
h ;
| |

;

0,0 0.5 1,0 1.5 2.0
Absorbans(S540nm)

-2
-
hn

3.0

Sekil 4.5. Nannochloropsis oculatda %020 tuzlulukta hticre sayisi ve 540 nm absorbans

arasindaki igki
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L

y=9,5279x-3,7001 ®
R?=0,9455

—
hn
|

hiicre sayist1 (X10° hiicre mL™!)
|

0,0 0.5 1,0 1.5 2.0
Absorbans(S540nm)

-2
-
hn

3.0

Sekil 4.6. Nannochloropsis oculatda %025 tuzlulukta hiicre sayisi ve 540 nm absorbans

arasindaki igki

2
o

y=4,0519x-0,9375
R?=0,9902

—
hn
|

hiicre sayist1 (X10° hiicre mL™!)
h ;
| |

<o
|

0,0 05 1,0 15 20 25 30 35 40 45
Absorbans (680nm)

Sekil 4.7. Nannochloropsis oculatda %05 tuzlulukta hiicre sayisi ve 680 nm absorbans

arasindaki igki
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2
<o

y=3,9206x- 0,6672
R? =0,9887

p

hiicre sayis1 (X10° hiicre mL™!)
N ;
\
&
*
+

\

00 05 10 15 20 25 30 35 40 45
Absorbans (680nm)

Sekil 4.8. Nannochloropsis oculatda %010 tuzlulukta hiicre sayisi ve 680 nm absorbans
arasindaki igki

2
o

y=4,5672%-0,5572
R?=0,9933

[a—
n
|

hiicre sayis1 (10 hiicre mL!)
[a—
|

() 1 T T T T T T T T
00 05 10 15 20 25 30 35 40

2 2 i ™ 2

Absorbans (680nm)

Sekil 4.9. Nannochloropsis oculatda %015 tuzlulukta hiicre sayisi ve 680 nm absorbans
arasindaki igki
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=)
[an]

y=4,7892x-0,8068
R?=0,9966

—
hn
|

hiicre sayist1 (X10° hiicre mL™!)
|

<o
|

0,0 05 1,0 15 20 25 30 35 40 45
Absorbans (680nm)

Sekil 4.10.Nannochloropsis oculatda %020 tuzlulukta hicre sayisi ve 680 nm absorbans

arasindaki igki

=)
[an]

y=>5,1542x-1,2323
R?=0,993

—
hn
|

hiicre sayist1 (X10° hiicre mL™!)
h ;
| |

() _J T T T T T T T T
0,0 05 1,0 15 20 25 30 35 40 45
Absorbans (680nm)

Sekil 4.11. Nannochloropsis oculatda %025 tuzlulukta hicre sayisi ve 680 nm

absorbans arasindakishi
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%05-25 arasindaki 5 farkh tuzlubun denendii Nannochloropsis oculata
kilturlerinde hicre sayilarinin tim tuzlulukgeelerinde 7. guine kadar birbirine ¢ok yakin
oldugu gorulmigtir. Deneme sonunda ise artan tuzlulugedeile hicre sayilarinin da
arttigi gordlmisttr. Bu bulgular Pal ve ark., (2011)’'nin gahasi ile uyum goéstermektedir.
Pal ve ark. (2011). ASW buyime ortaminda gerggiktikleri calismada, 170 ve 700
pumol foton n¥ sri®lik iki farkh 1sik siddetinde %013, %027 ve %040'lik tuzluluklarda
Nannochloropsisp.’nin blylmesini 7 gin boyunca incelgl®ai ve denemenin sonunda,
gerek klorofil gerekse kurugalik miktari bakimindan %013 ve %027 tuzluluk aragan
onemli bir fark olmadiini géstermilerdir. Benzerekilde bizim ¢camamizda da 8. gline
kadar hiicre sayilarinin birbirine ¢cok yakin giduakat 8. giinden sonra artan tuzluluk ile
hiicre sayisinin da agitigorilmektedir. Bu durumuilannochloropsissp.’nin euryhalin
bir tir olmasindan kaynaklar@lidisintlmektedir. Cok gegituzluluk aralginda kaltar
edilmesi ise bir avantaj olarak dindlurse, tartn icermpioldugu zengin yg asidi icergi
nedeniyle farkli amaclarla ¢ok farkl ortamlarddist@ilmesine olanak gdayacaktir.

