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OZET

Mikroalgal Biyoproses Optimizasyonu, Mikroalgal
Ekstrakt Yiiklii Nanopartikiillerin Uretimi ve Antikanser

Etkilerinin Arastirilmasi

Benan INAN

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Doktora Tezi

Danisman: Dog. Dr. Didem OZCIMEN

Biyoaktif maddelerin bir¢ogunun sicaklik, 151k ve oksijenden kolaylikla etkilenerek
depolama ve isleme siirecinde kolayca bozulmalar1 ve lipofilik 6zellikte olup,
sindirim sirasinda zayif adsorpsiyon ozellikleri gostermesi, bu maddelerin
dogrudan  kullanimim1  siirlamaktadir.  Saghk alaninda nanoteknoloji
uygulamalarinin en 6nemli odak noktalarindan birisi, ¢evre kosullarindan etkilenen
bu biyoaktif maddeleri, nano yap:1 haline getirerek istenmeyen etkilesimlerden
koruyan ve viicuda alim sonrasi viicut icerisinde hedef bolgeye salinimini saglayan
bir enkapsiilasyon sistemi gelistirmektir. Antimikrobiyal, antioksidan, antifungal
ozelliklere sahip, omega-3 yaglar1 ve antioksidanlarca zengin mikroalg yaglari son
yillarda hem gida hem de ilag sektoriinde dikkat c¢eken o©nemli biyoaktif
maddelerdendir. Biyoaktif maddelerce zengin mikroalg yaglarinin fiziksel ve
kimyasal stabilitesini gelistirmek amaciyla nanoteknolojik yaklasimlar ile enkapsiile

edilmesine yonelik calismalar heniiz oldukg¢a yeni olup, bu yaglarin hem gida
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takviyesi hem de farmasotik amagla uygulanmasi umut vaat etmektedir. Bu
calismada Botryococcus braunii ve Microcystis aeruginosa tirlerinin uretim
biyoprosesi ve biyoproses optimizasyonu ile analizleri yapilarak degerli ekstraktlarn
elde edilmistir. Ardindan mikroalgal ekstraktlarin elektrospreying yontemi
kullanilarak enkapsiilasyon ¢alismalar1 gercgeklestirilmistir. Elektrospreying
yontemi ile mikroalglerden elde edilen biyoaktif bilesenlerce zengin ekstraktlardan
nano yapilar elde edilmis ve tez calismasi ile elde edilen iiriinlerin antikanser
etkileri arastirllmistir. Yapilan tez calismasi sonucunda en yiiksek lipid icerigi
Botryococcus braunii ve Microcystis aeruginosa igin sirasiyla %53,80 ve %32,61
olup; 0,1875 g NaNOs, 22,5°C sicaklik ve 16 saat aydinlatma kosullar1 altinda elde
edilmistir. Elde edilen ekstraktlarin gaz kromatografisi analizleri sonucunda
palmitik (16:0), oleik (18:1), linoleik (18:2), arasidik asit (20:0) ve eikozapentenoik
(EPA) (20:5) asitler gibi degerli biyoaktif bilesenlerin varlig1 tespit edilmistir.
Elektrospreying yontemi ile antibakteriyel ve antioksidan 6zelliklere sahip olan
ekstraktlarla ytikli nanopartikiil iiretimi sonucunda 90 nm boyutunda partikiil
eldesi saglanabilmis, optimizasyon calismalar ile en uygun kosullarin %8 PVA
icerikli aljinat cozeltisi, 0,2 ml/sa akis hiz1 ve 13 cm kollektér uzakhigir oldugu
belirlenmistir. Tez ¢alismasi ile elde edilen ekstraktlar ve bu ekstraktlarla yiikli
nanopartikiillerin L929 fare fibroblast hiicrelerine sitotoksik etki gostermedigi
gorilmiis olup, PC-3 prostat kanser hiicre hatti, SHSY-5Y noroblastom (beyin) hiicre
hatt1 ve AGS gastrik adenokarsinom (mide) hiicre hatt1 iizerine sitotoksik etkide
bulundugu tespit edilmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda, bu tez ¢alismasiyla
biyoaktif maddelere sahip olan Botryococcus braunii ve Microcystis aeruginosa
tirlerinin ekstrakt ve ekstratlariyla liretilmis nanopartikiillerin 6zellikle farmaso6tik

ve kozmetik alanlarinda degerlendirilebilme potansiyeli oldugu gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Mikroalg, biyoproses, enkapsiilasyon, nanopartikiil, kanser
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ABSTRACT

Microalgal Bioprocess Optimization, Production of
Microalgal Extract Loaded Nanoparticles and

Investigation of Their Anticancer Effects
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Many of the bioactive substances are easily affected by temperature, light and
oxygen, and are easily degraded during storage and processing and exhibit poor
adsorption properties during digestion, limiting their direct use. One of the most
important points of nanotechnology applications in the field of health is to develop
an encapsulation system that protects these bioactive substances from
environmental influences from unwanted interactions by making them into
nanostructures and releases them to the target area within the body after intake.
Microalgae are rich in omega-3 oils which have antimicrobial, antioxidant,
antifungal properties, and antioxidants that are important bioactive substances that
attract attention in both food and pharmaceutical sectors in recent years. Studies to
encapsulate bioactive compound-rich microalgae oils with nanotechnological
approaches to improve the physical and chemical stability are relatively new, and it
is promising to apply these oils for both food supplements and pharmaceutical

purposes. In this study, production bioprocess and bioprocess optimization of
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Botryococcus braunii and Microcystis aeruginosa species were carried out and
valuable microalgal extracts were obtained. Then, encapsulation studies of
microalgal extracts were performed by using electrospraying method. Nano
structures were obtained by evaluating extracts rich in bioactive components
obtained from microalgae by using electrospraying method and anticancer effects
of products obtained from this study were investigated. The highest lipid contents
of Botryococcus braunii and Microcystis aeruginosa were 53,80% and 32,61%
obtained under the conditions of 0.11875 g of NaNOs, at the temperature of 22.5°C
and 16 hours of illumination, respectively. As a result of the gas chromatography
analysis of the obtained extracts, the valuable bioactive components such as palmitic
(16:0), oleic (18:1), linoleic (18:2), arachidic acid (20:0) and eicosapentenoic (EPA)
(20:5) acids were determined. By using electrospraying method, nanoparticles
produced with microalgal extracts which have antibacterial and antioxidant
properties, were obtained with the size of 90 nm, and the optimum electrospraying
conditions were found to be alginate solution with 8% PVA, flow rate of 0.2 ml/h
and 13 cm collector distance. The obtained extracts and the nanoparticles loaded
with these extracts were found to have no cytotoxic effect on L929 mouse fibroblast
cells. In addition to that, they showed cytotoxic effect on PC-3 prostate cancer cell
line, SHSY-5Y neuroblastoma (brain) cell line and AGS gastric adenocarcinoma
(stomach) cell line. In the light of obtained findings, it was shown that nanoparticles
produced with extracts and extracts of Botryococcus braunii and Microcystis
aeruginosa species which have bioactive substances have potential to be evaluated

especially in pharmaceutical and cosmetic fields.

Keywords: Microalgae, bioprocess, encapsulation, nanoparticle, cancer
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Giris

1.1 Literatiir Ozeti

Gida ve farmasotik alanlarinda nanoteknoloji uygulamalarinin odak noktasi, nano
yapida biyoaktif bilesenlerin salinim sistemini gelistirmek olup, sadece triiniin
stabilitesini gelistiren degil ayn1 zamanda ¢evre kosullarindan etkilenen
biyoaktifleri istenmeyen etkilesimlerden koruyan ve ayni anda triiniin kalitesini
disiirmeden, viicut icerisinde uriniin hedef bélgeye salinimini saglayan bir
enkapstlasyon sistemi gelistirmektir. Bu ylizden nanoteknoloji uygulamalari, gida
ve farmasotik alanda kullanilan triinlerin zenginlestirilmesine ve yeni {riin
gelistirilmesine olanak saglamasi ac¢isindan umut vaat etmektedir. Bu amagla,
ozellikle biyoaktif maddelerce zengin fonksiyonel maddelerin kalitesini, raf 6mriini
ve besin degerini gelistirmeye ve tretimine yonelik pek ¢ok ar-ge calismasina
ihtiyac duyulmaktadir. Bununla birlikte tiiketim aliskanhiklarinin dogal
hammaddelerden elde edilen maddeler tzerine olmasi, biyoaktif maddelerin
tasinimini saglayacak maddenin de dogal bir kaynaktan elde edilmesi gerekliligini

ortaya koymaktadir.

