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0z Bu arastirmada Chlorella vulgaris killtiirlerinde farkli ortamlarin ve farkli 1sik yolu uzunluguna sahip olan panel fotobiyoreaktdrlerin etkileri incelenmistir.
Jaworski besin ortaminda hizl bir hiicre artigi tespit edilmistir (60,8 x 108 hiicre mL-"). F/2 besin ortaminda ise 11. glinde hiicre sayisi 1,37 x 108 hlicre mL-" olarak
kayit edilmistir. Jaworski ve F/2 besin ortamlarinda yetisen kiiltlrlerin kuru agirlik degeri 11. glin sonunda 0,46 gL, 0,13 gL olarak dl¢iiimistir. Cam panel
biyoreaktor denemelerinde en yiksek hiicre sayisina 31. giinde 1 cm isik yolu uzunluguna sahip biyoreaktérde ulagiimistir (230 x 10 hticre mL-"). Fakat 3 cm ve
5cm 1s1k yoluna sahip biyoreaktdrlerde ise en yiiksek hicre sayisi oldugu deder 90 x 108 hiicre mL-" olarak tespit edilmistir. 1, 3 ve 5 cm 1s1k yolu uzunluguna sahip
biyoreaktérlerde maksimum kuru agirlik degerleri ise sirasiyla 3,6 gL, 2,8 gL ve 2,4 gL' olarak tespit edilmistir. Panellerde yapilan Chlorella vulgaris kiiltirlerin
klorofil a degerleri zamanla diistigu tespit edilmistir. Ayni zamanda yapilan denemede blylime oranlari ile klorofil a degerlerinin ters orantili oldugu gézlenmistir.

Anahtar kelimeler: Chlorella vulgaris, mikroalg, 1sik, 1sik yolu uzunlugu, besin ortami, pigment

Abstract: In this study, the effects of panel photobioreactors with different nutrient mediums and different light path lengths on Chlorella vulgaris cultures were
investigated. Rapid cell growth was detected in the Jaworski nutrient medium (60.8 x 108 cells mL-"). In the F / 2 nutrient medium, the cell number was recorded
as 1.37 x 108 cells mL-" on the 11t day. Dry weight of cultures grown in Jaworski and F / 2 nutrient media were measured as 0.46 gL' and 0.13 gL-* at the end of
11 days, respectively. At the experiments in glass panel bioreactor, the highest cell number was found on the 31st day (230 x 109 cells mL-") in a bioreactor with 1
cm light path length. Whereas, the highest cell numbers was found as 90 x 10 cells mL-! in glass panel bioreactors with 3 cm and 5 cm light path length. The
maximum dry weights for bioreactors with 1, 3 and 5 cm light path lengths were determined as 3.6 gL, 2.8 gL' and 2.4 gL, respectively. It was also determined
that chlorophyll a values of Chlorella vulgaris on the panels bioreactors decreased over time. Moreover, the inversely proportion between growth rates and the
chlorophyll-a values was observed.

Keywords: Chlorella vulgaris, microalgae, light, light path length, nutrient medium, pigment

GIRiS

Mikroalgler, 6zelliklede kabuklu su canlilarinin ve bazi balik
larvalarinin ilk besinini olustururlar. Bu nedenle balik
beslemede kullanilan rotifer, cladocera ve copepod besini
olarak akuakiltirde blylk 6nem tagimaktadir. Tek hiicreli
mikroalglerin  bircogu gida sektdrinde degerlendirilir ve
icerdikleri  pigment maddeleri, antibiyotikler, vitaminler
nedeniyle tip, eczacilik alanlarinda ve kozmetik Urtnlerinde
katki maddesi olarak kullanilirlar. Ayni zamanda insan ve
hayvan gidasi olarak degerlendirilirler. Bu nedenle mikroalgler

oksijen  dénustirticileridir.  Mikroalgler  biyoteknolojinin
gelecekteki en onemli kaynagidir. Bu 6zelliklerinden dolayi,
mikroalg dretiminde guvenli, uygun bir Gretim sisteminin
segilmesi gerekmektedir (Borowitzka, 1992; Pulz, 2001).