Endustriyel uygulamalarda hiicreggmlugunun belirlenmesinde absorbans 6lgtimi
hizli ve maliyetsiz bir yontemdir. Bu nedenle, reigzunluklari farkh iki dalgaboyunda
Olcilmis ve kasilastinimistir. Rocha ve ark. (2003)’nin ¢catnasindaNannochloropsis
gaditanaturundn kultirinde 540 nm dalgaboyu olcitii. Fakat yappimiz calsmada
gorulmistar ki 540 nm’den ziyade 680 nm dalgaboyunda Olgidesorbans gerlerinin
hiicre ygunlugu ile daha yuksek korelasyona sahip oftuu Bu nedenle daha sonra
yapilan cagmalarda 680 nm’'de absorbans o6lcimleri biyokitlemiamde baarili bir
sekilde kullanilabilir.

4.2. pH

Gercgeklatirilen calsmada 3-11 argiindaki hem bazik hem de asidik pHgeéderi
denemeye alinrgtir. Her bir tuzluluk dgeri icin hicre sayimlari yapilarak ilk énce pH
degerini distrmek icin ortama HCI ilavesi yapilarak pHgaei 3’e ditrtlmistir. Daha
sonra ise 5, 7 ve 9 gerleri denenerek hiicrelerde ¢okelme olup olad bakilmg ve
zarar goren hiicre sayisi tespiti Evan’s blue kubaak mikroskopta incelensgtir. Ik
yapilan cajmalarda digik pH deerlerinde hicrelerde hicgbir zarar tespit edilmene
herhangi birsekilde kimelgme gerceklgmemeitir. Calismanin devaminda pH geri
NaOH yardimi ile yukseltiligi 6zellikle 10 ve 11 deerleri arasinda goézle goérular bir
kimeleme old@gu tespit edilmgtir. Calisilan deger aralgl kuculttlerek 10,0, 10,1, 10,2,
10,3, 10,4 ve 10,5 derleri incelenmitir. 10,5 degerinden sonra hicrelerde buyuk
oranlarda kayip olmasi nedeniyle daha biyukgeder incelenmengtir. 10,0-10,5 pH
aralginda zarar goren ve gérmeyen hicre sayglekil 4.12- 4.17°'de gosterilngtir.

22



BOLUM 4-ARA STIRMA BULGULARI VE TARTI _SMA OZGUR ULUDUZ

ola hitere
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%010 %0015 %020
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Sekil 4.12.pH’"in farkli tuzluluk oranlarina etkisi (pH 10,0)

Yapilan calgmada 100 mL’lik kdltirde, hicrelerde herhangi bmyip olmamy ve
¢cokelme ortalama ¢ buguk dakika gibi uzun bir dérgerceklgmistir.

ola hitere
9 m canlt hitcre pH 10,1
g 14
=%)
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Sekil 4.13.pH’"in farkl tuzluluk oranlarina etkisi (pH 10,1)

10,1 pH dgerinde ortalama canli hiicre sayisi %75 oranindialdrehistir. Iki dakikalik
sureg icersinde hucreler tamamen ¢oOkirint

23



BOLUM 4-ARA STIRMA BULGULARI VE TARTI _SMA OZGUR ULUDUZ

ola hitere
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Sekil 4.14.pH"in farkli tuzluluk oranlarina etkisi (pH 10,2)

pH 10,2 dgerinde canli hiicre sayisi ortalama %75 civarindpitedilmi ve bir dakika
elli saniye igerisinde hicrelerin tamamen ¢@kit@orulmitur.

olt hicre
5 m canli hiicre pH 10,3
g 14
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%010 %0015 %020
tuzluluk oram