Ozellikle gida ve farmasétik alaninda son yillarda oldukca ragbet goren bir
hammadde olan algler fotosentetik organizmalar olup, ¢ok c¢esitli endistriyel
alanlarda kullanilabilme potansiyeline sahip canlilardir. Biyokimyasal yapilari
sayesinde, gida ve medikal amaglh kullanimin yani sira giiniimiizde kozmetik, yakit
ve atiksu aritma gibi cevresel uygulamalarda da degerlendirilmeye baslanmistir.
Alglerin ilk kullanimi1 algal biyokitlenin dogrudan gida olarak tiiketimine
dayanmaktadir. Ozellikle Giiney Asya iilkelerinde, kolaylikla elde edilen bir kaynak
olmasindan dolay1 algler, insanlarin en cok tiikettigi triinlerden birisidir. Gida
amaciyla kullanilan algler giinlimiizde marketlerde tablet, kapsiil ve sivi formlarda
satilmaktadir. Bununla birlikte, makarna, sekerleme gibi irilinlere de
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katilabilmektedir [1]. Sahip olduklar1 kimyasal 6zellikleri ile algler besin takviyesi
ve dogal gida boyasi olarak da kullanilabilmektedir. Insanlar tarafindan tiiketiminin
yani sira, algal biyokiitle hayvan yemi olarak da degerlendirilmektedir. Gliniimiizde
mevcut algal tiretimlerin %30’u algal biyokiitlenin hayvan yemi olarak satilmasina
yoneliktir [2]. Son yillarda algler lizerine olan gelismeler ve bilgi birikimi ile alglerin
kullanim alanlar ile ilgili yeni perspektifler gelistirilmistir. Bu kullanim
alanlarindan birisi de biyoaktif maddelerin gida, kozmetik ve medikal amaclarla
kullanimidir. Algler, polisakkaritler (aljinat, karragen, agar, fukoidan ve laminarin),
coklu doymamis yag asitleri, steroller, proteinler ve peptidler, klorotanninler ve
pigmentler (fukoksantin, astaksantin, beta-karoten, klorofiller) gibi biyoaktiviteye
sahip cok cesitli degerli kimyasal maddeler icermektedir. Bu biyoaktif maddeler
antibiyotik, antiviral, antikanser, antifungal, antibakteriyal, antiinflamatuar,
hipokolestrolemik, enzim inhibisyonu gibi 6zellikleri ile kozmetik ve ila¢ sektoriinde
degerlendirilmektedir [3]. Biyoaktif maddeler sicaklik, pH, nem, 1sik vb.
parametreler gibi cevre ve saklama kosullarindan kolayca etkilenmektedirler. Bu
parametreler molekiillerin kimyasal kararlilig1 tizerine etki etmektedir. Biyoaktif
bilesiklerin bozulmasini engellemek amaciyla molekiiller farkli ydntemlerle

enkapsiile edilmektedir.

1.1.1 Algal Yaglar

Biyoaktif 6zellige sahip olan algal yaglar, ila¢ ve gida sektoriinde degerlendirilen
onemli hammaddelerden birisidir. Alglerdeki lipid (yag ve yag asidi) bilesimi %1 ile
%70 arasinda degismekte ve kuru agirlik olarak % 90'a kadar ulasabilmektedir.
Algal lipid metabolizmasi, mineraller, 151k ve sicaklik gibi ¢evresel faktorlerden
etkilenebilmekte ve bu parametreler ile algal lipid icerigi degisebilmektedir [4]. Su
anda ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) baslica kaynagi balik yagi olmakla
birlikte, gelisen biyoteknoloji ile alglerin ticari olarak degerlendirilmesi 6n plana
cikmis ve algler besin takviyesi olarak yeni bir kaynak haline gelmistir. Alglerin,
biyokimyasal bir kaynak olarak baliklarla karsilastirildiginda bir¢ok avantajlari
vardir. Alglerin kullanimi ile hos olmayan koku ve kimyasal kontaminasyon riski
azalmakta, lretim ve saflastirma islemlerinde kolaylik saglanmaktadir. Proses

islemi sonrasi kalan malzeme dogal antioksidan kaynag1 olarak kullanilabilecek
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antioksidatif maddeleri icermektedir. Yapilan c¢alismalarda deniz alglerinin
antioksidan aktivitesi alglerin ekstraktlarindaki ytliksek antioksidan etkinligi ile
ortaya konulmustur. Bu maddeler ticari antioksidanlardan olan biitilhidroksianisol
(BHA), biitilhidroksi toluen (BHT) ve a-tokoferol’e esdeger ozellik gostermektedir.
Bu ytlizden alglerdeki antioksidanlarin gida formiilasyonlarinda kullanilmasi énerisi

getirilmistir.

Deniz alglerinin antioksidan aktivitesi klorofiller, karotenoidler, vitaminler, vitamin
onciileri olan a-tokoferol, 3-karoten, niyasin, tiyamin ve askorbik asitler, fenolikler,
fosfolipidler, terpenoidler, peptidler ile oksidasyon islemini inhibe eden ya da

baskilayan diger antioksidanlardan belirlenebilmektedir [5].

Linoleik asit, alglerde bulunan 18 karbon zincirine sahip esansiyel bir yag asididir.
Linoleik asit, insan viicudunda y-linoleik aside doniistiiriliir. a ve y linoleik asitler
iki izomerdir. y -linoleik asit (GLA) 18 C atomuna ve 3 cift baga sahiptir ve bir w-6
PUFA'dir. GLA bagisikligl uyarici ve artirici faaliyetlere sahiptir. Prostaglandinlerin
onciisic olup, birgcok viicut fonksiyonlarini kontrol eden ana hormonlarin
yapisindadir. Klinik calismalar, GLA'nin diyetle alinmasinin artrite [6], kalp
rahatsizligina [7], obezite [8] ve c¢inko eksikliginin [9] tedavisine yardimci
olabilecegini gostermektedir. Alkolizm, manik depresyon, yaslanma belirtileri ve

sizofreni hastaligl da kismen GLA eksikligine atfedilmistir [10].

w-6 yaglar1 gibi w-3 yaglar1 da saglik acisindan oldukga yararhdir ve tedavilerde
o6nemli rol oynamaktadir. Bu yaglar unlu mamuller, siit liriinleri, cesitli ezmeler ve
meyve sularinda bulunabildigi gibi siv1 ya da kapsiil formunda gida takviyesi olarak
da kullanilabilmektedir. w-3 yaglarinin gidalardaki uygulamalarinda ya da diger
destekleyici durumlarda yaglarin oksidasyondan ve istenmeyen tat olusumundan
korunmasi icin mikroenkapsiilasyon teknikleri kullanilir. Tiiketimden sonra
mikrokapsiiller sindirim kanalindan salinmaktadir. Bu sekilde alimda iirtiniin yan
etkisi gorilmemektedir [5]. w-3 yag asitlerinin 6nemi miyokardiyal enfarktiis ya da
bronsiyal astim gibi hastaliklarin 6nlenmesinde -3 1iin etkisini gosteren
arastirmalar ile 80’lerde ortaya konulmustur. Oldukca fazla sayida epidemiyolojik
ve klinik calismalarda w-3 PUFA’larin 6zellikle eikozapentenoik asit (EPA) ve

dokosaheksaenoik asitin (DHA) insan saghig: lizerindeki etkisini incelenmistir [8].
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Mikroalgler yiiksek degerlikli gida takviyesi saglamak amaciyla saflastirilabilen w-3
yag asidi icermektedir. Mikroalglerdeki w-3’iin fonksiyonel kaynaklar1 EPA ve DHA’
dir. w-3 yag asitleri balik yaglarindan elde edilmesine karsin son yillarda hos
olmayan tat ve kotl oksidatif stabilitesinden dolay:1 problemler artmis ve daha az
tercih edilir hale gelmistir. Balikla karsilastirildiginda mikroalgler w-3’u kendileri

liretmesinin yani sira prosesi basit ve ekonomik kilmaktadir [11].

