ISTANBUL TEKNIK UNIiVERSITESi * FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

MIKROALGLERDEN ENZIMATIK SULU EKSTRAKSiYON YONTEMI iLE
YAG ELDESI

YUKSEK LiSANS TEZIi

Yigit AYHAN

Kimya Miihendisligi Anabilim Dal

Kimya Miihendisligi Programm

Tez Damismani: Prof. Dr. Melek TUTER

ARALIK 2015






ISTANBUL TEKNIiK UNIiVERSITESI * FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

MIKROALGLERDEN ENZIMATIK SULU EKSTRAKSiYON YONTEMI iLE
YAG ELDESI

YUKSEK LiSANS TEZI

Yigit AYHAN
(506131033)

Kimya Miihendisligi Anabilim Dal

Kimya Miihendisligi Programm

Tez Danmismani: Prof. Dr. Melek TUTER

ARALIK 2015






ITU, Fen Bilimleri Enstitiisii’'niin 506131033 numarali Yiiksek Lisans Ogrencisi
Yigit AYHAN, ilgili yonetmeliklerin belirledigi gerekli tiim sartlar1 yerine
getirdikten sonra hazirladigt “MIKROALGLERDEN ENZIMATIK SULU
EKSTRAKSIiYON YONTEMIi iLE YAG ELDESI” bashkli tezini asagida
imzalar1 olan jiiri 6niinde basar1 ile sunmustur.

Tez Danismanai : Prof. Dr. Melek TUTER
Istanbul Teknik Universitesi

Jiiri Uyeleri : Prof. Dr. Giildem USTUN
Istanbul Teknik Universitesi

Prof. Dr. Sevil YUCEL
Yildiz Teknik Universitesi

Teslim Tarihi : 27 Kasim 2015
Savunma Tarihi: 28 Aralik 2015



Vi



ONSOZ

Tez caligmam siiresince bilgi ve tecriibeleriyle bana yol gosteren, her tiirlii manevi
destegini, anlayigini ve zamanini esirgemeden tiim igtenligiyle bana yardimci olan
danisman hocam Sayin Prof. Dr. Melek TUTER e en derin tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvar ve tez ¢alismalarim sirasinda bana destek veren sevgili arkadasim Kimya
Miihendisi Giilizar BALCIOGLU’na tesekkiirlerimi iletmek isterim.

Tiim yasamim ve egitim hayatim boyunca maddi ve manevi desteklerini hicbir

zaman benden esirgemeyen, her animda yanimda olan sevgili aileme ¢ok tesekkiir
ederim.

Aralik 2015 Yigit AYHAN
(Kimya Miihendisi)

vii



viii



ICINDEKILER

Sayfa
ONSOZ.......ooiiii s vii
ICINDEKILER .........oooviiiiieceeeeeeeeeseee ettt iX
KISALTMALAR .o Xi
CIZELGE LISTESI ........coooooiiieeceeeeeeeee e, Xiii
SEKIL LISTEST ...ttt XV
OZET ..ottt XVii
SUMMARY et Xix
R ) 2 PO 1
2. LITERATUR ARASTIRMASI ........coceoviiiiiiiieeiee et 3
2.1 Algler HakKinda Bilgi .......cccooiiiiiiiiiiieie s 3
2.2 MIKFOGIGIET ... et ane s 6
2.2.1 MIKIOalg GretMI «..vvevieiiiiiieiiciesiie e 6
2.2.2 Mikroalglerin yag1 ve kullanim alanlart.............cccoooveiiiiieiiiicieen 9
2.3 Tiirkiye’deki Mikroalg Uretimi ve Mikroalgal Enerji Calismalari.................. 14
2.4 Mikroalglerden Yag EIAESi .......cccvveieieiienieiie e 15
2.5 Enzimatik Sulu Ekstraksiyon YONtemi .........cccceevirveniiiiniieniicseeseeesee 16
2.6 Literatiirde Enzimatik Sulu Ekstraksiyon Uzerine Yapilmis Caligmalar......... 18
3. DENEYSEL CALISMALAR ........cooiiiiiiiiiiet e 23
3.1 Kullanilan Hammaddeler .............cccooviiiiiiiiiiiiiiicc e, 23
3.2 YONIEMIET ...t 25
3.2.1 Kullanilan mikroalgin 6giitiilmesi ve ¢oziicii ekstraksiyonu ile yag
yiizdesinin belirlenmesi .........ccivveiiiiiiiiie e 25
3.2.2 Deney diizeneginin olusturulmast...........cooeviiiiiiiiiniiiieiccee s 25
3.2.3 Mikroalgden enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag eldesi ve ekstraksiyon
veriminin hesaplanmast ...........cociiiiiiiiiiicii 26
4. SONUCLAR VE TARTISMA ...ttt 29
4.1 Mikroal@’in Yag IGerigi .....ccovvviveriiiriiiieieieee et 29
4.2 Deney Ortaminin ve Karistirict Tipinin Ekstraksiyon Veriminine Etkisi........ 29
4.3 Mikroalgden Enzimatik Sulu Ekstraksiyon Yontemi ile Yag Eldesinde
Ekstraksiyon Verimini Etkileyen Parametrelerinin Incelenmesi...................... 31
4.3.1 Mikroalgden enzimatik sulu ekstraksiyon yontemiyle yag eldesinde pH
degerinin ekstraksiyon verimine etkisi.........ccocccvoviieenieeniienineeneeneeeens 31
4.3.2 Mikroalgden enzimatik sulu ekstraksiyon yontemiyle yag eldesinde enzim
miktarinin ekstraksiyon verimine etkisi .........ccccoeveiiiiiiiiiiiiiinicin, 32
4.3.3 Mikroalgden enzimatik sulu ekstraksiyon yontemiyle yag eldesinde
sicakligin ekstraksiyon verimine tkisi..........cocevvvviiiiiiiiiiiieiinicsee, 33
4.3.4 Mikroalgden enzimatik sulu ekstraksiyon yontemiyle yag eldesinde
ekstraksiyon siiresinin ekstraksiyon verimine etkisi ...........ccoccevvviiirinnnnnn, 34
5. SONUC VE ONERILER .......c.c.cccooooiiiiiireceeeeeeeeee e 37
KAYNAKLAR .ot 39
L0 7.7€) 00317 | 15T 43






KISALTMALAR

Vi . Enzimatik Yag Verimi (Kat1 bakiye tizerinden)

Vs : Ekstraksiyon Verimi (Siv1 fraksiyonlar {izerinden)

DHA : Dokosaheksaenoik Asit

EPA : Eikosapentaenoik Asit

ARA : Aragidonik Asit

GLA : y-Linoleik Asit

AOCS : Amerikan Yag Kimyacilari Dernegi(American Oil Chemist’ Society)
AUlg : Anson unit/g

Xi



Xii



CIZELGE LISTESI

Cizelge 2.1
Cizelge 2.2
Cizelge 2.3
Cizelge 2.4
Cizelge 2.5
Cizelge 2.6

Cizelge 3.1
Cizelge 4.1

Cizelge 4.2
Cizelge 4.3
Cizelge 4.4
Cizelge 4.5
Cizelge 4.6

Cizelge 4.7

Sayfa

. Agik ve kapali alg tiretim sistemlerinin avantajlari ve dezavantajlar1 8

: 2010 yilinda Diinyada bazi mikroalglerin tiretimi ..........cccccveevivveennen. 9
: Baz1 mikroalg tirtinleri ve fiyatlart.........cccoooviiiiiiniciii 10
: Schizochytrium sp. ve diger bazi mikroalglerin yag icerikleri.......... 12
: Bazi1 biyodizel kaynaklarinin karsilagtirtlmasi.........ccccceevnvcinincnne 13
: Schizochytrium sp. mikroalginden elde edilen omega-3
yaglarlnln(DHA ve EPA) kullanimi.........ccocooviviiiiiiiiiicic e 14
: Mikroalg(Schizochtrium sp.) yaginin yag asitleri bilesimi ............... 24
: Mikroalgin enzimatik sulu ekstraksiyonunda, karistirici tipinin
ekstraksiyon verimineg etkiSi..........ccccoovevveveiieeie s 30
: Mikroalgin enzimatik sulu ekstraksiyonunda, ekstraksiyon ortaminin
ekstraksiyon vVerimine etkiSi..........cccovevveveiieeie e 30
: Mikroalgin enzimatik sulu ekstraksiyonunda, tampon ¢ozelti
miktarin ekstraksiyon verimine etkisi .........cccooveriieiiiriiieniiniiieinns 31
: Mikroalgin enzimatik sulu ekstraksiyonunda, pH degerinin
ekstraksiyon vVerimineg etkiSi.........ccccooveiveieieeie e 32
: Mikroalgin enzimatik sulu ekstraksiyonunda, enzim miktarinin
ekstraksiyon vVerimineg etkiSi...........cccovevveveiieie e 33
: Mikroalgin enzimatik sulu ekstraksiyonunda, sicakligin ekstraksiyon
VEITMING ELKIST ... 33
: Mikroalgin enzimatik sulu ekstraksiyonunda, siirenin ekstraksiyon
VEITMING ELKIST ....ovviviiicee e 34

Xiii



Xiv



SEKIL LiSTESI

Sekil 2.1 :
Sekil 2.2 :
Sekil 2.3 :
Sekil 2.4 :
Sekil 2.5 :
Sekil 2.6 :

Sekil 2.7 :

Sayfa
OKkaryotik bir alg OIMEFi .......c.vevevreverirereiieeseecie e 4
Prokaryotik bir alg OTNeZI ......covvvviiiiiiiiiiciiie e 4
Alg gruplaring OrnekIer .........c.ocvviviiiiiiii 5
Havuz tipi agik mikroalg Giretim SIStemMI ......cvvevverieieiieiieesie e 7
Kapali mikroalg tiretim sistemine drnek biyoreaktor..........ccoovveveiiiveeninnnn 7
Mikroalglerden elde edilen bazi iiriinler(3-Karoten, zeaksantin ve gida
KAtKIIATT) ©oeeeiice e 11
Mikroalg iiriinlerinin ilag sektoriindeki 6rnekleri(astaksantin ve omega-3
D24 ) TP TR RPRPPRURO 12

XV



XVi



MIKROAGLERDEN ENZIMATIK SULU EKSTRAKSiIYON YONTEMI ILE
YAG ELDESI

OZET

Teknolojinin geligmesi ile birlikte insanlarin dogal kaynaklara yonelimi artmis ve
dogada yasayan bir¢ok canli tiiriine yonelme baslamistir. Algler de insanlarin kendi
yararlart i¢in kullanmaya basladigi dogal kaynaklar arasinda yer almakta ve giin
gectikce Onemi artmaktadir.

Mikroalgler akuatik ekosistemlerdeki ekolojik ve de biyolojik rollerinin haricinde,
gerek insan sagligi gerekse de sucul hayvanlar igin onemli besin maddeleri
icermektedir. Glinlimiizde bircok mikroalg tiirii doymamis yag asitlerinin zenginligi,
yiiksek oranda protein, vitamin vb. iceriklerinden dolay1 bir¢cok biyoteknolojik
calisma da 6nemli rol oynamaktadir. Bu ¢alismalarin 6nemi 1950°1i yillardan itibaren
giin gecerek artmistir.

Bu c¢alismada, mikroalglerden yag ckstraksiyonunda geleneksel olarak kullanilan
¢oziicli ekstraksiyonu yontemine alternatif olabilecek, daha saglikli, yiiksek kalitede
ve yiiksek verimde yag elde edilebilecek bir yontem gelistirilmeye caligilmistir.
Deneylerde igerisinde %18,6 oraninda yag iceren Schizochtrium sp. mikroalg tiirii
kullanilmigtir. Alternatif ekstraksiyon yontemi olarak enzimatik sulu ekstraksiyon
yontemi se¢ilmis ve hiicre duvarlarini parcalanmasi ve diger etkileri arttirmak i¢in
proteaz enzimi kullanilmistir. Proteaz enzimi i¢in pH, enzim miktari, sicaklik ve siire
parametreleri ele alinmig, uygun c¢alisma kosullar1 belirlenmis ve ekstraksiyon
verimine etkileri arastirilmistir.