Sekil 4.15.pH’"in farkli tuzluluk oranlarina etkisi (pH 10,3)

pH 10,3 dgerinde canli hiicre sayisi ortalama %74 civaringpitedilmi ve 55 saniye
icerisinde hiicrelerin tamamen ¢ogtigoralmitar.
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Sekil 4.16.pH’"in farkli tuzluluk oranlarina etkisi (pH 10,4)

pH 10,4 dgerinde canli hiicre sayisi ortalama %67 civarinspitedilmi ve elli bg

saniye igerisinde hicrelerin tamamen ¢c@kt@orulmigtor.

| S TN o)
|

hiicre sayist1 (X10° hiicre mL™!)
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Sekil 4.17.pH’"in farkli tuzluluk oranlarina etkisi (pH 10,5)

pH 10,5 dgerinde canli hiicre sayisi ortalama %60 civaringpitedilmi ve elli

bes saniye igerisinde hicrelerin tamamen ¢gktgoralmutar.
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Sekillerde de gorildgl gibi pH degeri arttikca hicreler kiimejamekte ve
parcalanmaktadir. pH 10,0 ghkrinden itibaren kiumejarmeler gorilmektedir.
Kimelstirme 10,5 e kadar devam etmekte ve bgedgen sonra hicrelerin yarisindan
fazlasi parcalanmakta pH 11,0'de ise tamamen Okd@ktDolayisi ile hasagleminde
elde edilmek istenen gerlerden uzakkalmaktadir.

Mikroalglerin hasadinda en etkiekilde kullanilabilecek kiimeggrme yontemi,
konu Uzerinde calan neredeyse tum ataicilar tarafindan “otoflokilasyor§eklinde de
adlandirlan pH uygulamasgeklinde belirtiimektedir. Cagmamizda kalttrlerin pH’1
NaOH ilavesi ile yapay olarak artirlgr. Kalttrlerde kimelgme 9,5 pH dgeri ile
baslamis fakat cokmesi kultrin tuzluluk deri ile iliskili olarak 12-15 dk. arasinda
surmgtar. pH 10,0 dgerinden itibaren ise ¢okelme sireleri daha kisang&gjr10,3’Un
Uzerindeki dgerlerden itibaren ise 6lim oranlar artmayaldraistir. Bu nedenle ¢okme
hizi ve 6lim orani dikkate alinginda 10,3 pH d#&eri N.oculataicin optimum olarak
belirlenmitir. Vandamme ve ark. (2012)'nitChlorella sp. Uzerinde gerceklérdigi
calsmada ise kime¢enenin 10,8 pH deerinde baladigi, pH 11,0 dgerinde %75
oraninda, pH 11,5 ve 12,0 glerinde %95 (zerinde kimetee gerceklgigi
belirtiimistir. Calismamizda ise pH 10,0 gerinden itibaren % 95 tzerinde kiimghenin
gerceklatigi gorulmdsttr. Ayrica, Vandamme ve ark., (2012)'nin gaiasinda pH 12,0
degerinde dahi %85 Uzerinde hicrelerinsgaa orani oldgu belirtilmistir. Bizim
calismamizda ise pH 10,1 - 10,3g@dzleri arasinda yakje&k % 75 ygama orani oldgu, pH
11,0 degerinde ise tamamen Olgi gorulmigtur. Kimelgame orani ve canli hiicre sayisi
arasindaki bu farkhgnn htcre yapilarindaki farklliktan kaynaklapddistunilmektedir.