Algal biyoteknolojideki gelismelere ragmen mikroalg
tirlerinin kltdrlerinde cesitli glcliklerle karsilagiimaktadir.
Mikroalg kltlirlerinde biyomas artisi, biyomasin biyokimyasal
kompozisyonu ve yag asitleri de@erleri, cevresel faktorler, besin
ortami, sicaklik, tuzluluk, pH ve 1sik gibi biiyime kosullarina

yaplilarindaki zengin protein, vitamin, yag asitleri, mineraller,
pigmentler ve degerli hiicresel metaboliter nedeniyle
ulkemizde ve diinyada yogun olarak galigilan organizmalardir.

Mikroalgler sucul sistemlerin ilk biyolojik karbondioksit—
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baglidir (Sukenik, 1991; Cohen vd., 1988; Brown vd., 1989).

Fotobiyoreaktdr tasarimlari hem bilimsel hem de ekonomik
acidan énemlidir. Fotobiyorektdr tasarimlarinda amag; yiiksek
seviyeli 1sik kaynaginin kullanilmasiyla kdiltir sistemlerinin
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yapilandiriimasidir (Richmond, 1986).

Bu galisma kapsaminda, farkli besin ortamlarinin ve farkli
Isik yolu uzunluguna sahip panel fotobiyoreaktorlerin ticari
defere sahip Chlorella vulgaris'in  biylimesine etkisi
incelenmesi amaglanmistir.

MATERYAL VE METOT
Kiiltiir Sartlar

_ Aragtirmada _kullanilan  Chlorella  vulgaris ~ Gukurova
Universitesi Su Urlnleri Fakiltesi'nden temin edilmistir. C.
vulgaris Kiltiirlerinde, F/2 (Guillard, 1975) ve Jaworski (JM)
(Tompkins vd., 1995) olmak Ulzere iki farkli besin ortami
kullanilmigtir.

Hazirlanan stok sollisyonlar, kiltir ortamlari, kullanilan
malzemeler otoklavda (ALP CL-32S & L) 121°C' de buhar
basinci altinda 15 dakika bekletilerek steril hale getirilmistir.

Denemeye baslamadan dnce stok kiiltir olusturmak amaci
ile C. vulgaris ilk olarak 500 mL'lik erlenlere tatli suya ortam
zenginlestirimesi  yapilip  asilanmigtir.  Kltirler  20+3°C
sicaklikta, havalandirma ile karistiriimistir. Stirekli aydinlatma
olacak sekilde 2400 liix 1sik siddeti saglayacak sekilde floresan
lamba (Osram L 36W/L765, Almanya) kullaniimistir.

C. vulgaris’in farkli 151k yolu uzunluguna sahip cam panel
fotobiyoreaktor denemelerinde 24 cm genislikte, 52 cm
yikseklikte ve 1, 3, 5 cm eninde fotobiyoreaktorler
kullaniimistir. Panel fotobiyoreaktdrlerin hacimleri sirasiyla;
1,05L, 3,00 L ve 5,00 L'dir.

Deneme Plani

Denemeler E.U Su Uriinleri Fakiiltesi Urla Tesisleri
Plankton Laboratuvar’nda surdiriilmistir. C. vulgarisin
kiltlrinde JM ve F/2 besin ortamlari ile farkli 1sik yolu
uzunluguna sahip panel fotobiyoreaktérlerde biylimesine olan
etkilerin incelenmesi amaciyla yapilmig olan denemeler iki
asamada yuritilmus olup, tim denemeler 3 tekrarli olacak
sekilde tamamlanmisgtir.