Deneysel caligmalar, 30ml tampon ¢o6zelti, pH 5-8 araliginda, gram mikroalge
karsilik 0,50-1,25 mL enzim miktar1, 30-50°C sicaklik araliginda ve 4-24 saatlik
deney siirelerinde gerceklestirilmistir.  Gergeklestirilen deneysel c¢alismalar
sonucunda elde edilen en uygun ekstraksiyon kosullari; pH: 8, enzim miktari: 1
mLenzim/g mikroalg, sicaklik: 50°C ve ekstraksiyon siiresi: 12 saat olarak
belirlenmistir. Elde edilen uygun enzimatik ekstraksiyon kosullarinda ekstraksiyon
verimi %61,47 olarak bulunmustur.
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ENZYMATIC AQUEOUS EXTRACTION OF OIL FROM MICROALGAE
SUMMARY

In human nutrition, lipids are essential substances like carbohydrates and proteins
that have vital roles in health. There are also fat-soluble vitamins in these lipids.
Taking these vitamins is fundamental in terms of health and extremely necessary for
the body. In addition, omega-3 fatty acids which can not be produced by the human
body, is also plays an important role in human health and many other areas. On the
other hand, these omega-3 fatty acids can be produced by algae and aquatic animals
play the primal role of transporting these lipids into human body [1,2].

Algae are abundant and ancient organisms that can be found in virtually every
ecosystem in the biosphere. They vary from tiny single-celled species one
micrometer in diameter to giant seaweeds over 50 meters long. For billions of years
algae have exerted profound effects on our planet, and they continue to do so today.
Still, in many habitats algae often go unnoticed unless environmental conditions
become favorable for the development of conspicuous and sometimes massive
proliferations of a situation often brought about by human activity. People from
many cultures, ancient and modern, have used algae for a variety of purposes. With
the advent of biotechnology, algae are poised to play greater, although often subtle,
roles in the day-to-day lives of human beings.

For millennia people throughout the world have collected algae for food, fodder, or
fertilizer. More recently algae have begun to play important roles in biotechnology.
For example, they have been used to absorb excess nutrients from water streams,
thereby reducing nutrient pollution in lakes and streams. Algae also generate
industrially useful biomolecules, and serve as a human food source, either directly or
indirectly, by supporting aquaculture of shrimp and other aquatic animals. Algae are
increasingly being cropped in lab-based bioreactors, outdoor production ponds, and
engineered offshore environments. Algae have provided science with uniquely
advantageous model systems for the study of photosynthesis and other molecular,
biochemical, and cellular-level phenomena of wider importance. Examples include
Melvin Calvin's explanation of the light-independent reactions of photosynthesis in
the green alga Chlorella. Studies of algae have been essential to our understanding of
basic photosynthetic processes, and they continue to break new conceptual ground.
The relative simplicity, antiquity, and vast diversity of algae, coupled with excellent
fossil records in some cases, have also made algae invaluable systems for learning
the organismal and organellar evolution and ecosystem function, and for
understanding the effects of human disturbance upon the biosphere [3].

Algae are involved in global biogeochemical cycles and biotic associations that
provide essential ecological services. Humans reap the benefits of these algal
activities in the form of atmospheric oxygen, climate modulation, and fossil fuels, as
well as finfish, shrimp, and shellfish harvests, which depend upon algal primary
production. In addition, humans have learned to use algae in a wide variety of
technological applications. Certain algal species have become priceless and
irreplaceable model systems for research. Algae are used as environmental monitors,
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both to assess the health of modern aquatic systems and to understand environmental
conditions of the past. Numerous food products are derived from algae, including
food for cultivated shellfish, seaweeds eaten by humans, and protein and vitamin
supplements produced from microalgae grown in pond or bioreactor cultivation
systems. Some microalgae produce lipids that are potential sources of renewable
fuels. Many algae manufacture compounds that have scientifically and industrially
useful gelling properties. Ancient marine and lake diatom deposits (diatomite or
diatomaceous earth) are mined for use in abrasives and industrial filtration. Algal
phycobiliproteins can be used as fluorescent dyes in applications such as flow
cytometry. Some algal compounds have potentially valuable antibiotic or antitumor
activity. Finally, algae have been incorporated into engineering systems utilizing
algal nutrient uptake and gas exchange properties to purify water or air [3].

Lipids are mostly extracted from seeds or the biomass itself by conventional methods
such as mechanical pressing and/or solvent extraction. Generally n-hexane is used as
solvent and high oil production yield is obtained. Although there is an advantage of
good oil yield for the use of hexane, the oil product has low quality, high investment
and management costs, and high energy requirement problems for its usage. Besides,
organic solvent hexane is a toxic substance and has explosive property, it releases
hazardous volatile materials to the atmosphere. Even though this traditional process
for the extraction of oil is economically suitable, there are draw-backs like damage to
the human health and environment and quality loss of finished products which cause
to search for new techniques. Therefore, due to environmental safety regulations and
public health risks associated with the use of hexane, alternative methods which are
safe, environment-friendly, provide edible protein and qualified, highly efficient oil
have been developed by researchers.

Many researchers have done a lot of work on aqueous enzymatic oil extraction from
many different biomasses in order to obtain oil and different compounds and they
have found that the yield value could be obtained the same or close the results of the
solvent extraction processes. However, laboratory scale researches are needed to
continue further researches to provide optimum conditions for extraction and
separation stages of the process in order to take it to bring commercially more
attractive.

Aqueous extraction method is carried out at lower temperatures with respect to
solvent-based extraction method and more qualified oil can be obtained by it.
However, due to low oil efficiency of aqueous extraction, enzymes are added to the
extraction environment to increase the oil yield and to minimize byproducts.
Enzymatic aqueous extraction makes use of enzymes to degrade the cell walls with
water acting like a solvent. This enables much easier oil release and refining of the
oil. Aim is not only to separate cellular or fluid lipids from other constituents,
proteins, polysaccharides and macromolecules, but also to preserve these lipids for
further analyses. The preservation of proteins also permits the pulp to be rich in
proteins. Removing the non-lipid molecules without losing some lipids is a complete
challenge. By means of enzymes, these difficulties are tried to be reduced. Although
cost of enzymatic extraction process is estimated to be much more than hexane
extraction, this situation may be overcome by recycling of the enzymes and using
immobilized enzymes to decrease enzyme cost. If the oil to be extracted has high
market value, again investment cost could be compensated. Enzymatic extraction can
also be supported by ultrasonication for increasing the oil efficieny. Therefore,
aqueous and enzyme-assisted aqueous extraction substitute the use of solvents and
lead to obtain oil with high efficiency, so there is no more need for organic solvents
in extraction process.
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The aim of this study is the investigation of a method intended for elimination of
toxic effects, obtaining high oil yield and quality and lowered economical issues
which is an alternative to conventional solvent extraction. Microalgae
(Schizochytrium sp.) is obtained from Vitatis Biyoteknoloji and contains %18,6 lipid
of the dried cell weight of microalgae. In this study, aqueous enzymatic extraction is
selected as alternative extraction method and protease enzyme is used for degrading
cell walls. Optimum conditions in respect to pH, enzyme amount, temperature and
time are determined.

Alcalase 2.5L Type-DX is used as enzyme in the experiments. Alcalase is a serine
protease enzyme obtained from Bacillus licheniformis microorganisms. It has a high
proteolitic activity of 2,5 AU/g (Anson Units/gram). The optimum conditions for
enzyme activity are at the temperature between 55-70°C and pH 4-8 interval
depending upon the substrate type.

Agqueous enzymatic extraction experiments are carried at 30 ml of pH 5-8 buffer,
0,50-1,25 mL/g microalgae enzyme amount, 30-50°C and between 4-24 hours.
Optimum condition results for alcalase enzyme achieved at 50°C, 30 mL pH 8 buffer
solution with 1,00 mL/g microalgae enzyme amount and duration of 12 hours. The
extraction yield of microalgase oil at these conditions is determined as %61,47.
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1. GIRIS

Insan beslenmesinde temel besinler olarak protein ve karbonhidratlarin yani sira
yaglar da ¢ok biiyiikk oneme sahiptir. Besin olarak tiiketilen yaglarin i¢inde yagda
eriyen bir¢cok vitamin yer almaktadir. Sagliksal agidan Onem teskil eden bu
vitaminlerin alim1 viicut i¢in son derece gereklidir. Ayrica insan viicudunda
tiretilmeyen omega-3 yaglar1 da insan sagligi ve diger bircok alanda Onemli rol
oynamaktadir. Alglerin {irettigi bu yaglarin insan viicuduna tasinmasinda en biiyiik

rolii baliklar oynamaktadir.

Algler, tiirlerinin biiyiik boliimii fotosentetik olmasma ve bitkilere benzemesine
ragmen bitkiler familyasiyla yakin akraba olmayan bir grup sucul canli grubudur.
Algler birgok farkli alanda yetisip, bulunabilmesine ragmen %70 gibi biiyiik bir

boliimii sularda bulunmaktadir [1].

Algler uzun siireler boyunca hayvan yemi besin katki maddesi olarak iiretilmesiyle
bilinmektedir fakat giinlimiiziin gelisen teknolojisi ve artan kaynak (besin, enerji vb.)
ithtiyac1 gibi bir¢cok sebepten dolay1 alternatif kullanim alanlari da bulmugtur.
Bunlardan en Onemlisi alternatif bir enerji kaynagi olarak giindeme gelmesidir.
Bunun yani sira son 20 li yillarda alglerin ve alg yaglarinin farmakolojik alanlarda

kaynak olarak kullanilmasi ve gelistirilmesi biiylik onem tagimaktadir.

Diinyada her gegen giin bulunan petroliin azalmasi, kirliligin artmasi, besin arayisi,
enerji kaynagi vb. etkenlerin 6n planda olmasi alternatif kaynaklarin arastirilmasini
bliylik Ol¢lide arttirmaktadir. Alternatif kaynaklardan en 6nemlilerinden biri de

mikroalgler olarak goriilmektedir [2].

Ulkemizde mikroalglerle ilgili bilimsel g¢aligmalar biiyiikk ortanda su fiiriinleri
fakiiltelerinde ve ¢ogunlukla sucul besin katkis1 ve su kaynaklarindaki gelisimlerinin
incelenmesi alanlarinda gergeklesmektedir. Ayrica, teknoloji ¢agiyla birlikte gida ve
etken madde iretimine yoOnelme baslamis ve fotobiyoreaktor caligmalar

bulunmaktadir [2].



Genel olarak bitkisel yaglarin iiretiminde mekanik presleme ve ¢oziicii ekstraksiyonu
gibi geleneksel yontemler kullanilmaktadir. Coziicii ekstraksiyonunda ¢oziicii olarak
genellikle n-hekzan kullanilir. Coziicti kullaniminin yiiksek verim eldesi avantajina
ragmen kullanilan ¢6ziicliniin zehirsel etkisi olmasi, yliksek yatirim ve isletme
maliyeti, yiiksek enerji gereksinimleri gibi dezavantajlari vardir. Ayricaorganik bir
¢oziicii olan n-hekzan patlama o6zelligine sahiptir, atmosfere zehirli ugucu madde
salmimi yapar. Bu yiizden alternatif olarak ¢evre dostu, giivenli, yenilebilir protein
ve yiiksek verimde Kaliteli yag eldesi saglayan sulu ve enzim katkili sulu

ekstraksiyon yontemleri {izerine son yillarda pek ¢ok galisma gergeklestirilmistir.

Sulu ekstraksiyon yontemi, ¢oziicii bazli ekstraksiyona gore daha diisiik sicaklikta
gerceklesir ve daha yiiksek kalitede yag elde edilir. Fakat ekstraksiyonun yag verimi
yiksek olmadigi i¢in yag ekstraksiyon verimini arttirmak amaciyla ortama enzim
ilave edilerek bu sorun giderilmeye calisilmaktadir. Enzimatik sulu ekstraksiyon

yontemi ¢evre ve giivenlik acisindan da 6nemli avantaj saglamaktadir.