4.3. Polielektrolit

Her bir grup icin (100 mL 6rnek) 0,1/0,5/1 /3 / 10 ve 20 g/L olarak stoktan
ilave edilmis ve manyetik kastiricida yiksek devirde (200 rpm) 2 dakika vesiddi
devirde (50 rpm) 2 dakika katiriimistir. Daha sonra hicre ¢cokelmesi gozlemlenva
zarar goren hucre tespiti Evan’s blue eklenerekrosikopta gercekdtirilmistir. Yapilan
denemelerde hucrelerde bir ¢cokelme olmgumiKltirde bulunan hicrelerde herhangi bir
zarar gorulmenstir. Fakat polielektrolit dier bir yontem olan pH ile kombine olarak
denendiinde kiimelgtirme islem hizina g6zle gorulir bir etki eitisaptanmytir. Normal
deneme kgullarinda ortalama 50-60 sn de c¢coken hicreler |atdielit eklendginde bu

sure 40-45 sn’ye inmektedir.
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Mikroalglerin hasadinda kimelgme yontemi ekonomik ve etkili bir yoldur.
Inorganik kimyasallardan siklikla kullanilan »80,)s (aliminyum siilfat), F£SO)s
(Ferrik sulfat), FeGl (Ferrik klorid) ve Ca(OH) (kalsiyum hidroksit) ile gerceksérilen
geleneksel kimegirme yonteminin yiuksek miktarda tuz gereksiniminulunmasi,
toksik etkisinin bulunmasi ve kiimeteme verimliliginin buytk oranda pH derine bgli
olmasi gibi bazi dezavantajlari da bulunmaktadingfCve ark., 2010; Renault ve ark.,
2009). Bu nedenle, son yillarda daha az toksik @kaiyolojik olarak da parcalanabilen
organik kimelgtiriciler Gzerine calkmalar gercekigiriimektedir. Fakat bu tip polimerik
kimelstiricilerin, 6zellikle de katyonik 6zellikte olania deniz suyunda kullaniminin
yuksek iyonik kuvvet nedeniyle etkisiz olgecdelirtiimektedir (Bilanovic ve ark., 1988).
Bunun yaninda organik polimerleri kullanarak dehagal turlerin kiimelgtirilebilecegini
belirten yazarlar da bulunmaktadir (Uduman ve &R10). Yapt&imiz calgmada ise ne
anyonik ne de katyonik polielektrolitlerin  denizelmikroalg hucrelerinin
kimelsatiriimesinde tek bg@na etkili olamayaca gorildiu. Sadece yiuksek pH ile birlikte
bulgularimiz da Borges ve ark., (2011)’'nin sonucli ortismektedir. Borges ve ark.
(2011) de Nannochloropsissp. ve Thalassiosirasp. ile gercekigirdikleri calismada
kullandiklari anyonik ve katyonik polielektrolitier sadece yuksek pH gerlerinde
kimelgme ve ¢okme hizi tzerinde olumlu etkisi gidou belirtmglerdir. Bu nedenle,
endustriyel uygulamalarda mikroalglerin  kimggildmesinde etkin  bir sekilde

kullanilamayacg sonucuna varilntir.

’ >

Sekil 4.18Polielektrolit ve pH denemesi sonrasinda ¢okglohan hiicreler
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4.4.Elektrofloktlasyon

Yapilan calymada elektrik alani kullanilarak elektrik yiklt paciklarini ytklerini
azaltmak veya notr hale getirmek suretiyle hicnelekimelgme ve c¢okelmesi
calisiimistir. Mikroalg hucreleri negatif ytuzey yukine salopnalari nedeni ile anoda
dogru hareket ederek yuklerini kaybedip kimgeteye balamilardir. Bu deneme
sirasinda kudltarun sicakl dijital termometre kullanilarak an ve an takipileds pH
degerleri pH metre kullanilarak dlctlmgtiir. 500 ml'lik %025 tuzluluk dgerinde yapilan
calismada 0,5 cm kalingindaki elektrotlar ile bdangicta 3V denenmive bir dgisme
gozlemlenmenstir. 5V'lik bir akimla ortalama 500mA de 9 pH glerinde sicaklik sabit
kalarak ortalama 5 dakika sonucunda hicbir kiigmeéolmamgtir. 7V, 8V, 9V, 10V, 12V
luk degerlerde sirasiyla amper gicl sabit tutularak pHeViyeslerine kadar diis
gosterm§ ve sicaklik dgeri 3°C ye kadar yikselrgir. Bu deserler arasinda en iyi
kiimeleme 9V dgerinde, 24,8C — 26,3C sicaklik arafiinda yaklaik 10 dakikada anot
etrafinda kimelame gerceklgmistir.(bkz sekil 4.19)