Uzun zincirli doymamis yag asitleri, 6zellikle w-3 ve w-6 serilerinden olan
eikozapentenoik asit (EPA), dokosaheksaenoik asitin (DHA), ve arasidonik asit (AA)
beslenme ve terapi amacgh kullanimda farmakolojik olarak éneme sahiptir. Bu yag
asitleri romatizma, deri hastaliklar;, sindirim kanalindaki mukozadaki
iltihaplanmalar gibi kronik iltihaplanmalarin tedavilerinde kullanilmaktadirlar.
Ayrica dolasim sistemi hastaliklarinda, koroner Kkalp hastaliklarinda,
artherosclerosis, hipertansiyon, kolesterol ve kanser tedavisinde pozitif etkiye

sahip olduguna inanilmaktadir.

EPA kalp hastaliklarinin tedavisinde ve astim, arthirisis, migren gibi hastaliklarin
tedavinde klinik amaglarla kullanilmaktadir. Deniz mikroalglerinin tath su
mikroalglerine kiyasla daha ¢ok DHA icerigine sahip oldugu yapilan ¢alismalarda
gozlenmistir. Deniz mikroalglerinde esas olarak doymus ya da doymamis yag
asitleri bulunmaktadir. Schizochytrium mangrove, deniz mikroalglerinde toplam yag
asitlerinin %33-39’unu ana komponent olarak DHA olusturmaktadir [11]. DHA
ozellikle beyin ve gdzdeki retinada zengin olarak bulunur, eksikligi beyin gelisiminin
ve fonksiyonlarinin azalmasina ve Alzheimer hastaligi gibi hastaliklarda artisa yol
acar. Az miktarda DHA ticari olarak Schizochytrium’dan tretilir ve bunlar asil olarak
yetiskin beslenme takviyeleri (peynir, yogurt, sos, hububat dahil) ve hamile ve
emziren kadinlarda gida olarak kullanilir [12]. Ayrica kanser, AIDS, kalp hastaliklari
gibi hastaliklarla savasmada, kolesterolii diisiirmede, immun sistemi gliclendirmede

ve viicudu detoksifiye etmede kullanilmaktadir [11].

Algler, karotenoidler dahil pek ¢ok ikincil metabolitlerin rezervuari olarak da gérev
yapar. Karotenoidler antioksidan, anti-iltihaplanma, anti-viral ve anti-kanser etki
olmak tizere ¢okca biyoaktiviteye sahiptirler. Ayrica besin olan karotenoidler astim

ve atopik dermatitis gibi bazi tip immiin hastaliklar igin riskleri azaltmaktadir.
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Sicanlar iizerinde yapilan c¢alismalarda hem [-karotenin hem de a-tokoferoliin
splenositler (dalakta bulunan beyaz kan hiicreleri) arasindaki Th1 hiicre aktivitesini
arttirdigl gorilmistiir. B-karotenin oral yolla aliminda IgE ve IgG1'i azaltmaya
yonelik etkisi oldugu goriilmiis ve histamin seviyesini azaltarak anaflaktik cevabin
inhibisyonuna yol a¢tig1 gozlemlenmistir. Ek olarak Th1/Th2 dengesi -karotenle
beslenmis farelerin dalak hiicrelerinde Th1 sitokin (IFN-, IL-12, ve IL-2) tUretiminin
artmasi ve Th2 sitokin liretiminin azalmasi nedeniyle degismistir (IL-4, IL-5, IL-6,
ve IL-10). Sakai ve ¢alisma arkadaslari, siganlarin bazofilik 16semi 2H3 hiicreleri ve
kemik iliginden tiiretilmis mast hiicrelerinin antijen kaynakli degraniilasyonu
lizerine karotenoidlerin inhibisyon etkisini gostermislerdir [13]. H. pluvialis’den
uretilen astaksantin de ytlksek degerli bir karotenoiddir ve membran fosfolipidleri
ile diger lipidleri peroksidasyona karsi korur. Astaksantin tireten H. pulvaris
mikroalgi FDA tarafindan besin takviyesi olarak belirlenmis ve satis1 da
onaylanmistir. Bununla birlikte pek ¢cok Avrupa lilkesinde de insanlar tarafindan
tiiketimi i¢cin onay alinmistir. Klinik 6ncesi arastirmalarda astaksantin tiiketiminin
antikanser aktivitesi (kolon, mesane, karaciger), anti inflamatuar etkisi (astim, tilser
gibi hastaliklarda), kardiyovaskiiler hastaliklarda riski azaltma, ultraviyole 1siktan
koruma, sinirsel hastaliklarda riski azaltma (Parkinson ve Alzheimer) gibi pek cok

soruna karsi faydali oldugu iddia edilmistir [14].

1.1.2 Mikroalglerin Biiyiimesi i¢cin Uygun Faktorler
1.1.2.1 Isik

Mikroalgler fotosentetik sekilde biiyiudiiklerinden, 151k yogunlugu en onemli
limitleyici faktorlerden biri olmustur. Algal kiltiir sistemleri yapay 1s1k, giines 15181
ya da ikisiyle aydinlatilabilmektedir. Genel olarak aydinlatilmis algal kiiltiir
sistemleri bliyiik aydinlatma yiizey alanlari ile birlikte acik golet (havuz), diiz plaka
ve yatay/kivrimli hava ikmalli tiibiiler ya da egimli tiibiiler fotobiyoreaktorleri
icerir. Diiz plaka fotobiyoreaktorleri, genellikle tiibiiler fotobiyoreaktdrlerden
glines 1s18indan yararlanma acisindan daha verimlidir ciinkii daha genis ylizey
alanina sahiptirler. Kapali sistemleri (tanklar, asili plastik torba) 50-100 L’ye
yukseltmek amaciyla bir¢cok girisimde bulunulmustur fakat 1sik ihtiyac

karsilanamamis, basarili bir biyokiitle gelisimi miimkiin olmamistir. Agik havada
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yapilan yetistirilmede, 1s181n en nihai kaynag glinestir ve kontrol edilemez bu
yluzden fotobiyoreaktorler icin 15181n optimizasyonu tiizerine yapilan c¢alismalar
yapay aydinlatma ile kapali alanda gergeklestirilmektedir. Genellikle laboratuvar
olcekli fotobiyoreaktorler igten ya da distan florasan lambalarla ya da diger 151k

dagiticilarla aydinlatilmaktadir [15].

Fotosentezde basarili bir yapay 1s1k kullanmak i¢in, fotonlar dalgaboylari ile birlikte
600-700 nm arasinda olmalidir. Soguk florasan, akkor (parlak), halojen, AllnGap II
(643 nm pik dalgaboyu ile aliminyum indium gallium fosfat) ve 151k yayan diyotlari
(LEDleri) igeren yapay 1s1k kaynaklarinin karsilastirilmasi yapilmistir. AllnGap II
LEDler 1s1ik kaynaklari arasinda en verimlisi ve ekonomigi olarak bulunmustur. 600-
700 nm arasindaki kendi 1siklarindan %98 daha fazla 151k yaymaktadirlar. Isik
siddeti ihtiyaci hiicre yogunluguna dayanir. Yiiksek hiicre yogunlugu yiiksek 1s1k
siddetine ihtiya¢ duyar.

Her mikroalg tiirti optimal 151k ihtiyacina sahiptir ve bu asildig1 zaman biiytimeleri
yavaslamaktadir. Belli bir degerin tizerinde, 151k siddeti biyokiitle biiyiime hizini
azaltmaktadir. Bu olgu, fotoinhibisyon olarak da bilinir ve mikroalglerin spesifik
biiylime hiz1 piklerinin oldugu seviyeden daha ytiksekteki 151k siddetlerinde inhibe
oldugu zaman meydana gelir. Fotoinhibisyon prosesleri zamana bagimhdir ve 151k
stresinden birka¢ dakika sonra geri dontisiimsiiz olarak yikim meydana gelir, 10-20
dk sonrada %50 yi asacak sekilde zarar olusur. Tiibliler fotobiyoreaktorlerde
fotoinhibisyon pik radyasyonunun periyodu boyunca meydana gelir ve hiicrelerin
fotosentetik asiditeleri birka¢ saat sonra diizelir. Fotoinhibisyonun ortadan
kaldirilmasi algal biyokiitlenin ortalama giinliik biiytime hizini arttirmaktadir [15],
[16].