Bu calismada, endiistriyel olarak degerlendirmek amaciyla omega-3 yag asitlerince
zengin mikroalglerden enzimatik sulu ekstraksiyon yontemiyle yag eldesi
hedeflenmistir. Bu amagla mikroalglerin hiicre duvarini pargalayip yag salinimini
kolaylastiran proteaz enzimi Sulu ekstraksiyon ortamina ilave edilmis, pH, enzim

miktari, sicaklik ve siire parametrelerinin ekstraksiyon verimine etkisi aragtirilmustir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1 Algler Hakkinda Bilgi

Algler biyosferdeki hemen hemen her ekosistemde bulunabilen, bol ve antik
organizmalar olarak tanimlanabilir ve boyut aralig: kii¢iik tek hiicreliden 50 metrelik
dev deniz yosunlarina kadar degigsmektedir. Milyarlarca yildir algler ekosistemimizde
mevcut olup gezegenimiz iizerinde derin etkileri vardir [3]. Giines enerjisini en etkin
kullanan canli sistemlerdir. Bu nedenle alg fiiretim teknolojisine ilgi giderek
artmaktadir. Bu baglamda, farkli mikroalg tiirlerinin besin bilesenleri incelenmekte,

yetistiriciligi yapilacak yeni tiirlerin arayisi giderek daha da artmaktadir [4].

Alglerin genel olarak o&zellikleri incelendiginde yapisal olarak Okaryotik ve
prokaryotik olarak iki biiyiik gruba ayrilirlar. Mavi yesil algler prokaryotiktir ve
belirgin bir hiicre ¢ekirdeginin olmamasi, ¢ok basit olan kromatofor yapisindaki
pigment dagilimlari ve prokaryotik hiicre o6zellikleri bakimindan diger alglerden
ayrilmaktadirlar. Alglerde lireme vejatatif, eseyli ve eseysiz olarak ii¢ sekilde
gerceklesebilir. Algler ekolojik olarak soguk ve buzul ortamlar dahil bir¢ok sulu
ortamda bulunabilirler fakat %70’lik boliimiiniin asil yayilim alani sulardir. Organik
karbon bilesiklerinin primer ireticileridir ve su ortaminda primer {iretici canlilardir.
Yapilarindaki pigmentler sayesinde karbondioksit ve suyu 1s181in etkisiyle
karbonhidrata cevirirler ve bdylece su ortamindaki besin degerinin ve oksijenin
artmasin1 saglarlar. Bunlara karsin alglerin iiremeleri ve iretimleri cevresel

faktorlerle sinirlanmistir. Bunlarin en 6nemlileri 151k, sicaklik ve besindir [1,5].

Alglerin birka¢ bin tiirii bulunmaktadir ve metabolizmalar1 ¢ok g¢esitlidir. Genel
anlamiyla yapilar1 g6z Oniine getirildiginde okaryotik ve prokaryotik olarak iki ana
grupta gosterilebilirler [5]. Sekil 2.1 ve 2.2°de oOkaryotik ve prokaryotik alglere

ornekler verilmistir.



Sekil 2.1 : Okaryotik bir alg 6rnegi [6].

Sekil 2.2 : Prokaryotik bir alg 6rnegi [6].

Bununla birlikte algler kendi aralarinda 6 boliimde toplanmistir. Bu boliimleri

incelenecek olursa;

Euglenophyta — dglenoidler : Bir¢ok pigmentsiz dglenoid bulunmasiyla birlikte, bu
grup zoologlar tarafindan “Phylum Protozoa” adli ogelerine bakilarak
siniflandirilirlar. Bu grup fotosentetik olmakla birlikte pigmentleri yesil alglere
benzemektedir. Oglenoidlerin hiicre yapilar1 uzun yillar boyu gelismis sekilde

goriinmektedir (Sekil2.3.a) [5].



Sekil 2.3 : Alg gruplarina 6rnekler [5].

Pyrrhophyta — dinoflagellatlar : Bu grup alg histonlar1 bulunmamakla birlikte,
kromozomlarla intranukleer mitoz yapmakta ve higbir zaman dekonse olmamaktadir.
Birgok botanik¢i bu grubu diger gruplardan ayri olarak géormekte ve bu ayrilmanin
Okaryotik hiicre gelisiminin ilk adimlarinda gerceklestigini kabul etmektedir

(Sekil2.3.b) [5].

Chrysophyta — diyatomlar (altin kahverengi algler, sari-yesil algler) : Bu grup
algler birgok ¢esitlilik gostermekte ve bazen birgok alt gruplara ayrilmaktadir. Bu
ayrimlar yapilirken bazen kahverengi alglerde bu ana gruba katilmaktadir. Bunun
nedeni kahverengi alglerin ve bu grubun ortak biyokimyaya sahip olmalari,
alismadik depolama iiriinleri ve oOzellikle ayn1 klorofil gruplarina sahip

olmalaridir(Klorofil a ve ¢) (Sekil2.3.c-d-e) [5].

Chlorophyta — yesil algler : Yesil algler son derece bir¢ok farklilik gdstermekte

fakat biyokimyasal olarak ¢ok iyi tanimlanmis olup, temel metabolizmalari agisindan
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hemen hemen aymidir. Yesil algler evrensel olarak gercek bitkilerin atasi olarak

kabul edilmektedir (Sekil2.3.f) [5].

Phaeophyta — kahverengi algler : Kahverengi algler biiyiik bir tiirliiliige sahip
olmakla birlikte, viicut yapilar1 karmasiktir ve genel olarak kayalik kiyilarda
bulunurlar. Bu grup algler arasindan bazilari ¢ok iyi tanimlanmis olup, uzun mesafeli
organik bilesiklerin taginmasini saglamakta ve bitkilerdeki soymuk borularina ¢ok

benzer yapilar gostermektedir (Sekil2.3.g) [5].

Rhodophyta — kirmizi alg : Kirmizi algler ¢ok biiyiik bir grup olmakla birlikte, bu
grubun birgok tiirii ipliksi yapiya sahiptirler. Diger Okaryotik gruplarin aksine,
kirmizi algler yapilarinda higbir zaman flagella(kamg1, ipliksi organel)
bulundurmazlar. Ayrica kloroplastlarinda prokaryotik yapiya sahip olmalari onlar

benzersiz kilar (Sekil2.3.h) [5].

2.2 Mikroalgler

Mikroalgler, yag asitleri ve yiiksek degerli moliikllerin (karotenoid vb.) en 6nemli
birincil Ttreticileridir [7]. Bir¢ok bilim adami mikroalglerin birgok kimyasalin
(pigmentler, vitamin E, protein ve diger.) kaynagi oldugunu ifade etmislerdir.
Mikroalglerin insan gidasinda 6nemli rol oynayan omega-3 yaglarinin iiretilmesinde
kullanilmasindan ve kiiltiir balik¢iliginda balik yemi olarak kullanilmasindan dolay1
talep oldukc¢a fazladir [8]. Mikroalglerden elde edilen iriinler gida, eczacilik, tarim,
ziraat, cevre gibi bircok alanda kullanilmaktadir. Birgok mikroalg yag asitlerinin
farkl: tiirlerini iiretebilmektedir. Her tiir mikroalgin kendine 6zgii yag asidi ve besin

igerigi bulunmaktadir [9].

2.2.1 Mikroalg iiretimi

Mikroalg iiretiminde kullanilan sistemler genel olarak, acik ve kapali sistemler olarak
smiflandirilabilir. Agik sistemlere, ¢ok farkli amaglar i¢in tiretilmis olan konteyner,
yapay havuzlar ve dogal sular 6rnek olarak wverilebilir. Teknik kompleksligi
bakimindan, yaygin olarak kullanilan kanal tipi havuzlarda acik sistem olarak
diistiniilmektedir. Mikroalg kiltiirlinde kapali sistemlerden en yaygm olarak

kullanilani ise, kapal1 fotobiyoreaktorlerdir.



Sistemlerin birbirlerine gore tercih edilmelerini etkileyen parametreler, son 20 yilda
oldukg¢a 6nem kazanmistir. Bir sistem sec¢imi yapilirken dikkat edilmesi gerekli
noktalardan biri, alg kiiltiirlerinin hangi alg iretim sisteminde daha verimli
olacagiin tespit edilmis olmasidir. Algal iiretim icin belirli bir sistemin se¢imini
etkileyen faktorler ise; bolgenin iklim sartlari, toprak ve suyun maliyetleri, alglerin

cevresel istekleridir [10].

Sekil 2.5 : Kapali mikroalg iiretim sistemine 6rnek biyoreaktor.

Bu sistemlerin Dbirbirlerine gore avantajlari ve dezavantajlart Cizelge2.1’ de

verilmektedir.



Cizelge 2.1 : Acik ve kapali alg tiretim sistemlerinin avantajlari ve
dezavantajlar1[10].
Parametreler Acik Havuzlar Kapal Sistemler
Kirlilik Riski Asirt yliksek Diisiik
Alan ihtiyaci Yiiksek Diisiik
Su kayiplari Asirt yliksek Hemen hemen yok
CO; kayiplart Yiiksek Hemen hemen yok

Kiiltiire edilen

tiirlerin ¢esitliligi

Birkag alg tiirtiyle sinirlt

Yiiksek. Hemen hemen tim

mikroalg tiirleri

Standardizasyon

Miimkiin degil

Mimkiin

Hava sartlarina

bagimlilik

Yagis sirasinda tam olarak

miimkiin degil

Kapal1 konfigiirasyonlar kotii
hava sartlarinda da calisabilir

Uretim sirasindaki

biyokiitle Disiik. 0,1-0,2 g/L Yiiksek. 2-8g/L
konsantrasyonu
Muamele Diisiik. Duisiik Yiiksek. Yiiksek
yontemlerinin konsantrasyonlar yiiziinden konsantrasyonlardan dolayi
randimant yiiksek hacimler akar. kiigiik hacimler akar.

Uretim sistemlerinin smiflandirilmasimin yani sira mikroalg iiretimindeki en biiyiik

etken olan 15181 etkisine gore de alg tiretimi siiflandirilabilir. Bunlar;

Fotosentetik yetistirme: Gerek kapali yerlerdeki su birikintilerinde suni 1sik
kullanilarak gerekse de agik havadaki su birikintilerinde yetistirilen mikroalgler i¢in
geleneksel metotlar kullanilmaktadir. Mikroalgin iretkenligini bir¢ok faktor
etkilemektedir, fakat 151g1in mevcudiyeti ana faktordiir [11]. Suyun 15181 gegirmesinin
sinirlt oldugu ve yosunlar bitytidiikge zaten kendi kendilerini golgeledikleri igin 15181
yeterince alamamak bir problem yaratir [12]. Amerika, Japonya ve Israil’de
olusturulan arastirma gruplar1 yosun tretimi konusunda c¢alismislar ve fotosentetik
olarak iiretilenlerin ¢ogunlugunun diisiik omega-3 yag asitleri icerdigi sonucuna
varmislardir [13]. Fotosentetik iiretim tizerinde devam eden ¢alismalar sadece sinirli
bir basar1 saglamistir. En iyi kosullar altinda bile agik havadaki havuzlarda iiretilen

yosunlardan elde edilen omega-3 yag asitlerinin ortalama 4-8 mg/L oldugunu
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bildirilmisgtir [13]. Bu sistemin bir dezavantaji da ¢ok biiyiilk miktarda suyun
islemden gecirilmesi gerekligi ve bunun da iiretim maliyetinin %33’ne denk

gelmesidir.