Arastirmanin ilk blimiinde C. vulgaris’in iki farkli ortamda
biylimesi incelenmistir. Optik yodunluk degeri 0,202 olan C.
vulgaris kiltir(i 6 adet 1 litre’lik erlene; 400 mL saf su ve 100
mL alg kiltiri miktarinda agilanmistir. 3 adet erlene F/2 ortami
diger 3 adet erlene ise JM besin ortami eklenmistir.

Aragtirmanin ikinci bliminde C. vulgaris farkli 151k yolu
uzunluguna sahip panel fotobiyoreaktdrlerde kiltire alinmigtir
(Sekil 1). Optik yodunluk degeri 0,033 olan C. vulgaris kiltlrQ
cam panel sistemlere asilanmistir. Denemede JM besin ortami
kullanilmigtir.

Analiz

Hicre sayimi  Neubauer haemacytometer ile 1sik
mikroskobu (Nikon, Japonya) kullanilarak yapilmigtir.

Spesifik  bliyime hizi  asa§idaki formile gore
hesaplanmistir. Formiillerdeki X2 ve X1 sirasi ile t2 ve t

zamanlarindaki biyomas kuru agirhdini belirtir (Durmaz ve
Bandarra, 2017).

_In%,) ~In(Xy)
= =t

Kuru agirlik igin; filtre kagitlari 60 °C’de kurutuldu. Kurutulan
0,45 p goz agikhigindaki Whatman GF/C filtre kagitlarinin
0,0001g duyarl hassas terazi (Sartorius GC8035 — OCE) ile
darasi alindi. Kiltirlerden alinan 1 mL drnek filtre kagitlari
kullanilarak siiziildii. Orneklerin siizilldiig filtre kagitiari 105
‘C'de 3-4 saat boyunca etlivde (MMM Medcenter Ecocell)
kurutuldu. Daha sonra kurutulan filtre kagitlar hassas terazi ile
agirlik lgtimleri yapilarak litredeki kuru agirlik degerleri gram
cinsinden hesaplandi (Uslu vd., 2014)

Optik yogunluk olctimleri igin 1 mL érmek alinip, 1/10
oraninda seyreltilmistir. Cam kiivetlerde 450 nm dalga boyunda
spektrofotometrede  (Boeco, S-20) dlglimler okunmusgtur
(Durmaz, 2000).

EET— a8 = ~ 3 o gl rewr=: ey

Sekil 1. Farkli 1sik yolu uzunluguna sahip panel fotobiyoreaktorlerde
Chlorella vulgaris kiiltrleri

Figure 1. The culture of Chlorella vulgaris in panel photobioreactors
with different light path lengths

Klorofil a analizi igin her kultlirden 5 mL ornek alinarak 3500
rom’ de (NGve CN-180) ¢oktirdldu. Ustiindeki berrak kisimlari
atildi ve 6rneklere cam tozu (600 mikron) eklendi. 1 dakika
boyunca buzda bekletilen érnekler vortex (Heidolph Reax top
vortex) ile 30 saniye boyunca karistirildi. Bu islem 3 kere
tekrarlandi. Omeklerin {izerine 5 mL metanol (Merck %100,
Almanya) eklendi ve vortex ile 30 saniye karigtirildi. Tekrar
santriflije konulan drnekler, santrifijden alindiktan sonra
ustlerindeki sivi kisim ayri tliplere alindi ve metanol ile kalibre
edilen spektrofotometrede 666 nm’de élglldi. Asagida verilen
formdil ile klorofil a miktarlari tespit edildi.

Chla= ODess x 13,9 (Sanchez vd., 2005)

Veriler Kolmogorow-Smirow testi ile normal dagilisa
uygun olup olmadigi kontrol edildikten sonra parametrik
testlerden Anova (tek yonli varyans analizi) testi uyguland.
Gruplar arasinda farklilik olup olmadigini ve farkliligin nerede
oldugunu tespit edebilmek igin Tukey testi uygulandi (Zar,
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1999). Istatistik anlizler i¢in Graphpad Prism Software for
Windows (ver 4.0) programlari kullanildi.