1.1.2.2 Karbondioksit

Karbondioksit mikroalgin fotosentetik kiiltiiriiniin fotosentez sirasinda kullanilmak
lizere ihtiya¢ duydugu karbon kaynagidir. Karbon tiikendik¢e suyun fotolizinden
oksijen tlretilmekte ve kiltir sivisina salinmaktadir. Algler yliksek karbondioksit
konsantrasyonlarinda yasadigindan farkh kaynaklardan gelen sera gazlari, nitrojen
dioksit (NO2) ve atmosferdeki Kkirlilikler algler i¢cin besin kaynagi olmaktadir. Bu

amagla alg iiretim tesisleri prosesi ekonomik kilmak adina fosil yakitlarin
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yanmasindan olusan egzoz gazlari ile beslenebilmektedir. Biiytime icin gerekli olan
CO2 miktar1 mikroalg tiirlerine, fotobiyoreaktorlerin tipine gore degismektedir. Bazi

tirler ¢cok yuksek CO2 konsantrasyonlarinda yasayabilmektedir [15], [16].
1.1.2.3 Sicakhik

Algal bliyiimeyi etkileyen bir diger parametre sicakliktir. Algler maksimum biiyiime
icin optimal bir sicaklik degerine ihtiya¢ duyar. Bununla birlikte sicaklik karbon
iceren molekiillerin ¢éziinmesinde de 6nemli rol oynar. Sicaklik respirasyona ve
fotorespirasyona fotosentezden daha ¢ok etki eder. Ancak CO2 ya da 151k fotosentez
icin limitleyici faktor iken sicaklik etkisi 6nemsizdir. Mikroalg kiiltiirleri i¢in optimal
sicaklik genellikle 20-24°C arasindadir fakat bu kiltir mediumunun
kompozisyonuna, tiirlere ve kiiltiir susuna gore de degisebilmektedir. En genel
kiltirlenmis mikroalg tiirleri 16-27°C arasindaki sicakliklar tolere edebilir. 16°C
den asagidaki sicakliklar biiytimeyi yavaslatir, 35°C den ytiksek sicakliklar da tirler
icin 6limculdiir [15], [16].

1.1.2.4 pH

Mikroalgler biiyiimeleri icin farkli pH degerlerindeki biiyiime ortamlarina ihtiyag
duyarlar. Yiiksek pH seviyesinde CO2’'nin kullanilabilirligi biiytimeyi ve mikroalgin
fotosentezini sinirlayabilmektedir. En ¢ok kiiltiirlenen algal tiirler i¢cin pH aralhigi 7
ve 9 arasindadir, optimal aralik ise 8.2-8.7’dir. Uygun pH kimyasal yontemlerle,
kiltirin havalandirilmasiyla ve gaz verilmesiyle saglanabilir. Yiikksek yogunluklu
algal kiltiirlerde karbondioksit eklenmesi artmis pH’1 azaltabilir. Ancak
calismalarda verimliligi arttirmak icin kiltlire CO2 eklenmesi gibi bir olasilik
olmasina karsin gereginden fazla COz eklenmesinin ortam pH degerinin azalmasina
yol agmasi da disiik mikroalgal verimlilik ile sonuclanir. Yiiksek CO:2
konsantrasyonu ytiksek biyokiitle verimliligini saglayabilmesine karsin mikroalg
fizyolojisine diisiik pH'in etkisi ve artan kontaminasyon olasihigl da goz ardi

edilmemelidir [15].
1.1.2.5 Besiyeri

Mikroalgler sahip olduklar1 6zelliklere gore belirli oranlarda elementlere ihtiyac

duyarlar. Ortamda bulunan azot, fosfor, tuz vb. maddelerin miktar1 mikroalgin



yetismesini ve/veya algal lipid birikimini etkileyen en énemli parametrelerden bir
tanesidir. Denizel mikroalgler bliytimeleri i¢in tuzlu su ortamlarina ihtiya¢ duyarken
tath su algleri belirli miktarlarda kimyasal bilesikleri iceren besiyerlerine ihtiyag
duyarlar. Mikroalglerin besiyerlerinin igerisinde bulunmasi gereken temel ana
maddeler azot, fosfor ve karbonlu bilesiklerdir [16]-[18]. Azot ve fosfat, alg
hiicrelerinin biiylimesi ve metabolizmasi i¢in gerekli iki 6nemli makro besindir.
Azot, proteinlerin ve niikleik asitlerin olusumu i¢in temel bir elementtir. ATP gibi
temel molekiillerin ayrilmaz bir pargasi olan hiicrelerdeki enerji tasiyicisi olan fosfat
da azot gibi oldukc¢a énemli bir besin maddesidir. Fosfat ayrica, tiim canl hiicreler
icin gerekli makromolekiiller olan DNA ve RNA'nin omurgasinin bir pargasidir.
Fosfor ayrica fosfolipidlerin 6nemli bir bilesenidir. Dogal ortamda alglerin besin
acisindan smirlh olmasi alisilmadik bir durum degildir [18]. Bu temel besin
maddelerinin sinirlandirilmasi, organizmanin metabolik yolunu degistirmektedir.
Orne{;in, azot ve fosfor miktarinin azhg, lipit metabolizmasini membran lipit
sentezinden notral lipit depolamaya yonlendirmektedir. Bu da alglerin toplam lipit

icerigini arttirir [19].

Azot ve fosfor icerikli bilesiklerin besiyerlerindeki oranlarinin degismesi mikroalgin
biyokimyasal icerigini degismektedir [20]. Widjaja vd. azot stresinin lipid birikimi
tizerindeki etkisi lizerine calismistir. Calisma sonucunda uzun siireli azot stresine
maruz kalan mikroalg hiicrelerinin icinde daha yiiksek miktarda lipid birikimi
oldugunu bildirmislerdir [21]. Ruangsomboon tarafindan yapilan bir baska
calismada ise, en yiiksek biyokiitle konsantrasyonunun, en yiliksek fosfor
konsantrasyonu kosullar1 altinda elde edildigi tespit edilmistir [22]. Bunlara karsin
Xin vd. tarafindan yapilan ¢alisma ile lipit miktar1 azot veya fosfor sinirlamasi
altinda en yiiksek oldugunda lipit verimliliginin ise yiiksek olmadig1 belirtilmistir
[23]. Yeesang ve Cheirsilp ise azot ve tuzluluk etkisinin mikroalgin biiyiimesi
tzerindeki etkisi uzerine calismislardir. Calisma sonucunda azot kaynaginin
yoklugunda, algal biyokiitlede bir miktar kayip olmasina ragmen, dort susun lipid
iceriginin arttigini bildirmislerdir. Ayrica, azot bakimindan zengin durumda, tiim
suslar yiiksek tuzlulukta hayatta kalsa da, bazi suslarin gelisiminin azaldigi

gorulmiustiir [24], [25].



1.1.3 Mikroalg Yetistirme Sistemleri

Mikroalglerin yetistirilmesi goller, havuzlar gibi acik kiiltiir sistemlerinde ve ytiksek
kontrollii fotobiyoreaktor adi verilen kapali kiltlir sistemlerinde yapilabilir. Bir
biyoreaktor biyolojik doniisiimiin gercgeklestirildigi sistem olarak tanimlanir.
Fotobiyoreaktor, icinde fototroflarin (mikrobiyal, alg, ya da bitki hiicreleri)
biiylidiigi ya da fotobiyolojik reaksiyonlarin gerceklesmesinde kullanilan

reaktorlerdir [11].
1.1.3.1 Acik Havuzlar

Mikroalglerin yetistirilmesinde kullanilan agik havuzlar degisik sekillerde ve
formlarda olup her biri belli avantajlara ve dezavantajlara sahiptir. Arastirma ve
endustride kullanilan havuz tipleri genis buiyiik havuzlar, dairesel havuz tanklari ve
kapali havuzlarn icerir. Havuzun bulundugu bdlge, havuz tipinin sec¢iminin
kararlastirlmasinda kritik faktérdiir. Acik sistemlerdeki kontrol eksikliginden
dolay1r havuz yerel iklimin fonksiyonu haline gelir, bu ytizden de bulundugu bolge
yetistirmedeki basariya 6nemli katki saglar. A¢ik havuzlar 1s1k yogunlugu, sicaklik,
pH ve ¢o6zinmiis Oz konsantrasyonunu iceren anahtar biliyiime parametreleri
tarafindan kisitlanmistir. Acik havuzlarda goriilen bir baska problem de
kontaminasyondur. Kontaminasyon, belli kosullar altinda biiyliyebilen alg

tlrlerinin bliylimesine engel olur [11].