Heterotrofik yetistirme : Fotosentetik yetistirme’de belirtildigi gibi 151810
penetrasyonuna ilgili olarak ciddi bir problem vardir ve sonugta fotosentetik
kiiltirlerde bir litre suda 0,5 g den fazla biyokiitle elde edilmesine nadir rastlanir. Bu
nedenle son zamanlarda alternatif olarak besin maddelerinin fotosentez yoluyla degil
de direkt besin maddelerinden saglandigi heterotrofik mikroalg iiretimine karsi
biiyiikk bir ilgi vardir. Birgok yosun tiirlerinin 151k gereksinimine gerek olmayan
heterotrofik yetistirmeyi basarabilecegi gosterilmistir [12]. Biyokiitle yogunlugu
sadece besin maddelerinin sindirilebilirligine bagli olarak sinirlanabilir, 6zellikle de
oksijenin ve heterotrofik olarak {iretilen yosunlarin biyokiitle yogunlugu ortalama
40g kuru madde/L olarak rapor edilmistir [12]. Calismalar sonucu Nitzschia
diyatomunun heterotrofik tiirleri tanimlanmis ve bunlar en iyi EPA iireticileri olarak
adlandirilmig diger taraftan dinoflagetta Crpthecodinium cohnii ise en iyi DHA
tireten olarak belirlenmistir. Cizelge 2.2°’de Diinya’da iiretilen bazi1 mikroalg

tiirlerinin tiretim degerleri hakkinda bilgi verilmistir.

Cizelge 2.2 : 2010 yilinda Diinyada bazi mikroalglerin tiretimi [14].

Uretim(Kuru madde

olarak) Ulke Fiyat

Mikroalg

o Cin, Hindistan, ABD,
Spirulina 3000 ton 36 €/kg
Myanmar, Japonya

Tayvan, Almanya,

Chlorella 2000 ton 36 €/kg
Japonya
Dunaliellasalina 1200 ton Israil, ABD, Japonya  215-250 €/kg
Haematococcus .
o 300 ton Israil, ABD, Hindistan 50 €/L
pluvialis

2.2.2 Mikroalglerin yag: ve kullamim alanlar:

Giliniimiizde mikroalgler, atik su aritimi, giines enerjisinin biomasa doniistiiriilmesi,
fazla COy’i wuzaklastirarak ortamin pH'sin1  ayarlamasi, ortamdaki kirlerin

uzaklastirilmasiyla su kalitesinin kontrolii, bazi kimyasal maddelerin {iretimi ve



enerji eldesi (metan gazi) gibi ¢ok genis alanlarda kullanilmaktadirlar. Mikroalglerin
saglik iizerindeki yararlar ile ilgili olarak yapilan ¢aligmalarda bunlarin; antifungal,
antiviriis ya da antitimor aktivitelere sahip olduklari tespit edilmis ¢ok sayida iiriin
yaninda, gerek diisiik gerekse yiliksek molekiillii bircok bilesik ile antibiyotik ve
antibakteriyel olarak kullanilan farkli sayida {irliniin alglerden elde edildigi ortaya

konmustur [1]. Cizelge 2.3’te bazi mikroalg tiirleri ve elde edilen iriinler

gosterilmistir.
Cizelge 2.3 : Bazi mikroalg iiriinleri ve fiyatlar1 [14].
Uriin Mikroalg Fiyat(ABD $)
3-Carotene Dunalliella 300-3000/kg kuru madde
Astaxanthin Haematococcus 1000/kg

. o Spirulina, Chlorella,
Tiim-hiicre diyet takviyesi 50/kg
Chlamydomonas

Crypthecodinium,
Doymamis yag asitleri _ _ 60/kg
Schizochytrium

Alg formlarinin bir ¢ogu yiizyillardir gida olarak tiiketilmekte ve saglik iizerindeki
etkileri nedeniyle tercih edilmektedir. Mikroalglerin proteinler, esansiyel
aminoasitler, vitaminler, ¢esitli mineral maddeler ve biyoaktif molekiiller yoniinden
zengin oldugu, ayrica polisakkaritler, lipitler, lipoidler ve sterinler igerdigi, bu
nedenle de kullanim alanlarinin ¢ok genis oldugu bilinmektedir [15]. Sekilde 2.6’da
mikroalglerden elde edilen bazi driinler(gida  katkisi, B-karoten  ve

zeaksantin) gosterilmistir.
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Sekil 2.6 : Mikroalglerden elde edilen baz: iirtinler (B3-karoten, zeaksantin ve gida
katkas1).

Mikroalgler; Arasidonik asit (ARA), Eikosapentaenoik asit (EPA) gamma linoleik
asit (GLA) gibi yag asitleri yaninda, B-Karoten, Astaksantin, allofikosiyanin, c-
fikosiyanin, miksoksantofil ve zeaksantin gibi pigmentler agisindan da oldukga
zengin organizmalardir. Yapilarinda yer alan ARA ve EPA gibi 20 karbonlu ¢oklu
doymamis yag asitleri kanda pihtilagmanin ve arterik fonksiyonlarin kontroliinii
saglayan prostaglandin hormonunun sentezi i¢in gerekli olan maddelerdir.
Dokosahekzaenoik asit (DHA) ise multiplisikleroz iizerinde tedavi edici 6zellige
sahiptir ve bebeklerde beyin dokusu ile gérme duyusunun gelisimine yardimci olan
bir bilesendir. Son ¢aligmalar, uzun zincirli omega-3 yag asitlerinin bilinen
kaynaklarma ilave olarak mikroalglerin de omega-3 yag asitlerinin ¢ikis 6n maddesi
olan y-linolenik yag asitlerince zengin oldugunu gostermistir. Giintimiizde gida katki
maddesi olarak mikroalglerden elde edilen omega-3 yag asitlerinin, gida ve ziraat
alaninda omega-3 yag asitlerince zenginlestirilmis gidalarin iiretilmesinde kaynak
olarak kullanildig1 goriilmektedir. Yapilan arastirmalarda mikroalglerin eterik

yaglariin ve bromlu bilesiklerinin antibakteriyel aktiviteleri belirlenmis, birkag algin
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de protein fraksiyonlarinin antikoagiilant, antilipolitik, antitimoral ve antitilseratif
etkinlikleri saptanmistir [16]. Cizelge 2.4’te bu calismada kullanilan mikroalg ve

diger baz1 mikroalglerin yag igerikleri verilmistir.

Cizelge 2.4 : Schizochytrium sp. ve diger bazi mikroalglerin yag icerikleri [17].

Mikroalg Yag icerigi(%Kuru Agirhk)
Schizochytrium sp. 50-77
Botryococcus braunii 25-75
Chlorella sp. 28-32
Crypthecodinium cohnii 20
Dunaliella primolecta 23
Isochrysis sp. 25-33
Nannochloris sp. 20-35
Nannochloropsis sp. 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54
Nitzschia sp. 45-47
Tetraselmis sueica 15-23

Sekil 2.7 : Mikroalg tiriinlerinin ila¢ sektoriindeki 6rnekleri (astaksantin ve omega-3

yagi).

Mikroalgler ile ilgili olarak yapilan calismalarda kirmizi mikroalg genusu olarak
bilinen Porphyridium, besleyici ve teropatik o6zellige sahip biyokimyasallarin bir
kaynag1 olarak bildirilmektedir. S6z konusu alg genusunun antiviral ve
antiinflamator etkili polisakkaritler, uzun zincirli doymamis yag asitleri ve

zeaksantin gibi pigment ve floresan icerdigi bildirilmektedir. Kirmizi renkli
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phycobiliproteinler; Phycoerythrin, mavi phycobiliproteinler de; Phycocyanin olarak
isimlendirilmektedir. Suda eriyen bu pigmentler gidalarda dogal renklendirici olarak
kullanildiklar1 gibi, kozmetik ve eczacilik alaninda da siklikla kullanilmaktadirlar

[18].

Bunlarin yani sira mikroalglerin diger kullanim alanlarindan biri olan biyodizel
tiretimi de cok biiyiikk 6nem tagimaktadir. Mikroalgler biyoyakit konusunda biiyiik
Oonem tasimasinin sebebi, bircok mikroalg tiirlinlin blinyesindeki yaglarin %80 den
fazlasinin yiiksek enerjili oleik asit ve palmitoleik asit igermeleridir. Bu sebeple
mikroalgleri yakita ¢evirmek oldukca elverigli olarak goriilmektedir [19]. Cizelge

2.5’te kullanilan bazi biyodizel kaynaklarinin karsilastirilmasi gosterilmektedir.

Cizelge 2.5 : Bazi biyodizel kaynaklarinin karsilastiriimasi [19].

Uriin Yag Uretimi(L/hektar)
Misir 172
Soya 446
Kanola 1190
Jatropha 1892
Hindistan cevizi 2689
Palmiye 5950
Mikroalg(%70 yag igerikli) 136900
Mikroalg(%30 yag igerikli) 58700

Ayrica mikroalg yaglar giinlik yasamimizda gidalar tarafindan da alinmak ve
belirtildigi  gibi  gidalarin omega-3  yag  asitlerince(EPA ve DHA)
zenginlestirilmesinde kullanilmaktadir. Cizelge 2.6’da bu arastirmada calisilan
mikroalg tiirlinden elde edilen omega-3 yaglarinin gida sektoriindeki bazi kullanim

alanlar1 verilmistir.
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Cizelge 2.6 : Schizochytrium sp. mikroalginden elde edilen omega-3 yaglarinin
(DHA ve EPA) kullanimi [20].

Gida Kategorisi Maksimum kullanim seviyesi(DHA+EPA)
Guda Katkular Normal insanda 250 mg/giin, hamile ya da
emziren bayanlarda 450 mg/giin
Ozel t1bbi diyet gidalar Besin miktarina uygun gereken miktarda

Enerji-kisitlamal1 diyetlerde 250 mg/6giin
Diger gidalarda 200 mg/100 g
Firin tirtinlerinde 200 mg/100 g
Kahvaltilik yulaf ezmesinde 500 mg/100 g
Siit trtinlerinde 360 mg/100 g
Alkolsiiz igeceklerde 80 mg/100 g
Besin ¢ubuklarinda 500 mg/100 g
Siiriilebilir yaglarda 600 mg/100 g

2.3 Tiirkiye’deki Mikroalg Uretimi ve Mikroalgal Enerji Calismalar1

Tiirkiye’de mikroalglerle ilgili bilimsel c¢alismalar biiyiik oranda, su iiriinleri
fakiiltelerinde ve cogunlukla larva yemi {iiretimi ve deniz ve yiizey sularindaki
otrofikasyonu izlenmesi alanlarinda gerceklesmektedir. Ayrica Ege Universitesi
Biyomiihendislik Boliimii tarafindan gida ve etken madde iiretimine ydnelik
fotobiyoreaktdr tasarimi ¢alismalar1 da mevcuttur. Basta Ege Universitesi olmak
lizere bazi lniversitelerimizin ¢aligmalar1 sonucu Tirkiye'de mikroalgal biyokiitle
tretimi baslamis durumdadir; ancak enerji iretimine odaklanmis yeterli sayida
calisma bulunmamaktadir. Kisith sayidaki ¢alismalardan birisi de Gebze Yiiksek
Teknoloji Enstitiisiinde Nisan 2010 itibariyle basladigimiz TUBITAK destekli
“Mikroalgal Biyokiitle Uretiminde Yenilik¢i (Innovative) Yaklagimlar” isimli
projedir. Bu projede algal biyodizel iiretiminde karsilasilan maliyet sorunlarmin
¢oziimii ile birlikte kiiresel 1sinmanin en biiyiikk sorumlusu olarak gosterilen CO?
emisyonunun algler tarafindan kullanilarak azaltilmasi ve biyolojik aritim desar;j
suyu kullanilarak alg iiretimiyle azot, fosfor giderimi sayesinde desarj suyunun

verildigi alic1 ortamlarda 6trofikasyon riskinin diisiiriilmesi amaglanmaktadir. Omerli
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Evsel Atik su Aritma Tesisi’nden belirli araliklarla alinan desarj suyu kullanilarak
cesitli dogal ortamlardan toplanan alg numuneleri kiiltiire edilerek besi maddesi
kullanim hizlari, CO2 o6ziimleme kapasiteleri ile birlikte biyokiitle ve yag
tiretimlerini gozlemlemek amagli denemeler yapilmaktadir. Proje sonucunda getirilen
yeniliklerin mikroalglerden biyodizel iiretiminin maliyetini Onemli derecede

azaltmas1 beklenmektedir[21].