Son vyillarda Uzerinde siklikla durulan kingtlene yontemlerinden biri de
elektrofloktlasyon tekg@dir. Bu yontemin 6zellikle denizel turlerin hasada 6nemli
avantajlarinin oldgu belirtiimektedir (Vandamme ve ark., 2011). Farldbatlarda
kullanilan elektrotlar arasinda (0,5-5,0 cm) yubagim orani yiuksek olan yani 5 cm
genklikteki elektrotta daha diik enerji ile daha yiksek oranda bir kiigete goruldu.
elektrotlar arasi mesafenin ise kiiigele hizi veya miktari Gzerinde dnemli bir etkisinin
olmadgi gorulda.
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Sekil 4.19.0,5 cm yuzeye sahip elektrotlar ile kimélene.

5 cm gengligindeki elektrotlar ile 3V dgerinde ortalama 22C de ve ortam pH sinda 10
dakikada kiimelkgirme gozlemlennstir. 5V’luk akim ile 8,2 ve 8,5 pH arginda ortalama
24,5°C de 12 dakikada kimal@me islemi tamamlanngtir. Daha sonra artan gerlerde
pH 6-7 aralgina kadar d§mus ve sicaklik dgeri 30°C nin lzerine ¢ikngtir(sekil 4.19)
Kimelesen hicrelerdeki tahribati tespit etmek icin Evablise ile muamele edilerek hiicre
sayimi tekrar gerceldariimis ve uygun dgerlerde herhangi bir etkinin olmaul
gOralmstar.
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Sekil 4.20.5 cm genglige sahip elektrot ile yapilan kiimgtieme islemi

4.5. Ultrasonik Flokulasyon

Ultrasonik kumelgtirme igsleminde kullanilan homojenizattér farkli problar ile
kullanilabildiginden 6tir yapilan denemelergiigk hacimlerde gercekienistir. ilk olarak
10 ml lik taplerde denenmive deneme sirasinda kullanilan frekans arada £%40
power) kiltlr sicakfiinin arttglr goralmtur. Sicaklik problemini gézmek igin igi buzlu su
ile dolu olan kuvetler kullanilarak deneylerin devadilmesi gercekkgnistir. Yaklasik 10
dakikalik slem sonucunda herhangi bir ¢cokelme ya da kignsegdzlemlenmemive bir
diger hacim olarak 100 ml'ye gecilgtir. Bu kez 1si arty artan yuzey alani ile birlikte
yavalamistir. Ortalama 10 dakika sonucunda hucreler yinel aghilde hicbir cokelme
hareketi gbstermentir.

Bu calsmada ultrasonik uygulamanin olumlu bir etkisi gosimemgtir. Kullanmis
oldugumuz ultrasonik cihazin daha gk frekans seviyesinde (kHz) gahasinin temel
sebep oldgu disinulmektedir. Fakat yiksek frekanstan (mHz) ziyadglik frekansta
calsmanin da farkli avantajlari bulunmaktadir. Ozedlikiiicrelerin iceginden ya& veya
diger deerli metabolitlerin cikarilmasi amaciyla kullanilkt@a, boylece biyokutleyi
kurutmadan dgrudan hticre icegindeki yazin ¢ikariimasi mumkin olmaktaditeride bu
konuda calkmalarin yapilmasi da bu cihaz sayesinde mumkin iletaixtir
(http://www.originoil.com/technology/low-cost-oilx&raction.html).
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Sekil 4.21.Denemede kullanilan ultrasonik homojenizator
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4.6. Santrif(j

Nannochloropsissp., “super santrifij” olarak tabir edilen 13.060kuvvetinde
donen endustriyel separatorlerde dahi zarar gormdaesat edilebilmektedir. Santrifij
isleminde kullanilan 140 L/saat kapasitede ve yakl@000 rpm hizda dénen bir seperator
kullanilimistir. 8000 mL lik kilttr seperatdre doldurularak dlkarak vanasi kapall bicimde
calistirilmis ve daha sonra az miktarda acilard&m bglatiimistir. Seperatorin g acilan
musluklarindan alinan gier yan Grin dokilmeden hicre tespiti yapiimasi iginsteril
siselerde tutulmgtur. 8000 mL kudltir ortami yakjek 5-6 dakika civarinda hasat
edilmistir.