Mikroalglerin yetistirilme sistemlerinin maliyeti acik ve kapali yetistirme sistemleri
karsilastirildiginda 6nemli bir faktor olarak karsimiza g¢ikar. Havuzlarda yapim,
isletim ve bakim maliyetleri fotobiyoreaktorlerden daha disiiktiir ve bu sistemler

teknik olarak da daha basittirler [11].
1.1.3.2 Fotobiyoreaktorler

GlUnimizde  mikroalglerin  fotosentetik  hiicrelerini  yetistirmek icin
fotobiyoreaktdrlerin tasarlanmasi lizerine calismalar yapilmaktadir.
Fotobiyoreaktorler acik sistemlere kiyasla mikroalg biliyiime parametreleri icin
daha iyi bir kontrol sunar. Fotobiyoreaktorlerin kontrollii cevre ortami daha yiiksek

mikroalg liretim verimine ulasilmasina izin verir.



Verimlilik biyoreaktoérlerin teknolojisinin basarisinin arkasindaki en o6nemli
indikatordiir. Mikroalglerin farkli kokenleri ve ve reaktorlerin 6lgeklerinden dolay1

biyoreaktorlerin verimliliginin karsilastirilmasi ¢ok zordur [11].

Fotobiyoreaktorler basta tiibiiler ve plaka tipli olmak lizere degisik tasarimlarda
olabilirler. Diger fotobiyoreaktorler ile karsilastirildiginda; tiibiiler reaktorler agik
alanda kiiltiirleme icin daha uygun olarak distiniilmektedir. Saydam borulardan
olusan reaktdriin genis aydinlatma ytuizeyi mikroalglerin a¢ik alanda kiiltiirlemeye
uygun olup olmamasindaki ana faktordiir. Tibiiler borular degisik bicimlerde
ayarlanabilirler, diizenlemenin uygunlugu ise sistemin spesifikasyonuna

dayanmaktadir.

Genel fotobiyoreaktor konfiglirasyonlar: diiz hat ve sarmal borular icermektedir.
Fotobiyoreaktoriin geometrisi ayrica onemli olup, tiibiiler reaktorler dikey, yatay ya
da egik diizlem seklinde olabilir. Konfigiirasyonlar arasindaki énemli farkhliklar,
dikey tasarimin daha iyi kiitle transferi ve enerji kullaniminda azalma saglamas;,
yatay tasarimlilarin ise daha o6lgeklenebilir olmasi fakat daha ¢ok alana ihtiyag

duymasidir.

Tibiiler fotobiyoreaktorler tizerinde pek ¢ok calisma olmasina karsin daha yiiksek
hiicre yogunluguna ulasmay1 saglayan dar 1sik yolu nedeniyle genel olarak diiz-

plaka fotobiyoreaktorler tercih edilir. Ek olarak, bu tip reaktorler
v" Disiik enerji tiikketimi ve yiiksek kiitle transfer kapasitesi,
v" Oksijen artisindaki azalma,
v" Diger fotobiyoreaktorlerle karsilastirildiginda isiksiz hacimlerin olmamasi,
v' Yiiksek fotosentetik etkinliklerinden dolay1 daha avantajlidir.

Uygun reaktor tasarimi maksimum mikroalg biyokiitlesini saglayabilmelidir. Cesitli
diiz-plaka fotobiyoreaktdr dizaynlar1 cam, kalin transparan PVC malzemelerden
yapilma, V-seklinde ve egimlidir. Diger tasarimlarin ucuz olmasi ve kurulumlarinin
kolay olmasina karsin maksimum is1k gegirgenligi icin cam ve PVC tipleri transparan

olduklari icin daha ¢ok tercih edilmektedir [11].
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Tablo 1. 1 Alg yetistirme sistemlerinin karsilastirmasi

Kiiltiir sistemleri Beklentiler Kisitlamalar
Acik havuzlar Ekonomik,  kiltirleme | Kiiltiir kosullarinin
sonrasl temizlemesi | kontroliiniin disiik
kolay olmasi, dustk verimlilik,
kontaminasyon

Dikey kolon reaktorler | Yiiksek kiitle transferi, | Dar aydinlatmali ylizey
disiuk enerji tiiketimi, | alani, kayma gerilimi

kolay sterilizasyon

Diiz plaka Genis aydinlatmali ytlizey | Kiiltiir sicakliginin
fotobiyoreaktorler alani, ucuz, temizligi | ayarlanmasindaki zorluk,
kolay hidrodinamik gerilim
Tiibiiler Genis aydinlatma alani, | Genis bir alana ihtiyag
fotobiyoreaktorler iyi biyokiitle verimliligi, | duymasi, tiip boyunca pH,
ucuz ¢ozlinmiis oksijen ve

karbondioksitin azalmasi

1.1.4 Fotobiyoreaktérler Icin Onemli Tasarim Faktorleri
1.1.4.1 Karistirma

Fotobiyoreaktorlerde karistirma, biyokiitle verimliligini artirmaya yonelik yapilan
bir islem olarak bilinir. Karistirma 1s1k siddetinin dagilimini, yeterli miktarda CO2
transferini saglamakta ve uniform pH1 siirdirmekte o6nemli bir rol oynar.
Karistirma, reaktdor duvarina hiicre yapismasindan ka¢inmak icin ve alg
sedimentasyonunu 6nlemek icin gereklidir. Karistirma ayrica tiim hiicrelerin esit
bir sekilde 1518a ve besine maruz kalmasini saglar ve kiiltiir mediumu ile hava
arasindaki gaz aligverisini arttirir. Hava, mikroalg hiicrelerinin karbon kaynagi
olarak fotosentez sirasinda kullandigi CO2’i igerir. Oldukca yogun kiiltiirlerde,
kabarcik seklinde kiiltiir ortamina verilen havanin icerisinde bulunan CO2 (%0.035
CO2 icermektedir) algal biiyiime icin yeterli olmayabilir ve bu nedenle hava

kaynagina saf karbondioksit verilerek biliyiimeye destek yapilabilir. Ayrica CO2
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ilavesi, CO2/HCO3 dengesi nedeniyle suyun pH degisimlerine karsi tampon

olusturur. [15].

Zayif karistirma hiicrelerin degisik boyutlarda agregatlar halinde topaklanmasina
yol acarak reaktor icinde kiitle transferini azaltan ti¢ fazli (kati-sivi-gaz) bir sistemin
olusmasina neden olur. Ancak tiim alg tiirleri etkili karistirma igin yiiksek hizda
karistirmaya toleransl degildir. Ciinkii mikroalgal hiicreler hidrodinamik gerilime

karsi hassastirlar. Yiikksek karistirma hizi hiicrelerin zarar gormesine sebep olabilir.

Kabarcik kolon ve havayla kaldirmali reaktorlerde karistirma eksen dagilim
katsayisi, karistirma zamani, sirkiilasyon zamani ve Bodensteain sayisi ile
karakterize edilebilir. Kabarcik kolonlardaki karistirmanin analizi havayla
kaldirmali reaktorlerden daha kisa karistirma zamanina sahip olduklarini
gostermistir. Emme borusu boyunca yiikselen kabarciklar halkasal kisimda daha az
bulanik boélge olusmasini saglar, ve 1s18a daha iyi maruz kalmasina neden olur. Ek
olarak havayla kaldirmali fotobiyoreaktorlerde emme borusunun varligi daha etkili

karistirmaya sebep olur ¢linkt icteki dongii sirkiilasyonu saglar [15].
1.1.4.2 Isik Geg¢irgenligi

Fotobiyoreaktorleri basarili bir sekilde 6lgeklendirmedeki 6nemli etkenlerden biri
de 151k gecirgenligidir. Fotobiyoreaktor icindeki aydinlatma biyokiitle
kompozisyonuna, biiylime hizina ve uriin olusumuna etki eder. Mikroalgler
fotosentez icin 1518a ihtiya¢ duyarlar. Fotosentetik aktif radyasyon dalgas1 400-700
nm arasinda degisir, bu da gortniir 1s18a esittir. Yogun kiiltiirlerde 15181n egimi 15181n
zaylflamasindan dolay1 fotobiyoreaktdriin yaricapit boyunca degisir. Isik
yogunlugunun  zayiflamasi  dalga  boyuna, hiicre  konsantrasyonuna,
fotobiyoreaktoriin geometrisine ve 1518In penetrasyon mesafesine baglidir. Bu
nedenle, fotobiyoreaktor icindeki belirli bir noktada 151k yogunlugu, 151k yolu, hiicre

konsantrasyonu ve mikroalglerin 151k emilimine baghdir [15].
1.1.4.3 Gaz Enjeksiyonu