BULGULAR

ilk denemede JM ve F/2 besin ortamlarinin C. vulgaris
kiltirinde biylmeye etkisi arastiriimistir. Bu denemeler 11
guin stirmustir. JM besin ortamina ekilen kltir grubu hizl bir
biyime grafigi gosterirken, F/2 besin ortamina ekilen kultlr
grubunda biyime gérilmemistir. Hicre yogunlugu JM besin
ortaminda kiiltlire alinan grupta 11. glinde 60,8 x 108 hiicre mL-
Te ulagsmistir (p<0,05). F/2 besin ortaminda yetisen kltlr
grubu ise 11. giinde 1,37 x 108 hiicre mL-"e ulagmistir (Sekil 2).
JM besin ortaminda yetisen kiltirlerin hlicre sayisindaki artig
6. giinden itibaren 11. gline kadar devam ettigi tespit edilmistir.
F/2 besin ortaminda yetisen Kkiiltirlerin hiicre sayisi deneme
suresi boyunca artmadig tespit edilmistir.

80

70 —— JM ortami T
60 T

50 4= F/2 ortami

40

=30
: M
BT oo

Zaman (giin)

Hiicre Sayisi (n x 106 hiicremL-"

Sekil 2. Chlorella vulgaris’in farkli besin ortamlardaki (JM ve F/2)
hicre sayilari

Figure 2. The cell number of Chlorella vulgaris in different nutrient
medium (JM and F/2)

JM besin ortaminda yetisen kiltirlerin kuru agirlik degeri
11. glin sonunda 0,46 gL-"* e ulagmistir (p<0,05). F/2 besin
ortaminda yetistirilen kultlirler 1. giinde 0,1 gL den 4. glinde
0,14 gL-"" e yiikselmis fakat 11. glinde 0,13 gL-"e diistigu tespit
edilmistir (Sekil 3).

—&— JM ortami

== F/[2 ortami

Kuru Agirhk (gL-1)

Zaman (giin)

Sekil 3. Chlorella vulgarisin farkli besin ortamlardaki kuru agirlik
degerleri

Figure 3. The dry weight values of Chlorella vulgaris in different
nutrient medium

Optik yogunluk degerlerine gére JM besin ortaminda
yetistirilen kultlrlerin artan bir bliylime egrisine sahip oldugu

gortlmektedir. F/2 besin ortaminda yetistirilen kilturlerde ise
biyime gérilmemistir ve optik yodunluk  degerleri
degismemistir. JM ve F/2 besin ortamlarinda yetistirilen
kiltirlerin 11. glnde en ylksek optik yogunluk degerleri
sirasiyla 1,55 ve 0,34 oldugu saptanmistir (Sekil 4).
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Sekil 4. Chlorella vulgaris in farkli besin ortamlardaki optik yogunluk
degerleri
Figure 4. The optical density of Chlorella vulgaris in different nutrient
medium

Spesifik blylime hizi (Sekil 5) JM besin ortaminda
yetistirilen kiltiirlerde 4. giinde 0,81 bdlinme/giin elde
edilmistir.
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Sekil 5. Chlorella vulgaris’in farkli besin ortamlardaki spesifik bilyiime
hizi

Figure 5. The specific growth rate of Chlorella vulgaris in different
nutrient medium

ikinci denemede 1, 3, 5 cm 1sik yolu uzunluguna sahip
panel reaktérlerin C. vulgaris kiltirlerinde biyimeye etkisi
arastinimistir. Bu denemeler ise 33 giin strmUstir. Ayni hiicre
yogunluguna (4,67 x 108 hiicre mL-') ve ayni optik yogunluga
sahip (0,033) kdltirlerin cam panel sistemlere ekimleri
yapilmigtir.