Sekil 4.22. Santriflj icin kullanilan krema makinesi
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Sekil 4.23. Santriflj sonrasi elde edilen Grin

Hucrelerin buylime ortamindan hasat edilmesi amacgginimizde de en sik
kullanilan yontem santrifijdir. Fakat genelde 08-2g LYk disiuk hicre
yogunluklarinin kullaniimasi nedeniyle yiksek enegjifgyati, mikroalg tretim maliyetini
yukselten temel faktérdir. Bu nedenle de o6ngwdastirma kleminin yapiimasi
zorunluluktur. Mikroalg kultdrlerinin  hasadinda lanilabilen separatorlerin fiyati
minimum 40.000-50.000 TL civarinda iken tez kapsatal krema makinasi olarak
kullanilan ve 300 TL civarinda fiyati olan ve 140s&at kapasitede bir aletin hasat
verimliligi de calgiimistir. Sonug olarakiNannochloropsigibi kiictik bir mikroalg tirintn
hasadi yaklgk % 85 verimlilikte baarili bir sekilde gerceklgtirilmi stir. Ayrica hicrelerin
kesinlikle zarar gormemesi de surpriz oktuw. Bu tip bir santrifij cihazin kuguk olgekli
isletmelerde rahatlkla kullanilabilegiesdylenebilir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Bu konu ile ilgili calsmalar tlkemizde oldukca sinirlidir. Mikroalglerirergk
akuakdultirde deniz bah larvalari igcin gerekse biyodizel Gretmek amacptdansiyel bir
yag ureticisi oldgu disunuldigiinde dinyada bu tip ceinalarin gittikce artmasgasirtici
degildir. Ulkemizin bu calsmalarin gerisinde kalmamasi agisindan mikroalgteserli
metabolitlerin Uretimi ve teknolojisi ile ilgili ¢gmalarin desteklenmesi ve sayisinin
artmasi gerekmektedir. Ayrica, Enerji Piyasasi Diemee Kurulu (EPDK), 2013 yilindan
itibaren benzine ve motorine yerli katki olarakrdeau her yil artirilmak tzere biyodizel ve
etanol ilave zorunlulgu getirdgini aciklamstir. Piyasaya akaryakit olarak arz edilen
benzin tdrlerine, 1 Ocak 2013 tarihinden itibarer2%d Ocak 2014 tarihi itibariyle de en
az % 3 oraninda yerli tarim Urinlerinden Uretl@ianol ilave edilmesi zorunlu kilingtir.
Piyasaya akaryakit olarak arz edilen motorin timler yerli tarim trinlerinden Uretilmi
yag asidi metil esteri (YAME) iceginin ise 1 Ocak 2014 tarihi itibariyle en az % 1, 1
Ocak 2015 tarihi itibariyle en az % 2, 1 Ocak 2Qafhi itibariyle en az % 3 olmasi
zorunlulygu getirilmistir. Biyo-dizel Uretiminde, karasal tarim drinlannhem verimli
tarim arazilerini ggal etmesi hem bigekilde dsariya b&imli olmasi (gerek y&agerekse
tohum olarak) hem de birim alandangel Urtnlere gbre daha fazla gyairetme
potansiyelinin olmasi nedeniyle mikroalgler Onentir alternatif olarak karmiza
ctkmaktadir. Bu tez ¢gimasinin da bu konuda galcak ksiler tarafindan yararlanilaga

dUstndlmektedir.
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