2.4 Mikroalglerden Yag Eldesi

Mikroalglerden yag eldesi i¢in dncelikle kiiltiir ortaminda belirli bir olgunluga gelen
mikroalglerin hiicre sayimi yapilmaktadir. Yeterli hiicre sayisina erigen (tiire gore
degisen) mikroalgler ayr1 bir tanka alinarak streslendirme uygulanir. Streslendirmeye
maruz birakmak igin besin tankindan yogun miktarda katalizor verilir. Katalizor
uygulanmaz ise, verilen ortalama iiretim sartlarindan belirli parametreler degistirilir.
Streslendirme uygulamasi mikroalglerin yag ¢ikarma isleminden once hizli yag
baglamasini saglayacaktir. Streslendirme uygulandiktan sonra yag ¢ikarma islemine
gecilir. Yag ¢ikarma isleminin ilk asamasi mikroalg hasat iinitesinde mikroalglerin
suyunun alinmas: islemidir. Mikroalg hasat tinitesi icerisinde serbest dolasan hava
sayesinde ve sonsuz donen bir bant yardimiyla mikroalglerin suyunun alinmasi

saglanir[22].

Mikroalg hasat tinitesinden ¢ikarilan mikroalglerin suyu tamamen alinmigtir. Suyu
alinmis mikroalglere pul adi da verilir. Pul haline gelmis mikroalgler yaginimn
alinmasi igin baski makinalarma gonderilir. Ekonomik boyutta iretim yapan
firmalarda mikroalgler igin 6zel iiretilmis yag ¢ikarma makinalar mevcuttur. Ozel
yag ¢ikarma makinalari bulunmayan isletmelerde eski tip yag ¢ikarma makinalar: da
kullanilmaktadir[22].

Yagi ¢ikarilan mikroalgler, makinanin alt kismindan alg yigini olarak geri verilir.
Yag ise kapal bir hazneye alinir. Mikroalg yiginlar: etanol, giibre ve yem olarak
degerlendirilebilir. Elde edilen mikroalg yigin: 6zellikle Avrupa’da pelet yem olarak
kullaniimaktadir[22].
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2.5 Enzimatik Sulu Ekstraksiyon Y éntemi

Yagl tohumlardan yag eldesinde giiniimiizde en yaygin kullanilan yontem ¢oziicii
ekstraksiyonu yontemidir. Kullanilan ¢6ziicliniin ¢ok biiyiikk ¢ogunlugu ugurularak
geri kazanilmasia ragmen, giivenlik ve cevresel kirlilikle ilgili endiseler devam
etmektedir. Organik c¢oziiciilerin kullanilmasi giivenlik agisindan sorun teskil
ettiginden ¢oziicii olarak su kullanimi denenmis, ancak ilk denemeler diisiik yag
verimi dolayistyla basarisizlikla sonuglanmistir. Buna ragmen gevresel ag¢idan daha
giivenilir bir yontem oldugu i¢in sulu ekstraksiyon ¢alismalarina devam
edilmektedir. Aynm1 zamanda diger yenilenebilir ¢oziiclilere (alkol ve siiperkritik
akigkanlar) gore su kullanimi, en ekonomik olarak toksik ¢oziiciilerin yerine iyi bir
alternatiftir [23,24]. Ayrica sulu ekstraksiyon yontemiyle yag ekstrakte edilebildigi
gibi protein de ekstrakte edilebilmektedir. Yangin ve patlama tehlikesi de
icermediginden mekanik presleme ve geleneksel ¢oziicii ekstraksiyonu yontemlerine

gore avantajli goriinmektedir.

Bitkilerin hiicre duvar1 temel olarak pektik bilesenler, selilloz, hemiseliiloz ve
ligninden olusmaktadir ve kofullar igerisinde yag barindirirlar [25]. Enzimler hiicre
duvarini pargalayarak hiicre zarinin yag gecirgenligini artirir ve yag ¢ikigini saglarlar.
Bu durum hiicre igerisindeki komponentlerin daha kolay salimimina imkan
saglamaktadir. Boylece yagin ekstraksiyon verimi, hiicre duvarina etkiyen enzimlerin
hidrolitik miidahalesi ile artirilabilir [26]. Ogiitiilmiis tohuma enzimle miidahale
ederek hiicre duvart yikimi ve bazi lifli maddelerin pargalanmasi saglanir. Bu sayede
su ile ekstraksiyon islemi kolaylasir. Proteaz, amilaz, seliilaz, hemiseliilaz ve
pektinaz gibi enzimler bitkisel yag ekstraksiyonunda etkin sekilde kullanilabilirler.
Enzimler ayr1 ayri isleme tabi tutulabilecegi gibi, enzim karigimlari da yag verimini
ve protein alimimi artirmak i¢in kullanilabilirler. Proteolitik enzimler yag
bilesenlerini ¢evreleyen lipofilik proteinler olan oleozinleri hidrolize etmekte,
boylece oleozinlerin yiizey aktiviteleri azalmakta ve yag ayrimi ger¢ceklesmektedir

[27].

Enzimatik sulu ekstraksiyon yonteminde yag verimi ve {irlin kalitesine birgok faktor
etki eder. Enzimin islevini gerceklestirmesi i¢in, ekstraksiyon kosullarinin enzimin
tavsiye edilen kullanimina uygun olmasi gerekir. Bir¢cok arastirmaci tarafindan

bildirilen  ekstraksiyonu etkileyen baslica faktorler; enzim bilesimi ve
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konsantrasyonu, yagli partikiill boyutu, tampon ¢ozelti pH’1, kati-sivi orani,

calkalama hizi, sicaklik ve inkiibasyon zamanidir [28].

Enzimatik sulu ekstraksiyonda izlenen adimlar genelde yag elde edilecek tohumun
ogiitiilmesi, sulu tampon ¢ozeltisiyle karistirilmasi, enzimle inkiibasyonu, kat1 ve sivi
fazlarin santrifiijle birbirlerinden ayrilmasi ve sivi fazdan yagin elde edilmesidir.
Ekstraksiyon sonrast c¢ikan yagi alabilmek i¢in birgok arastirmada santrifiij
kullanilmas: gerektigi belirtilmistir. Genelde ekstraksiyon sonrasinda karigimlar
santrifiij edilince yag, krema, sulu ve kat1 faz tabakalar1 olmak tizere toplam dort faza
ayrilirlar. Karsilasilan en biiyiik zorluklardan birisi olusan emiilsiyonun yag verimini
diistirmesidir.  Emiilsiyon  giderme, sulu ve enzimatik ekstraksiyonun
uygulanabilirligini belirler. Bu yiizden ekstraksiyon sirasinda emiilsiyon olusursa,
yagt ayirmak icin emiilsiyon kirilmalidir. Emiilsiyonlar n-hekzan yardimiyla
ekstrakte edilebilecegi gibi, dondurma-eritme gibi yontemlerle de kirilabilir [28].
Yagin ayrilmast i¢in ekstraksiyon karisimina sicak su eklenerek sicak suda yag
yiizdiiriilebilir. Bu islemde emiilsiyon tabakasi iist yiizeye ¢ikar, oradan alimir ve
biraz kaynatilarak emiilsiyon kirilir, son olarak yag tabakas1 dekante edilir. Islemin
temeli, emiilsiyondaki yag kiireciklerinin birleserek daha bliyliik damlaciklar

olusturmasina ve bdylece santrifiijde kolay ayrilmasina dayanir [28].

Enzimatik sulu ekstraksiyon ve ¢oziicii bazli ekstraksiyon yontemlerinin ¢oziicii
kullanimi, ekonomik maliyet, tiriin kalitesi, yag verimi, iiriin ve ¢evreye olan etkileri
acisindan bir¢ok avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Sulu enzimatik ekstraksiyon;
¢oziicii ekstraksiyonu yerine kullanilan gevresel agidan zararsiz bir yontemdir,
dolayisiyla ¢evre dostudur. Yanicilik ve patlayicilik gibi gilivenlik sorunlari yoktur,
hava kirletici olarak atmosfere ugucu organik bilesik salinimi yapmaz [29]. Farkli
tohumlarla ¢alisilabilmesi agisindan esnek bir ¢6ziimdiir. Ilimli isletme kosullar: kimi
zaman rafine edilmeyi gerektirmeyen yag eldesini ve zehirsiz gida dretimini
miimkiin kilar [24]. Coziicii ekstraksiyonunun yiiksek ilk yatirim maliyeti vardir;
sulu ekstraksiyon ile igslem maliyeti ve enerji gereksiniminin diigmesi saglanabilir.
Ayrica bu yontem yagl tohumlardan ayni anda yag ve protein elde edilmesine imkan

saglamaktadir.

Enzimatik sulu ekstraksiyonla elde edilen yagin Kkalitesinin yiiksek oldugu
arastirmalarda ortaya konmustur. Denemeler enzimatik sulu ekstraksiyon ile edilen

ham yagin renginin endiistriyel yontem olan ¢oziicii ekstraksiyonu ile edilen yagin
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renginden daha agik oldugunu gostermistir [30]. Baska bir aragtirmada enzimatik
sulu ekstraksiyon ve hekzan ekstraksiyonu ile elde edilen yaglarin arasinda serbest
yag asidi, peroksit ve diger oksidasyon degerleri agisindan fark olmadigi da
gozlemlenmistir [28]. Enzimatik ekstraksiyon ile diisiik fosfatid igerikli, oldukca
kararl1 ve daha diislik seviyede renkli madde igeren iiriinler elde edilebilmektedir. Bu
sayede saflastirma i¢in daha az agartma topragina ihtiya¢ duyulmaktadir. Geleneksel
¢oziicii ekstraksiyonu yonteminde glukosinolat, tanin, sinapin ve fitik asit gibi
maddeler yagin ic¢inde kalir. Enzimatik sulu ekstraksiyonda ise bu istenmeyen
maddeler yagin i¢inde oldukga diisiik bulunur. Bu yontem ile bazi toksin maddelerin
ve besleyici olmayan bilesimlerin yagdan uzaklastirilmasi saglanabilir. Detoksisiteye

gerek kalmadan yiiksek kalitede yag ¢ikar [31].

Diger yandan, enzimatik sulu ekstraksiyon yonteminin baslica dezavantajlar diisiik
yag verimi, onemli miktarda atik su liretmesi, yag eldesi asamalarinin daha komplike
olmasi, yaglari alabilmek i¢in gerekli olan uzun ekstraksiyon siireleri ve ticari olarak
enzimlerin bulunabilme zorlugudur. Diisiik verim sorununa ¢are olarak enzim katkili
sulu ekstraksiyon yontemleri gelistirilmektedir. Daha once bahsedildigi gibi,
ekstraksiyon verimi hiicre duvarini degrade eden enzimlerin hidrolitik etkisi ile
artirtlabilmektedir [25]. Atik su olusumunu ve enerji tiikketimini azaltmak igin,
ekstraksiyonda kullanilan su geri kazanilabilir ve tekrar kullanilabilir duruma
getirilmelidir. Suyun sirkiilasyonu sayesinde enzimin geri kazanilmasi da enzim
maliyetini azaltabilir [28]. Ancak enzimin geri kazanilmasi ve tekrar kullanilabilmesi
i¢in igslem esnasinda enzim aktivitesinin dnemli oranda azalmamis olmasi gerekir

[31].

Enzimatik sulu ekstraksiyon metodunun ekonomikliginin incelendigi bir ¢alismada
¢oziicii ekstraksiyonu tesislerine gére bu yontemin tesis kurulum maliyeti daha
yiiksek bulunmustur. Ancak bu calisma, eger piyasa degeri yiiksek bir yag eldesi s6z
konusu ise enzimatik ekstraksiyon yonteminin, endiistriyel olan ¢oziicii yontemiyle
kolaylikla rekabet edebilecegini ve eger immobilize enzimler ile ¢alisilirsa enzim

maliyetinin oldukca diisiiriilebilecegini ifade etmektedir [32].

2.6 Literatiirde Enzimatik Sulu Ekstraksiyon Uzerine Yapilmis Calismalar

Coziicii ekstraksiyonuna alternatif olarak enzimatik sulu ekstraksiyon yontemi ile

yag ekstraksiyonunda son yillarda bir¢ok arastirma yapilmaktadir. Arastirmalarin
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¢ogu yag verimine ve kalitesine ekstraksiyon parametrelerinin etkisini belirlemek
amaciyla yapilmigtir. Literatiirdeki bu g¢alismalar ¢esitli enzimler kullanarak farkli

bitkilerden ve yagli tohumlardan yag eldesi iizerine yapilmistir.