Kabarciklar araciligiyla yapilan CO:2 takviyesi tasarimda diisiiniilmesi gereken
onemli faktorlerdendir. COz enjeksiyonu fotobiyoreaktore CO2’'nin yapay bir sekilde

verilmesine dayanir. Calismalar karbondioksitce zengin havalandirmanin,
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mikroalge CO2 sagladigini, siispansiyonun deoksijenizasyonuna destek oldugunu,
donglyu arttirmak icin karistirma saglayarak isik inhibisyonunu limitledigini
gostermistir. Ancak yiiksek havalandirma hiz1 yiiksek maliyete yol agmaktadir, bu
ylzden biiylik 6l¢ekli mikroalg iiretimlerinde bu tavsiye edilmez. Bununla birlikte
yapilan calismalarda fotobiyoreaktérde mikroalg tiretimi i¢in gerekli olan CO2 gazi
icin optimum havalandirma hiz1 belirlenmistir. %5 ya da %10 CO2 (v/v) iceren
0.025-1 vvm (volume of air/medium/zaman) hizindaki hava kiitle kiltiirii i¢in etkin

uygun maliyetli olarak bulunmustur [15].
1.2 Tezin Amaci

Bu tez calismasinin temel amaci, mikroalglerin degerli biyoaktif bilesiklerini iceren
ekstraktlarini, etkinliklerini koruyacak ve hiicreler tarafindan emilimlerini
arttiracak nano yapilar haline getirmek ve antikanser etkilerinin arastirilmasidir.
Tez calismasi ile Botryococcus braunii ve Microcystis aeruginosa tiirlerinin biyoaktif
madde irettikleri optimum kosullarin belirlenmesi ve alglerden elde edilen
ekstraktlarin karekterizasyonunun gerceklestirilmesi, mikroalgal ekstraktlarin
nano yapilar haline getirilip kaplanmasi i¢cin makroalglerden biyopolimer elde
edilmesi ve elde edilen biyopolimerlerin karakterizasyonu, elektrospreying teknigi
ile mikroalglerden elde edilen biyoaktifce zengin ekstraktlarin, makroalglerden elde
edilen biyopolimer ile kaplanarak tamamen dogal kaynaklardan algal nano yapilarin
tretimi gerceklestirilmis ve tez calismasi ile elde edilen trtinlerin prostat, beyin ve
mide kanser hiicre hatlar1 gibi kanser hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri

incelenmistir.
1.3 Orijinal Katki

Literatiirde tamamen algal biyokiitleden faydalanilarak iiretimi gercgeklestirilen
nanopartikiillere yonelik bir ¢calisma bulunmamakta olup, 6nerilen projede biyoaktif
maddece zengin mikroalg yaginin yine algal biyokiitleden elde edilen biyopolimer
ile kaplanarak kullanima sunulmasi c¢alismanin temel 6zglinliglini
olusturmaktadir. Nano yapilarin lretimi asamasinda kullanilacak olan iiretim
yontemi ile mikroalglerden elde edilecek olan biyoaktifce zengin ekstraktlarin

enkapstilasyonuna yonelik bir c¢alismaya rastlanmamistir, bu baglamda elde
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edilecek veriler ile 6zgilin bir sonug elde edilmistir. Bununla birlikte tez calismasi ile
elde edilen triinlerin farkli kanser hiicreleri tizerindeki etkilerinin arastirilmasi ile
elde edilen bulgular literatiire orjinal katkilar sunacaktir. Gergeklestirilmis calisma
ornek alinarak, anti-inflamatuar ve immun diizenleyici gibi biyoaktif maddelere
sahip olan mikroalglerin gida, farmasotik ve kozmetik gibi c¢esitli alanlarda

degerlendirilebilecegi diisiiniilmektedir.
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2

Enkapsiilasyon Yontemleri

2.1 Enkapsiilasyon Yontemleri

Enkapsiilleme, biyoaktif bilesenlerin korunmasinda ve sunulmasinda biyiik
uygulamalara sahip, gelisen bir arastirma alanidir. Enkapsiilasyon, bir etken
bilesenin, 6rnegin biyoaktif molekiiliin (antioksidanlar, esansiyel yag asitleri,
vitaminler) ya da canli hicrelerin (probiyotikler vb.) bir duvar malzemesi
(karbonhidrat polimer, protein, lipitler) igine hapsedilmesi islemidir.
Enkapsiilasyon sadece biyomolekiiliin stabilitesini, biyoyararlanimini ve kontrollii
salinim 6zelliklerini iyilestirmede degil, ayn1 zamanda bilesigin istenmeyen koku ve
tadin1 maskelemede yardimci olur. Enkapsiilasyon islemi i¢in kullanilan pek ¢ok
yontem bulunmaktadir. Emiilsiyon, yiiksek basin¢li homojenlestirme, ultrasonik
yontem ve superkritik yontem enkapsiilasyon ¢alismalarinda en ¢ok uygulanan
metotlardandir. Klasik yontemlerden olan emiilsiyonun tekli ve ¢oklu olmak tizere

farkli yaklasimlar1 bulunmaktadir.

Tekli emilsiyon (w/o) ¢oziici difiizyon/evaporasyon yonteminde suda
¢ozliinmeyen etkin madde ve polimer icin ortak olan ¢oziicii segilir ve her ikisi de
ortak organik ¢oziiciide ¢oziindurilir. Yiizey aktif madde igeren sulu ortama
karistirilarak nanopartikiiller tiretilir. Dogal (hyaliironik asit, aljinat, kitin ve kitosan
gibi) ve sentetik polimerler (polilaktik asit, poliglikolik asit, polikaprolakton gibi)
veya bunlarin kombinasyonlar1 kullanilarak bu tasiyicilar hazirlanabilmektedir.
Globtller halinde dagilan damlaciklarin olusturdugu faza, dispers faz ya da i¢ faz;
damlaciklarin icinde dagildig: dispersiyon ortamina da strekli faz ya da dis faz adi
verilir. Peptid ya da protein gibi hidrofilik molekillerin yiikli oldugu
nanopartikiillerin  Uretiminde ise en yaygin olarak ikili emiilsiyon
(w/o/w=su/yag/su) c¢oziici buharlastirma yontemi (homojenizasyon yada
ultrasonikasyon destekli) kullanilmaktadir. Coklu emiilsiyonlar ise basit yag/su ve

su/yag tipi emiilsiyonlardan daha komplike olan ayni anda her iki emiilsiyon tipini
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bir arada bulunduran sistemlerdir. Su/yag/su (w/o/w) ve yag/su/yag (o/w/o)
olmak tizere iki tipi vardir. Bu yontemde ilk olarak etkin maddenin sulu ¢6zeltisi
polimer iceren organik faz igerisinde dagitilir. Elde edilen w/o emiilsiyonu dis sulu
faz icerisinde emiilsifiye edilerek w/o/w ikili emilsiyonu elde edilir. Elde edilen
w/o/w emiilsiyonu, etkin madde ¢ozeltisini iceren polimer ¢6zeltisi damlaciklarini
olusturur ve ¢6ziici diflizyon ya da evaporasyon ile uzaklastirildiktan sonra, etkin
maddenin sulu c¢ozeltisini iceren nanopartikiil siispansiyonu olusturulur. Bu
slispansiyon santrifiijlenerek nanopartirktller elde edilir, su ile yikama yapildiktan
sonra kurutulan nanopartikiiller liyofilize olarak kurutulur ve kullanilmak tlizere

dondurulur [26], [27].