En yiksek hlcre sayisina 31. ginde 1 cm’lik panelde
ulasiimigtir. Hicre sayisi 230 x 108 hlcre mL-"e ¢ikmigtir
(p<0,05). 3 cm'lik panelde ise hiicre sayisi en yiksek oldugu
deger 31. giinde 90 x 106 hiicre mL-"e, 5 cm'lik panelde ise
hiicre sayisi en yiksek 19. ginde 90 x 108 hiicre mL"e
ulasmistir (Sekil 6). 3 cm ve 5 cm sk yoluna sahip
biyoreaktérlerde hiicre sayilari arasinda istatistiki olarak fark
olmadigi tespit edilmistir (p>0,05)
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Sekil 6. Chlorella vulgaris’ in farkli 151k yolu uzunluguna sahip panel
fotobiyoreaktorlerde hiicre sayilari (1 cm, 3 cm ve 5 cm)

Figure 6. The cell number of Chlorella vulgaris in panel
photobioreactors with different light path length (1 cm, 3 cm and 5 cm)

Sekil 8. Chlorella vulgaris’in farkli 151k yolu uzunluguna sahip panel
biyoreaktdrlerde optik yogunluk degerleri

Figure 8. Optical density values of Chlorella vulgaris in panel
bioreactors with different light path lengths
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Sekil 7. Chlorella vulgaris’in farkli 151k yolu uzunluguna sahip panel
biyoreaktdrlerde Kuru Agirlik Degerleri

Figure 7. Dry weight of Chlorella vulgaris in panel bioreactors with
different light lengths

Kuru agirlik degerleri (Sekil 7) ise 1 cm'lik panelde
biylimenin en yiksek oldugu 31. ginde 3,6 gL-'(p<0,05), 3
cm’lik panelde biytimenin en yiksek oldugu 31. giinde 2,8 gL-
' (p>0,05) ve 5 cm’lik panelde bliyimenin maksimum oldugu
19. ginde 2,4 gL' (p>0,05) olarak tespit edilmistir.

Optik yodunluk degerleri (Sekil 8) ilk 8 glinde ayni oranda
artti§1 gézlenmistir. 8. glinden sonra 1 cm’lik cam panelde optik
yogunluk artigi gézlenmistir. 3 cm’lik ve 5 cm’lik cam panellerde
ise optik yogunluk degerinin yaklasik olarak ayni oranda arttigi
saptanmistir.

Panellerde yapilan kiiltirlerin klorofil a dederleri zamanla
dustigi tespit edilmistir. Yapilan denemede biyime oranlari
ile klorofil a degerlerinin ters orantili oldugu gézlenmistir (Sekil
9).

Sekil 9. Chlorella vulgaris’in farkli 1sik yolu uzunluguna (1 ¢cm, 3 cm ve
5 cm) sahip panel biyoreaktdrlerde klorofil a degerleri

Figure 9. Chlorophyll a values of Chlorella vulgaris in panel
bioreactors of different light path lengths (1 cm, 3 cm and 5 cm)

TARTISMA VE SONUG

Fototrofik kiltlir sistemlerinde kdiltire alinan tir ile optimal
biytime hizi elde etmek igin, kullanilan besin ortami, kullanilan
sistemin ylizey alani ve materyali ve 1$1§in su kolonunda aldig
yol, niifuz etme gtict biyomasi etkiler.

Ozellikle fototrof olarak retilmek istenen mikroalg
kiltirlerinde 151k Onemli bir parametredir. Bu ylzden
fotobiyoreaktér tasarimlarinda isiktan verim cok &nemlidir.
Isiktan yeteri kadar verim alabilmek i¢in kullanilan materyalin
ylzey alani, yani fotobitoreaktérin 151§ aldigi agi 6nemlidir.
Zijffers vd., (2008)’e gbre reaktdrlin giines 1s1gini veya herhangi
bir 151k kaynagini en verimli sekilde almasi énemlidir. Ayrica
biyoreaktor tasarimlarinda, 1si1gin  fotosentetik  verimlilik
agisindan reaktdriin ylizey alani géz dniinde bulundurulmasini
gereklidir. Genelde iyi bir 1sik enerjisi dagilimi icin diiz ve
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dikddrtgen sekilli sistemler veya dogrusal ve silindirik sekilli
sistemlerin kullaniimasini énermislerdir. Dogrusal ve silindirik
sistemler 15191 odaklamasi bakimindan verimli olabilmektedir
(Richmond, 1986; Zou ve Richmond, 1999; Durmaz ve Erbil,
2017).