Man ve ¢alisma arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada, hindistan cevizi yaginin
cesitli enzimlerle ekstraksiyonu incelenmis, seliilaz, poligalakturonaz, proteaz ve a-
amilaz enzimlerinin degisik konsantrasyonlarda, degisik pH (4-8) ve sicakliklarda
(40-50-60°C) yag verimi iizerindeki etkileri Ol¢iilmiistiir. Seliilaz, a- amilaz,
poligalakturonaz ve proteaz enzimlerinin %1 ilavesi ile pH 7 ve 60°C de isleme tabi
tutulunca en yiiksek ekstraksiyon verimi elde edilmistir (73.8%). Elde edilen yaglarin

Ozellikleri ve rengi arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir [33].

Rosenthal ve arkadaglari, soya tohumlarindan yag ve protein eldesinde proteaz
enzimi kullaniminin verimi nasil etkiledigini incelemislerdir. Alkalaz enzimiyle
protein verimi %66,2, yag verimi ise %58,7 olarak bildirilmistir. Seliilaz,
hemiseliilaz ve pektinazla karsilastirildiginda, proteazin daha yiiksek verim sagladigi

gorilmistiir [34].

Sharma ve Gupta’nin yaptigi ¢alismada kayisi ve badem tohumlarinin enzimatik sulu
ekstraksiyonundan o6nce ultrasonik 6n islem yapilmasinin etkisi arastirilmastir.
Badem ve kayisinin standart AOCS yontemi ile elde edilen yag icerikleri sirasiyla %
45 ve % 40 olmustur. Badem tohumunda, 3 c¢esit Proteaz enzimi karisimi
kullanildiginda 40°C sicaklikta ve pH 4’te 18 saat sonunda ulasilan ekstraksiyon
verimi %75 olmustur. Ultrasonik 6n islem uygulamas: sonucunda ise ekstraksiyon
verimi %95’e yiikselmis ve ekstraksiyon siiresi de 6 saate diismiistir. Kayisi
tohumunda ise ekstraksiyon verimi ultrasonik o6n islem ile % 63’ten % 77’ye

yiikselmis, ekstraksiyon siiresi de 6 saate kisalmistir [35].

Sant’Anna ve arkadaslar tarafindan yapilan hindistan cevizinden yag ve proteinin
sulu ekstraksiyonu c¢aligmasinda Viscozyme L, Termamyl 120 L, Pectinex 3XL,
Celluclast 1.5L enzimlerinin ayr1 ayri1 Neutrase 1.5MG ve Alcalase enzimleri ile ikili
kombinasyonu seklinde c¢alisilmistir. Substrat/su:1:6 (ag/hac) segilerek 30-60 dk
ekstrate edilmistir. Viscozyme L ve Neutrase 1.5MG kombinasyonu ile en verimli
sonug¢ elde edilmis ve enzimsiz denenen kontrol deneyi verimini %60 artirmistir.
%0,6” ik Viscozyme L ve % 0,3’ liik Neutrase 1.5MG karisim ile 30 dk inkiibasyon

sonucunda % 92 ekstraksiyon verimi elde edilmistir [36].
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Nyam ve arkadaslari tarafindan yapilan aragtirmada, Kalahari kavunu ¢ekirdeginden
yag eldesinde, iki farkli enzim, Flavourzyme 1000L ve Neutrase 0,8L kullanmistir.
Bu enzimler ile %68,58 ve 71,55 ekstraksiyon verimiyle yag elde etmistir.
Tohumlardan enzimatik yontem ile ve petrol eteri ile ekstrakte edilmis yaglarin

bilesimleri ve 6zellikleri arasinda da 6nemli fark bulunmadigi bildirilmistir [37].

Jiang ve arkadaslar1 Alcalase 2,4L enzimi kullanarak yer fistiginin yag ve protein
ekstraksiyonunun iizerine ¢alismislardir. En uygun proses kosullari: 60°C, pH 9,5,
tohum-su orani1 1:5 (ag/hac), enzim miktar1 % 1,5 (ag/ag) ve inkiibasyon siiresi 5 saat
olarak tespit edilmistir. Bu kosullar altinda, yag ve protein hidrolizatlar1 ekstraksiyon

verimleri sirasiyla, % 79,32 ve % 71,38 olarak bildirilmistir [38].

Latif ve arkadaglar tarafindan kanola tohumlarindan yag ve proteinin sulu enzimatik
ekstraksiyonu yapilmistir. Bu ¢alismada Protex 7L, Multifect Pektinase FE, Multifect
CX 13L ve Natuzyme enzimleri kullanilmistir. Enzimatik estraksiyona tabi tutulan
tohumlarin yag verimi % 22,2 (Multifect Pektinase FE enzimi ile) — %26 (Multifect
CX 13L enzimi ile) iken, enzim kullanilmadan % 16,5 degerlerine ulagilmistir.

Bunlarin yani sira ¢oziicii ekstraksiyonu sonucu ise % 43,1 oldugu bildirilmistir [39].

Latif ve Anwar tarafindan yapilan diger bir ¢calismada, enzimatik sulu ekstraksiyon
prosesinin aycicegi yaginin istiindeki etkileri incelenmistir. Yapilan bu caligmada,
Protex 7L, Alkalaz 2.4L, Viskozim L, Natuzim ve Kemzim olmak iizere 5 farkl
enzim kullanilip, en yiliksek ekstraksiyon verimine (%87.25) Viskozim ile
ulagilmistir. Bunun yaninda, Protex 7L"nin sulu fazda en yiiksek seviyede protein

eldesi sagladigi belirlenmistir [40].

Moreau ve arkadaglari misir 6ziinden musir yagini eldesi amaciyla misir 6ziini ¢esitli
enzimlerle 4 saat 50°C ve 16 saat 65°C da reaksiyona tabi tutmuslardir. Misir 6zii
orneklerinden 3 farkl: ticari seliilaz kullanarak yaklasik %80 ekstraksiyon verimleri ile
yag elde edilmistir. Kullanilan enzim miktarlart dort kati kullanildiginda ise verim
%90’a ylikselmistir. Enzim kullanilmadan sadece sulu ekstraksiyon yontemiyle ise
ekstraksiyon veriminin %37 oldugu goriilmiistiir. Coziicli ekstraksiyonu yontemiyle
hekzanla ekstrakte edilmis misir 6zii yagiyla, enzimatik sulu ekstraksiyon kullanilarak

elde edilmis yagin ayni 6zelliklerde oldugu sonucuna vartlmistir [41].

Literatiirde mikroalglerden yag eldesinde enzimatik sulu ekstraksiyonun c¢aligildigi
az saylida makale bulunmaktadir. Bunlardan biri; Liang ve arkadaslari tarafindan

yapilan calismada, enzim katkili sulu ekstraksiyonun mikroalglerden yag eldesi
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calisilmigtir. Bu ¢alismada, seliilaz, proteaz, alkali proteaz,snailase ve trypsin olmak
tizere 5 farkli enzim denenmistir. Calismada enzimler %0,5-%8,0(ag/hac.) araliginda,
farkli pH’larda ve farkli mikroalg tiirlerinde denenmistir. Elde edilen sonuglara gore
ekstraksiyon veriminin, yag bilesimi, i¢cerdigi yag tiirii ve alg tipinden biiyiik olgiide
etkilendigi belirtilmistir [42].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Kullanilan Hammaddeler

Bu ¢alismada kullanilan mikroalg (Schizochtrium sp. orijinli) Vitatis Biyoteknoloji
tarafindan iretilmistir. Kullanilan mikroalg’in yag asidi bilesimi Cizelge 3.1°de

verilmistir. Mikroalg ¢alisma boyunca buzdolab: kosullarinda +4°C’de saklanmustr.

Mikroalgden enzimatik ekstraksiyon ile yag eldesi deneylerinde proteaz olarak
Alcalase 2.5L Type-DX ticari enzimi kullanilmistir. Alcalase 2,5L Type-DX enzimi;
Bacillus licheniformis mikroorganizmalarindan elde edilen 6zgiil olmayan serin tipi
bir proteazdir. Proteolitik aktivitesi 2,5 AU/gr (Anson Units/gram) olan yiiksek
aktiviteye sahip bir enzimdir. Enzimin aktif oldugu uygun kosullar; sicaklik 55-70°C
ve substrat tipine bagli olarak pH 4-8 araligidir.

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO4) ve disodyum hidrojen fosfat (Na,HPOy,)
kimyasallart kullanilarak ayr1 ayri 1/15 mol/L olacak sekilde stok ¢ozeltiler
hazirlanmistir. Hazirlanan stok cozeltilerden belirli oranlarda karistirilarak farkl

pH’larda fosfat tampon ¢dzeltileri olusturulmustur.

Kullanilan kimyasallar Merck Chemical Co. tarafindan temin edilmis ve reaktifler

analitik kullanim amacl olup en yiiksek saflik degerindedir.
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Cizelge 3.1 : Mikroalg(Schizochtrium sp.) yaginin yag asitleri bilesimi.

Yag Asitleri

Yag Asitleri Bilesimi (%)

Kaprik asit (C10:0)
Laurik asit (C12:0)
Tridekanoik asit (C13:0)
Miristik asit (C14:0)
Miristoleik asit (C14:1)
Pentadekanoik asit (C15:0)
Palmitik asit (C16:0)
Palmitoloik asit (C16:1)
Margarik asit(C17:0)
Stearik asit(C18:0)
Oleik asit(C18:1n+9c)
y-Linoleik asit(C18:2n+6c)
Linolenik asit(C18:3n-3)
y-Linolenik asit(C18:3n-6)
Arasidonik asit(C20:0)

cis-13,16-Dokosadienoik
asit(C22:1n-9)

cis-4,7,10,13,16,19-
Dokosaheksaenoik asit
(C22:6n+3)

%0,03

%0,44

%0,03

%14,85

%0,02

%0,56

%37,44

%4,66

%0,15

%1,87

%2,15

%0,66

%0,05

%0,13

%0,12

%0,06

%35,23
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3.2 Yontemler

3.2.1 Kullamilan mikroalgin égiitiilmesi ve ¢oziicii ekstraksiyonu ile yag

yiizdesinin belirlenmesi

Deneysel ¢alismalarda kullanilan mikroalg pelet seklinde olup 6gilitme islemi kahve
degirmeninde yapilmistir. Ogiitme islemi sonrasi toz haline gelen mikroalg

buzdolabinda +4°C’de saklanmistir.

Mikroalg’in  yag igeriinin saptanmasinda c¢oziicii ekstraksiyonu yOntemi

kullanilmistir. Yapilan tiim deneyler paralel olarak yiiriitilmistiir.

Mikroalgin yag igeriginin belirlenmesi i¢in 5 gr ogitiilmiis mikroalg 250 ml’lik
erlene alinmig, {izerine 50 mL hekzan ilave edilmistir. Mikroalg-hekzan karigimini
iceren erlen 1siticili calkalayicitya konmustur. Ekstraksiyon islemi; 30°C sicaklikta,
200 rpm karistirma hizinda 6 saat ekstraksiyon siiresinde yiiriitiilmistiir.
Ekstraksiyon sonrasi elde edilen yag-hekzan ¢ozeltisi agirligi belli balona filtrasyon
islemi sonrasi alinmis ve hekzan doéner buharlastiricida (Laborata 4000-efficient
Heidolph, USA) ugurulmustur. Hekzanin buharlastirilma islemi atmosfere agik
olarak 95°C, 180 rpm’de yapilir. Balon igerisinde kalan az miktarda hekzani ugurmak
icin sistem atmosfere kapatilarak vakum uygulanir. Islemler sonunda, balon tekrar

tartilarak elde edilen yag miktar1 lizerinden mikroalgin yag yiizdesi hesaplanmistir.