Yiiksek basin¢gli homojenlestirme, kati lipid nanopartikiil/ nanolipid tasiyici
uretiminde kolaylikla uygulanabilen ve 6lgeklenebilir bir tekniktir. Bu teknik icin
sicak ve soguk olmak tizere iki yaklasim mevcuttur. Sicak homojenlestirme
yonteminde ise oncelikle erimis lipid ve aktif bilesen dispersiyonu 6n emiilsiyon
elde etmek icin sulu ylizey aktif madde faziyla bir karistirici ile karistirilir. Bu islem,
lipidin erime noktasinin 5-10° C iizerindeki sicaklikta gerceklestirilir. Ardindan, bu
on emilsiyon, homojenlestiriciden gonderilir ve alt mikron boyutlar1 ve
polidispersite elde etmek i¢in birka¢ dongl boyunca tekrarlanir. Bu islemden elde
edilen emiilsiyon hizla sogutulur ve sivi damlaciklari kristallestirilerek lipid matrisli
partikiiller tiretilir. Termal olarak kararsiz pargaciklarin tiretimi i¢cin soguk basing
homojenizasyonu kullanilmaktadir. Soguk homojenlestirme de benzer basamaklara
sahiptir. Proses, erimis lipid ve aktif bilesen dagilimini sogutmakla baslar. Bir 6n
dispersiyon, surfaktanin soguk sulu ¢ozeltisinin dispersiyonu ile olusturulur. Biiyiik
partikiiller yliksek basin¢li homojenlestirici ile kat1 lipid nanopartikiillere ayrilir. Bu
asamada, sicak prosesle karsilastirildiginda daha fazla dongii gerekmektedir, ciinkii
soguk homojenlestirme ile tiretilen parcaciklar daha serttir ve kirilmasi ¢ok zordur

[28].

Ultrason, 16 kHz'in tUzerindeki frekanslara sahip ses dalgalarina verilen addir.
Ultrasonikasyonun birincil mekanizmasi, ultrasondan etkilenen kabarciklarin
olusumu ve ¢okiisiine neden olan akustik kavitasyona dayanmaktadir. Genis aktif

frekans bolgesi, bu teknigin 6nemli bir avantajidir. Frekansi ayarlayarak, partikiil
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biyukligi, yizey purizliligi ve yapisi dizenlenebilir [29]. Yontemde ilk olarak
erimis lipid ve sicak surfaktan madde ¢ozeltisinden olusan 6n emiilsiyon karisimi
hazirlanir, ardindan lipit faz1 kavitasyon yoluyla daha kii¢ciik mikro damlaciklara

ayristirilir. Bu mikroemiilsiyonu soguttuktan sonra, kat1 parcaciklar elde edilir.

Bir maddenin belirli siv1 ve gaz fazlarinin bulunmadigy, sicaklik ve basing degerleri
kritik nokta olarak adlandirilir. Kritik noktasinin tistiindeki herhangi bir madde,
stiperkritik akiskan (SCF) olarak adlandirilir. CO2 giivenli, ucuz, inert ve kritik
noktasi diisiik oldugundan, bu yontemde kullanilan bir stiper kritik sividir. SCF i¢in
birka¢ yaklasim bulunmaktadir. SCF, bir ¢oziinen, ¢6ziicli veya antisolvent olarak
kullanilabilir [29]. Stiperkritik ¢ozeltinin hizli genlesmesi (RESS) ve stiperkritik anti-
¢Oziici yontemi (SAS) en ¢ok kullanilan yontemlerdir. RESS yonteminde, etkin
madde ve polimer stiperkritik ¢oziiclide yiiksek basingta ¢oziindiirtiiliirken, SAS
yonteminde ila¢ molekilleri organik ¢oziiciide ¢o6ziindiiriildiikten sonra siiperkritik
sivi (genellikle stperkritik COz) ile temasta birakilir. Organik fazin siiperkritik

¢Oziiciide hizlica ¢o6zlinmesinin ardindan nanopartikiiller elde edilir [30].

Elektrospinning ve elektrospreying yontemi, mikro ve nano ¢aplara sahip bir dizi
liflerin/partikiillerin tiretiminin gergeklestirildigi, hizli, uygun maliyetli, giivenilir ve
pratik bir yontemdir [7], [8]. Bu yontemin temeli, gerilim kaynagina bagh bir
igneden mikro ve nano boyutlarda ¢ok kii¢iik ¢cap biiyiikliigline sahip fiberlerin veya
partikiillerin elektrostatik kuvvet yardimi ile disari ¢ekilmesine dayanmaktadir.
Nano yapilari olusturacak malzemelerden olusan ¢6zelti igneye dogru bir siringa ile
beslenmektedir ve akis hiz1 bir pompa yardimi ile kontrol edilmektedir. Olusan
yapilarin morfolojisi ve ¢api, ¢cozeltinin akis hiz1 ve viskozitesi, uygulanan voltaj ve

atis uzakligina bagh olarak bircok parametre tarafindan degismektedir [9].
2.2 Elektrospreying ve Elektrospinning Teknolojisi

Elektrospreying , nano/mikropartikiller, fiberler ve ince filmler halinde farmasotik
ve biyomedikal malzemelerin imalati i¢in kullanilan ¢ok y6nli bir teknolojidir [31].
Gida endistrisinde elektrospinning/elektrospreying ile iiretilmis partikiill ve
fiberlerin kullanimina duyulan ilginin artmasi gida bilesenleri, enzimler ve gida
endistrisi ile ilgili diger aktif bilesiklerin kapsiillenmesi tlizerine ¢alismalari

arttirmistir. Biyobozunurluk ve biyouyumluluk gibi biyopolimerlerin fiziksel ve
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kimyasal o6zellikleri ile antibakteriyel aktivite gibi 6zellikleri, 6zellikle kapsiilleme
ve salim sistemlerinde, bu triinler i¢in biiyiik bir talep yaratmistir [32]. Bu tiir
kompozitlerin 6nerilen spesifik uygulamalari, aktif ambalajlama veya tiiketim i¢in
besin aktivitesinin korunmasi iizerinedir [33]. Elektrospinlenmis ya da elektrosprey
yontemiyle Uretilmis gida malzemesinin bir baska faydasi, meydana gelen triiniin
dokularda veya agizdaki hissinin gelistirilmesidir [34]. Kapstlleme yoluyla aktif
bilesiklerin korunmasi, gida ve ilag teknolojisi uygulamasinda en ¢ok arastirilan
alandir [35]. Aktif bilesiklerin fiberlere/partikiillere kapstillenmesi, genellikle aktif
bilesiklerin polimer ¢ozeltisine karistirilmasi ve elektrospinleme/elektrspreyleme
ile elde edilir. Gida ile ilgili urtinlerin uretimi igin toksik c¢o6ziiciilerin
kullanilmasindan kaginmak icin, kullanilan ¢ogu polimer su veya etanolde ¢oziliir.

Son yillarda, yaglar ve karotenoidler gibi lipofilik biyoaktif bilesenler, sagliga
faydalar1 nedeniyle kiiresel capta buyiik ilgi gormektedir. Bununla birlikte, yiiksek
miktarda omega-3 yag asidi iceren yaglar oksidasyona karsi oldukca hassastir;
omega-3 yag asitlerinin oksidasyonu, peroksit olusumuna ve son olarak da bazilari
tat vermeyen ve sonucta omega-3 yag asitlerinin besin degerini distliren ugucu
bilesiklere yol agar. Bu nedenle, lipofilik biyoaktif bilesenlerin yenilebilir bir bigcimde
kapsitillenmesi ve bunlarin gida sistemlerine veya besin takviyelerine dabhil
edilmeleri, gida ve ila¢ endiistrisi tarafindan yogun bir sekilde arastirilmaktadir

[33], [36]-[38].