Durmaz, (2000) yaptigi ¢alismada Chlorella sp.nin farkli
1s1k yolu uzunlugu (10 cm, 15 cm ve 20 cm) olan reaktérlerde
laboratuvar diginda dogal aydinlik/karanlik periyotlarda
blylmesini arastirmistir. Kullanilan reaktorler cam panel
seklindedir ve aydinlatmada gunes 1s1§1 kullaniimistir. Farkl
IStk yolu uzunlugu olan reaktérlerde hicrelerin 11k
adaptasyonu, 10 cm isik yolu uzunlugu olan biyoreaktorlerde 7
guin, 15 ¢cm ve 20 ¢cm 151k yolu uzunlugu olan biyoreaktdrlerde
ise 5 giin strmustir. Denemelerde kullanilan biyoreaktorler
arasinda daha kolay Isinan ve en dlstk hacime sahip olan 10
cm 1s1k yolu uzunluguna sahip biyoreaktordiir. Kolay sogumasi
ise bu 1sik yolu uzunlugu igin dezavantajdir. Disarida uretim
yapilabilmesi igin reaktor hacmi sicaklik agisindan énemlidir.
Giines 151§1 kullanilarak Uretim yapilan reaktorlerde sabah ve
aksam saatleri arasinda isik siddeti (400 — 1400 ft cd)
degismektedir. Bu aydinlatma ile Chlorella sp. lretiminde 20
cm’lik fotobiyoreaktorlerde en yiiksek 49,5 x 106 hiicre mL-!
yogunluguna ulagiimistir. 15 cm’lik panelde en yiiksek 49 x 108
hiicre mL-' ve 10 cm’lik panelde ise 36,5 x 108 hiicre mL-* hiicre
yogunluguna ulasilmistir.  Yapilan galismada isik yolu
uzunlugunun kiltire alinan tire gore ayarlanmasi gerektigi
belirtilmistir. 15 cm ve 20 cm'lik panellerde spesifik biyime
hizinin yiksek oldugu belirtilmistir. Isik yolu uzunluklari farkli
olan cam panellerde yapilan mikroalg kiltiriinde giines 1519
siddeti ve suresi 6nemli oldugu vurgulanmis ve tir i¢in uygun
1S1K yolu uzunlugunun tespiti, verimlilik agisindan énemli oldugu
belirtilmistir.

Yapilan bu galismada ise, C. vulgaris, 1, 3, 5 cm'lik isik yolu
uzunluguna sahip cam panellerde yetistirilmistir. Uretim 33 gtin
siirmiistiir. ilk 8 giinde ayni oranda biiyiime gdzlenmistir. 1
cm’lik panelde en yiksek hicre sayisina 31. giinde, 230 x 108
hicre mL-1 ulagiimigtir. 3 cm’lik panelde en yiksek Gretim 31.
glinde 90 x 108 hiicre mL"e ve 5 cm'lik panelde ise hiicre
sayisi en yuksek 19. giinde 90 x 108 hiicre mL-""e ulagmistir.

Degen vd., (2001) yapti§i ¢alismada Chlorella sp.’nin
panellerde bliylimesini incelemistir. Bu calismada 1s1§in etkisi
arastinlmigtir. Kuru agirlik degerleri 0,11 gL-' glin, maksimum
Uretim ise 1,95 gL' bulunmustur. Bu calismada ise 1 cm’lik 11k
yolu uzunluguna sahip panellerde C. vulgarisin hiicre
yogunlugu daha fazla olmasina ragmen, en ylksek spesifik
biyime hizi 3. glinde (0,719 bdllinme/giin) elde edilmistir. Kuru
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