3.2.2 Deney diizeneginin olusturulmasi

Enzimatik sulu ekstraksiyon ¢aligmalar1 daha 6nce laboratuvarimizda gerceklestirilen
enzimatik sulu ekstraksiyon c¢aligmalar1 temel alinarak Once polikarbonat falkon
tiplerde gerceklestirilmistir [43]. Bu ¢alismalarda, 4 gr mikroalg 50 mL’lik falkon
tiipe konmus, {izerine 0,5 mL enzim/g mikroalg ve pH 5 degerinde 30 mL tampon
cozelti ilave edilmistir. Deneyler 50°C sicaklikta, 200 rpm de orbital karistirici
cihazinda 4 saat siireyle yiiriitiilmiistiir. Ancak bu ¢aligmalar sonucunda mikroalgden
elde edilen yag miktar1 olduk¢a diisiik bulunmustur. Diistik ekstraksiyon verimi
nedeniyle ¢alismalar sicaklik kontrollii laboratuvar tipi calkalayicida ayni sekilde
gerceklestirilmistir ancak ekstraksiyon verimi artmasina ragmen beklenenin oldukca

altinda ¢ikmustir.

Bunun {izerine deneysel ¢alismalarda falkon tiipli yerine 250 mL’lik erlen ve 250

mL’lik balonlar kullanilarak yukarida belirtilen kosullarda ¢alismalar yiiriitiilmiistiir.
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Erlende gergeklestirilen ekstraksiyon islemi sonucunda yag iceriginin arttig1
gbzlemlenmis ve daha sonraki ¢alismalarin tiimii 250 mL erlende ve c¢alkalayicida

200 rpm sabit karistirma hizinda yiirtitiilmiistir.

Erlende yiiriitiilen ¢alismalarda kullanilan tampon ¢6zelti miktarinin karistirmaya ve
ekstraksiyon verimine etkisini belirlemek amaciyla sulu ekstraksiyon deneyleri
gerceklestirilmistir. Bu amagla 4 g mikroalg, 0.5 mL enzim/g mikroalg, 250 mL lik
erlene konmus tizerine farkli miktarlarda (30 mL, 40 mL) tampon ¢ozelti ilave
edilmistir. Ekstraksiyon sicaklig1 50°C, karistirma hiz1 200 rpm, ekstraksiyon siiresi
4 saat olarak sabit tutulmustur. Bu deneyler sonucunda ¢o6zelti miktarinin
arttirtlmasinin  ¢ok etkili olmadigr gozlemlenmistir ve daha sonra yiiriitiilen

deneylerde ¢6zelti miktar1 30 mL olarak sabit tutulmustur.

3.2.3 Mikroalgden enzimatik sulu ekstraksiyon ile yag eldesi ve ekstraksiyon

veriminin hesaplanmasi

Enzimatik sulu ekstraksiyon deneyleri igin, 4 gr mikroalg, 250 mL’lik erlene
konulmustur. Uzerine istenilen pH degerinde, 30 mL fosfat tampon ¢dzeltisi ve
belirli miktarda enzim ilave edilmistir. Ekstraksiyon islemi belirli sicaklik ve
reaksiyon siirelerinde 200 rpm ¢alkalama hizinda devam ettirilmistir. Calkalama
islemi bittikten sonra ekstraksiyon karigimmni igeren erlen 90°C’de sicak su
banyosunda 15 dakika bekletilerek enzimler inaktif hale getirilmistir ve 10 dakika
oda sicakliginda sogumaya birakildiktan sonra, santrifiij icin 50 mL’lik polikarbonat
falkon tiiplere aktarilmistir. Falkon tiipler santrifiij cihazina (Universal 32, Hettich
Zentrifugen, Germany) dengeli sekilde yerlestirilmis ve 4000 rpm’de 1 saat boyunca
santrifiij edilmistir. Santrifiijlenen karigimda 4 faz gozlenmistir. Fazlar yukaridan
asagl siralandiginda; en istte serbest yag fazi, altinda kremamsi yag-su emiilsiyon
fazi, ardindan berrak olmayan sulu faz ve en dipte ise kiispe olarak isimlendirilen

kat1 faz bulunmaktadir.

Enzimatik sulu ekstraksiyon denemelerinde karsilasilan en biiyiik zorluk; enzimatik
reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikan hidroliz iirlinleri (protein, seliiloz, hemiseliiloz,
pektin gibi molekiillerin hidroliz iiriinleri) ile sulu ortama gegen yag molekiilleri
arasinda emiilsiyon olusmasidir. Dolayisiyla yagin tamaminin serbest halde yiizeyde

toplanmas1 giiclesmektedir. Olusan emiilsiyon yag kaybina neden olmaktadir ve
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kirtlmasi kolay degildir. Bu nedenle bu ¢alismada yag verimi asagida agiklanan

yonteme gore belirlenmistir.

Coziicii vasitasiyla sivi fazlardan geri kazamilan yag iizerinden ekstraksiyon
veriminin (Vs) hesaplanmasi: Bu metotta ¢oziicii kullanimi sadece tayin amaglhidir
ve yag kaybi ile verimin diismemesi igindir. Santrifiij tiipiindeki kiispe hari¢ diger 3
faz, icerisinde ¢oziicii (50 mL hekzan) bulunan ayirma hunisine aktarilir. Tiipte yag
kalmasimi O6nlemek amaciyla 10 mL hekzan ile tiipte yikama yapilir ve yikama
cOzeltisi de ayirma hunisine eklenir. Ayirma hunisi dikkatli bir sekilde
calkalandiktan sonra fazlarin ayrilmasi beklenir. Olusan fazlar altta sulu faz ve {stte
hekzan fazidir. Alttan alinan sulu faz ayri bir ayirma hunisine alinir ve 50 mL hekzan
ile tekrar calkalanarak icinde kalabilecek yag hekzan fazma alinir. Ikinci ayirma
hunisinden elde edilen alt sulu faz 3 kere 50 mL hekzan ile muamele edilerek islem
tekrarlanir. Tim hekzan fazlar tek bir ayirma hunisinde toplanarak son olarak 100
mL su ile yikanir ve fazlarin ayrilmasi beklenir. Alt sulu faz ayrildiktan sonra iistteki
hekzan fazina sodyum siilfat (Na;SO,) eklenerek kalabilecek suyun uzaklasmasi
saglanir. Daha sonra bu yag-hekzan fazi darasi belli balona filtrasyon islemi sonrasi
almir.  Coziici giderme islemi doner buharlastiricida  yapilir.  Hekzanin
buharlastirilma iglemi atmosfere acik olarak 95°C, 180 rpm’de yapilir. Balon
igerisinde kalan az miktarda hekzani ugurmak i¢in sistem atmosfere kapatilarak
vakum uygulanir. Islemler sonunda balonda kalan yag miktari tartilarak asagidaki

formiille Vs verimi hesaplanir.
Vs (0/0) = (YS/Yb) x 100 (31)

Ys = Siv1 fazlardan ¢oziicii ile geri kazanilan yag miktari, gram;

Y}, = Kullanilan tohumlarin igerdigi baslangi¢ yag miktari, gram.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 Mikroalg’in Yag Icerigi

Bu c¢alismada kullanilan mikroalg Vitatis Biyoteknoloji firmasi tarafindan iiretilmis
olup, yag icerigi n-hekzan kullanilarak ¢oziicii ekstraksiyonu yontemi ile %18,6
olarak belirlenmistir. Bu deger literatiirde bulunan Schizochtrium sp. mikroalg
tiiriinlin yag icerigi araligin altinda bulunmakta olup, diisiik yag igerikli bir {irlindiir.
Kullanilan iiriiniin tiretim kosullarina bagl olarak yag icerigi degisiklik gdstermekte

olup, bu ¢alismada tiim deneyler tek bir parti mikroalg tizerinden yapilmustir.

Deneylerde kullanilan mikroalg yag asidi bilesimine bakildiginda, kullanilan
mikroalg yagi omega-3 yag asitlerinden olan dokosaheksaenoik(DHA) asitce
zengindir ve bilesimin %35,23 {inli kapsamaktadir. Bunun yani sira doymus yag

asitlerinden olan palmitik asit ise %37,44 {inii icermektedir.

4.2 Deney Ortaminin ve Karistiricr Tipinin Ekstraksiyon Veriminine Etkisi

Deneysel calismalara, daha 6nce yapilmis ¢alismalar temel alinarak baslanmstir.
Deney diizeneginin ekstraksiyon verimine etkisini belirlemek amaciyla once farkl
tipte karistiricilarda ekstraksiyon islemi gerceklestirilmistir. Deneyler, pH 5,
degerinde 30 mL tampon ¢ozelti, 50°C’de, 0,50 mL/g mikroalg enzim miktarinda 4
saat siire ile orbital shaker ve isiticili calkalayicida yiiritilmistiir. Elde edilen
sonuglar, Cizelge 4.1°de verilmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde, 1siticili
calkalayicida yiiriitiilen ekstraksiyon isleminde daha iyi verim alindig1 goriilmiis ve
bundan sonraki deneyler isiticili calkalayict kullanilarak yapilmistir. Daha sonra
ekstraksiyon ortaminin ekstraksiyon verimine etkisi incelenmistir. Bu amagla
ekstraksiyon islemleri, 30 mL, pH 5 degerindeki tampon ¢6zelti, 0,50 mL/g mikroalg
enzim miktarinda, 50°C sicaklikta, 4 saat siire ile polikarbonat falkon tiip, 250
mL’lik erlen ve 250 mL’lik balonda yiiriitiilmiistiir. Elde edilen sonuglar Cizelge

4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.1 : Mikroalgin enzimatik sulu ekstraksiyonunda, karistirici tipinin
ekstraksiyon verimine etkisi (tampon ¢6zelti miktari: 30 mL, pH: 5,
enzim miktar1: 0,50 mL enzim/g mikroalg, sicaklik: 50°C, ekstraksiyon siiresi: 4 saat
karistirma hizi: 200 rpm).

Karistirier tipi Ekstraksiyon verimi (%Vs)
Orbital galkalayici 8,85
Isiticili ¢alkalayict 10,23

Cizelge 4.2 : Mikroalgin enzimatik sulu ekstraksiyonunda, ekstraksiyon ortaminin
ekstraksiyon verimine etkisi (tampon ¢6zelti miktari: 30 mL, pH: 5,
enzim miktart: 0,50 mL enzim/g mikroalg, sicaklik: 50°C, ekstraksiyon siiresi: 4 saat
karistirma hizi: 200 rpm).

Deney ortam Ekstraksiyon verimi (%6Vs)
Polikarbonat falkon tiip 10,23

Erlen (250 mL) 22,88

Balon (250 mL) 20,61

Cizelge 4.2 incelendiginde, ylizey alaninin artmasinin ekstraksiyon verimine arti
yonde etki ettigi gorlilmiistiir. 250 mL’lik balon’da gergeklestirilen ekstraksiyon
deneylerinde, mikroalgin balon bogum noktalarinda birikmesi ekstraksiyon verimini
diigirmiistir. En yiiksek ekstraksiyon veriminin 250 mL’lik erlen ile yiiriitiilen
deneyler sonucunda elde edildigi goriilmiis ve bundan sonraki calismalara 250
mL’lik erlen kullanilarak devam edilmistir. Deney diizenegenin belirlenmesindeki
son agsamada tampon ¢ozelti miktarindaki artisin  ekstraksiyon verimine etkisi
incelenmistir. Bu amagla pH 5’de 40 mL tampon ¢o6zelti miktarinda ve diger
ekstraksiyon kosullar1 sabit tutularak ekstraksiyon islemi gerceklestirilmistir.

Sonuglar Cizelge 4.3’te verilmistir.
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Cizelge 4.3 : Mikroalgin enzimatik sulu ekstraksiyonunda, tampon ¢ozelti miktarinin
ekstraksiyon verimine etkisi (pH: 5, enzim miktart: 0,50 mL enzim/g mikroalg,
sicaklik: 50°C, ekstraksiyon siiresi: 4 saat, karistirma hizi: 200 rpm).

Tampon ¢ozelti miktar: (mL) Ekstraksiyon verimi (%6V5s)
30 22,88
40 22,48

Elde edilen sonuglar incelendiginde tampon ¢ozelti miktarindaki artis ekstraksiyon
verimi iizerinde kayda deger bir etki gostermemistir. Bu nedenle daha sonraki
caligmalar ekonomik agidan da yarar saglayabilecegi i¢in 30 mL tampon ¢ozelti

miktarinda yiiriitiilmiistiir.

4.3 Mikroalgden Enzimatik Sulu Ekstraksiyon Yontemi ile Yag Eldesinde

Ekstraksiyon Verimini Etkileyen Parametrelerinin incelenmesi

Calismanin bundan sonraki asamasinda enzimatik sulu ekstraksiyon islemine etki

edecek parametrelerin belirlenmesi amaciyla deneysel ¢aligmalar yiiriitiilmistiir.

Yag ekstraksiyon verimine etki edebilecegi diisiiniilen parametreler pH, enzim

miktari, ekstraksiyon siiresi ve sicaklik olarak belirlenmistir.

Bilindigi gibi her enzimin aktivite gosterdigi bir pH ve sicaklik araligi vardir. Bu
calismada enzimatik sulu ekstraksiyon islemi icin pH araligi 5-8 ve sicaklik aralig
30-50°C olarak secilmistir. Enzim miktar1 olarak daha Once enzimatik sulu
ekstraksiyon caligmalari temel alinarak gram mikroalg basina 0,25-1,25 mL enzim

aralig1 secilmistir. Ekstraksiyon siiresi araligi ise 4-24 saat olarak belirlenmistir.

Bu sekilde secilen ¢alisma kosullarinda yiiriitiilen deneylerden elde edilen sonuglar

asagida sunulmustur.

4.3.1 Mikroalgden enzimatik sulu ekstraksiyon yontemiyle yag eldesinde pH
degerinin ekstraksiyon verimine etkisi

Bilindigi gibi her enzimin optimum aktivite gosterdigi bir pH degeri veya pH araligi
bulunmaktadir. Mikroalgden enzimatik sulu ekstraksiyon yontemiyle yag eldesine

pH etkisinin belirlenmesi amaciyla ¢aligmalar yiiriitiilmiistiir. Ekstraksiyon deneyleri,
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pH 5-8 araliginda, 30 mL tampon ¢ozelti kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen

sonuclar Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4 : Mikroalgin enzimatik sulu ekstraksiyonunda, pH degerinin
ekstraksiyon verimine etkisi (tampon ¢ozelti miktar1: 30 mL, sicaklik: 50°C,
ekstraksiyon siiresi: 4 saat, enzim miktari: 0,50 mL enzim/g mikroalg, karistirma hizi

200 rpm).
Tampon cozeltisi pH degeri Ekstraksiyon verimi (%6V5s)
5 22,88
6 30,15
7 38,97
8 42,02

Cizelge 4.4’de verilen sonuglar incelendiginde, en yiiksek ekstraksiyon veriminin pH
8 degerinde elde edildigi goriilmektedir. Bu sonu¢ enzimin optimum aktivite
gosterdigi pH degeri ile uyumluluk gostermektedir. Bundan sonraki ¢aligsmalar igin

pH degeri 8 olarak sabit tutulmustur.

4.3.2 Mikroalgden enzimatik sulu ekstraksiyon yontemiyle yag eldesinde enzim

miktarmin ekstraksiyon verimine etkisi

Calismanin bu kisminda kullanilan proteaz enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi
uygun enzim miktarinin belirlenmesi amaglanmigtir. Bu amagla 0,5-1,25 mL
enzim/g mikroalg araliginda degisen enzim miktarlarinda ekstraksiyon deneyleri

gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.5°de verilmistir.
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Cizelge 4.5 : Mikroalgin enzimatik sulu ekstraksiyonunda, enzim miktarinin
ekstraksiyon verimine etkisi (tampon ¢ozelti miktari: 30 mL, pH: 8,
sicaklik: 50°C, ekstraksiyon siiresi: 4 saat, karistirma hizi: 200 rpm).

Enzim miktar1 (mLenzim/g mikroalg) Ekstraksiyon Verimi (%Vs)
0,50 42,02
0,75 46,86
1,00 56,75
1,25 48,31

Cizelge 4.5’de verilen sonuglar incelendiginde, en yiiksek ekstraksiyon veriminin
1,00 mL enzim/g mikroalg miktarinda elde edildigi goriilmiistiir. Enzim miktarindaki
artisin ekstraksiyon verimini diisiirdiigli gozlenmistir, bunun nedeni ekstraksiyon
ortaminin enzim miktar1 acisindan doygunluga erismesinden kaynaklandigi

sOylenebilir.

4.3.3 Mikroalgden enzimatik sulu ekstraksiyon yontemiyle yag eldesinde

sicakhigin ekstraksiyon verimine etkisi

Ekstraksiyon verimine sicakligin etkisini incelemek amaciyla 30°C-50°C sicaklik

araliginda caligmalar yiiriitiilmiistiir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.6’de verilmistir.

Cizelge 4.6 : Mikroalgin enzimatik sulu ekstraksiyonunda, sicakligin ekstraksiyon
verimine etkisi (tampon ¢ozelti miktari: 30 mL, pH: 8, enzim miktari: 1,00 mL
enzim/g mikroalg, ekstraksiyon siiresi: 4 saat, karistirma hizi: 200 rpm).

Sicaklik (°C) Ekstraksiyon Verimi (%0Vs)
30 43,11
40 50,57
50 56,75

33



Elde edilen sonuglar incelendiginde, en yiiksek ekstraksiyon veriminin 50°C’de elde
edildigi goriilmektedir. Calismada daha yiiksek sicakliklara c¢ikilmasi belki
ekstraksiyon verimini artirabilir. Ancak bu calismada kullanilan mikroalg Vitatis
Biyoteknoloji firmasinin yiirlittiigii proje kapsaminda tretilmistir. Projede amag
mikroalgden elde edilen yag icerisindeki omega-3 yag asitlerinin miktariin
artirtlmas1 ve uygun sekilde bozunmadan elde edilmesidir. Omega-3 yag asitleri
yiiksek sicakliklarda bozunmaktadir. Vitatis Biyoteknoloji firmasi proje kapsaminda
sicakta soxhlet ekstraksiyonu ile mikroalgden yag elde etmeye ¢alismis ancak elde
edilen yag ¢ok koyu renkte, katran goriiniimiinde olmustur. Bu sonuglar
dogrultusunda enzimatik sulu ekstraksiyon g¢alismalarinda da bu tiir bir yag elde
etmemek ve omega-3 yag asidinin bozunmasini dnlemek igin ekstraksiyon islemine
daha yiiksek sicakliklarda devam edilmemis ve g¢alisma i¢in en uygun sicakligin

50°C olmasina karar verilmistir.

4.3.4 Mikroalgden enzimatik sulu ekstraksiyon yontemiyle yag eldesinde

ekstraksiyon siiresinin ekstraksiyon verimine etkisi

Daha 6nce belirlenen uygun pH, sicaklik, enzim miktar1 degerleri sabit tutularak
ekstraksiyon verimine siirenin etkisini incelemek amaciyla 4, 6, 12, 18, 24 saatlik
ekstraksiyon siirelerinde calismalar yiiriitilmiistiir. Elde edilen sonuglar Cizelge

4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7 : Mikroalgin enzimatik sulu ekstraksiyonunda, siirenin ekstraksiyon
verimine etkisi (tampon ¢ozelti miktari: 30 mL, pH: 8, enzim miktari: 1,00 mL
enzim/g mikroalg, sicaklik: 50°C, karistirma hizi: 200 rpm).

Siire (saat) Ekstraksiyon Verimi (%Vs)
4 56,75
6 59,13
12 61,47
18 62,62
24 63,32
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Elde edilen sonuglar incelendiginde, 12 saatlik ekstraksiyon isleminden sonra
ekstraksiyon siiresindeki artisin ekstraksiyon verimi iizerinde kayda deger bir artig
gostermedigini sdyleyebiliriz. Ayrica ekstraksiyon islemi uzadiginda elde edilen
yagin gorliniisii zamks1 bir hal almakta ve yapisi bozulmaktadir. Bu da ¢alismacinin
amacma yonelik bir yag elde edilmemesi demektir. Bu nedenle en uygun

ekstraksiyon siiresinin bu kosullar i¢in 12 saat oldugu sonucuna varilmistir.

Bu ¢alisma sonucunda belirlenen en uygun ekstraksiyon kosullarinda (30 mL, pH:8
tampon ¢ozelti; 1,00 mL enzim/g mikroalg enzim miktari; 50°C” sicaklik; 12 saat

ekstraksiyon siiresi) elde edilen ekstraksiyon verimi %61,47 olarak belirlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismanin amaci, ticari olarak iretilen bir mikroalgden enzimatik sulu
ekstraksiyon yontemiyle endiistriyel olarak kullanilabilecek bir yag eldesidir. Bu
amagla, Vitatis Biyoteknoloji firmasindan temin edilen mikroalgin (Schizochytrium
sp.) enzimatik sulu ekstraksiyonuna etki edebilecegi diisiiniilen pH, enzim miktari,
sicaklik ve ekstraksiyon stiresi gibi parametreler icin uygun degerlerin belirlenmesi
icin deneyler yiiriitiilmiistiir. Calismada Alcalase 2.5L proteaz enzimi kullanilmistir.
Yapilan ¢alismada kullanilan mikroalglerin  yag igerigi 30°C’de ¢oziicii
ekstraksiyonu yéntemi kullanilarak belirlenmistir. islem sonucunda mikroalgin yag
icerigi  %18,6 olarak bulunmustur. Yapilan c¢alisma sonucunda en yiiksek

ekstraksiyon verimi i¢in elde edilen sonuglar asagida verilmistir.
Tampon ¢ozelti miktari: 30 mL

Tampon ¢ozelti pH degeri: 8

Enzim miktari: 1,00 mL enzim/g mikroalg

Sicaklik: 50°C

Ekstraksiyon siiresi: 12 saat

Bu kosullarda elde edilen en yiiksek ekstraksiyon verimi ise %61,47 olarak

bulunmustur.

Bu calismanin ileriye yonelik uygulamalart i¢in, farkli enzimlerin etkileri ve farkl
enzim karigimlarinin etkileri arastirilabilir. Vitatis Biyoteknoloji firmasinin yiirtitmiis
oldugu caligmalar sonucunda elde edilen mikroalgin yag asidi bilesiminde EPA iz
miktarlarda bulunmakta olup, DHA %35,23’liik bir orana sahip oldugu goriilmiistiir.
Proje kapsaminda yapilan c¢aligmalar sonucunda yag igeriginin degismesi, ileride
yapilacak ¢alismalarda kullanilacak enzim tiirlerinin ve miktarlarinin arastirilmasina
onciiliik edebilir ve enzimatik sulu ekstraksiyon veriminin artirtlmasi i¢in gerekli
parametrelerin optimizasyon ¢aligmalar1 yapilabilir. Ekstraksiyon verimine etki

edebilecek parametrelerin optimizasyonu i¢in yanit yiizey metodu kullanilabilir.
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Incelenen parametlere gore elde edilen sonuglarin endiistriyel —diizeyde

calisilabilirligi ve ekonomik agidan ticari potansiyeli incelenebilir.

Ileriye doniik mikroalglerin enzimatik sulu ekstraksiyon ¢alismalarinda, ekstraksiyon
veriminin etkilendigi en biiyiik etken olan alg tiiriiniin etkileri incelenebilir ve aym
cins alg tiirlerinin belirlenen yontemler ile yag eldesi arastirilabilir. Her tiir algin
farkli yag bilesimi ve igerigine sahip olmasindan dolayr yapilan ¢aligmalarda, yag
bilesimine bagli olarak kullanilan enzim miktari, enzim tipi gibi parametreler
degisebilir ve bunlarin ikili etkilesimleri incelenebilir. Elde edilebilecek sonuglara
gore, mikroalglerin yag, enerji, saglik vb. bir¢ok alanda ticari kullanim potansiyeli

konusunda da bilgi edinilebilir.
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