2.2.1Elektrospinning ve Elektrospreying Yontemlerinin Temelleri

Elektrospinleme, asili halde olan polimer ¢ézeltisi damlaciginin elektrostatik giicler
kullanilarak ince bir fiber seklinde, topraklanmis bir toplayicida biriktirilmesi
islemidir [39]. Bu proseste sivi fazdaki polimer, igne ucundan, bir siringa pompasi
tarafindan sabit bir hizda veya bir baslik tankindan sabit bir basing¢ta ekstriide edilir
ve ugta bir damlacik olusur. Kii¢iik bir hacimde polimer sivisinin bir elektrik alanina
maruz kalmasi durumunda, damlacik, Taylor konisi olarak bilinen bir yapiya
dontiserek, en yakin en diisiik potansiyel noktaya dogru uzanir. Elektrik alani
elektrik kuvvetlerinin damlaciklarin Taylor konisinin ucundan yiizey gerilimini
astig1 kritik bir degere ulastiginda, ytkli bir sivi akimi veya sivi polimer jeti atilir

(Sekil 2.1) [40].
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Sirmnga

Polimer soliisyonu Taylor konisi

Giic S — -
kaynag

Y Kollektor

Sekil 2. 1 Elektrospinning isleminin sematik gosterimi

Jet daha sonra, uctan toplayiciya gecisi sirasinda "¢irpma dengesizligi" (daha
genisleyen bir helezon olarak tanimlanir) vasitasiyla uzatilir. Jet ayrica
zaylflamasina katkida bulunabilecegi diisiiniilen striiklenme kuvvetlerine de
tabidir. Elektrostatik kuvvet, siiriiklenme kuvveti, yercekimi, kolombik itme kuvveti,
ylzey gerilimi ve viskoelastik kuvvetlerin hepsi yiikli jet lizerinde etki eder [41].
Polimer jetinin inceltilmesi, ¢6ziicii buharlasana kadar devam eder ve topraklanmisg

toplayici tizerinde siirekli fiberler biriktirilir [38].

Yikli iplik, atildig1 ugtan toplayiciya dogru elektrostatik kuvvetle atildiginda,
cevresindeki hava ile etkilesiminin bir sonucu olarak ytliksek hizli jet lizerine
stiriiklenme kuvveti uygulanir. Damlaciklarin genislemesi, kolombik kuvvete,
incelme ise ylizey gerilimi ve viskoelastik kuvvetlere baglanir. Elektrik alanin varligi,
surecte gozlenen elektrostatik ve kolombik itme kuvvetlerini dogrudan etkiler.
Elektrik alani, yuikli damlaciklarin kiire seklinden kiire benzeri bir yapiya
doniismesine yol acar ve elektrospreylemeden (sivi atomizasyon) elektrospinleme

islemine gecisi etkiler [38].

Elektrospreying (elektrohidrodinamik ptiskiirtme), elektrik alani vasitasiyla mikro
ve/veya nano boyutta partikiil iiretimi islemidir. Bu islemde, yliksek potansiyelde
tutulan kilcal bir noziilden/igneden akan sivi, bir jet veya is mili bigiminde

uzamasina neden olan bir elektriksel alana tabi tutulur. Jet, temel olarak elektriksel
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kuvvet nedeniyle damlaciklara dontstr. Elektrospreylemede, sivi atomizasyonu
icin elektrik alandan baska hi¢bir mekanik enerji gerekmez. Partikiillerin boyutu,
nozile uygulanan itme hiz1 ve voltaji ayarlayarak bir dereceye kadar kolayca kontrol
edilebilir. Elektrospreylemenin, geleneksel mekanik piiskiirtme sistemlerine gore

bazi avantajlar1 vardir:

1.  Partiktllerin, geleneksel mekanik yontemlerle elde edilenlerden daha kiigiik
boyutlar1 vardir ve 1 pm'den kiiciik olabilirler.

2. Partikillerin boyut dagilimi genellikle diisiik standart sapma ile dardir.

3. Yukli partikiiller, uzayda kendi kendine dagilir, bu da partikiil
aglomerasyonunun ve pihtilasmanin olmamasina neden olur.

4. Yikli partikillerin hareketi elektrik alanlariyla kolayca (sapma veya
odaklanma dahil) kontrol edilebilir.

5.  Bir nesnede ytikli spreyin birikme verimliligi, ytiiklii olmayan partikiillerden

¢ok daha ytiksektir [42]-[48].

Kardes teknolojiler olarak diistniilen elektrospinleme ve elektrospreyleme
(elektrohidrodinamik piiskiirtme) arasindaki farklilik, polimer ¢6zeltisinin
konsantrasyonundaki degiskenlikle en kolay kontrol edilen hammaddenin
molekiiler kohezyon derecesi olup bu da polimer konsantrasyonundaki degisiklik
ile ayarlanabilmektedir [49].

Cozelti konsantrasyonu ya da sividaki molekiiler zincir dolasimi yiiksek oldugunda,
Taylor konisinden gelen jet stabilize edilir ve bir mikro veya nanofiber iiretir. Cozelti
konsantrasyonu diisiikse, jet dengesizlesir ve bu nedenle ince kiiresel cisimler ve
mikro pargaciklar olusur [44]. Yukarida da bahsedildigi gibi bu yiiksek oranda yiikli
partikiiller, elektrostatik itme nedeniyle uzayda kendi kendine yayilir, boylece
damlacik birikmesi ve pihtilasmasi onlenir. Partikiillerin boyut dagilimi diisiik
standart sapma ile genellikle dardir, ve partikiillerin geleneksel mekanik
yontemlerle temin edilebilecek boyuttan daha kii¢iiktiir ve 1 pm'den daha kiiciik
olarak olusabilirler [42]. Partikiillerin elektrostatik kuvvet ile bozulmasi, Rayleigh
tarafindan uzun zaman oOnce 1882’de gozlenmistir. Coziiciiniin buharlasmasi
damlaciklarin biiziilmesine ve katilasmasina neden olarak topraklanmis kollektérde

kat1 polimerik parcaciklarlarin olusmasina neden olur. Elektrodinamik kuvvetler
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kullanilarak gerceklestirilen bu prosesin, ilag dagitim sistemleri, gidalar tizerinde
film kaplama, cikolata isleme, aktif bilesik igceren kati lipid nanoparcaciklarinin
hazirlanmasi, nutrasétiklerin stabilizasyonu ve 6zellikle biyoaktif ve probiyotiklerin

kapstillenmesi i¢in kullanilma potansiyeli bulunmaktadir [38], [46].

Elektrospinnig ile tretilen fiberler veya elektrospreyle elde edilmis partikiiller
icinde enkapsiile edilen biyoaktif bilesiklerin gelismis stabilite ve islevsellige sahip
oldugu ve fonksiyonel gidalarda igerik olarak kullanilabilecegi calismalar tarafindan

ortaya konulmustur [38].

2.2.2 Polimer Cézeltisinin Ozellikleri

Fiber ¢cap1 ve morfolojisini etkileyen ana parametrelerden biri polimer ¢6zeltisidir.
Fiber cap1 ve ayr1 ayr fiberlar boyunca boncuk olusumu egilimi yiizey gerilimi ve
cozeltinin vizkozitesi ile ilgilidir. Cozelti oOzellikleri, polimer konsantrasyonu,
polimerin molekiiler agirlig), yiizey gerilimi ve ¢ozelti iletkenligine gore degisiklik
gostermektedir.

2.2.2.1 Polimer Konsantrasyonu, Molekiiler Agirlik ve Fiber Morfolojisi

Genel bir egilim olarak, sentetik polimerlerin ¢6zlnirligii molekiler agirlik
azaldik¢a artar. Bununla birlikte, viskozite, kuvvet, esneklik ve molekiiler zincir
dolasma derecesi gibi diger 6nemli fiziksel 6zellikler molekiiler agirlikla artar [50].
Elektrospreying partikiillerinin piirtizsiiz veya piiriizlii yiizey morfolojisi dogrudan
polimer zinciri basina dolasma sayisina baghdir. Fazla sayida dolasma, polimerik
cozeltinin viskozitesini artirarak elektrospinleme isleminde oldugu gibi lif
olusumuna yol acacaktir. Ote yandan, daha yiiksek molekiiler agirhkli polimerlerin
elektrospreyingleri, diisiik dozajlarda bile zincir dolasmalar1 daha kolay
gerceklestigi icin diisiik ¢oziinen konsantrasyonunu gerektirir. Genel bir kural
olarak, iliml sayida zincir dolasmalarina yardimci olan organik ¢oziictilerde dusiik
c¢oziinen konsantrasyonlarinda yliksek molekiiler agirhikli  polimerlerin
elektrospreylenmesi daha kolaydir [31], [48].

Elektrospinleme sirasinda fiber olusumunu kolaylastirmak i¢in belirli bir minimum
polimer konsantrasyonu gereklidir. Bu kritik degerin altinda, voltaj uygulamas;,

esas olarak Rayleigh kararsizlig1 nedeniyle (kilcal dalga ayrilmasi) elektrospreying
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ve boncuk olusumu ile sonuclanir. Polimer konsantrasyonu arttik¢a, bir boncuk ve
fiber karisimi elde edilir. Polimer konsantrasyonundaki herhangi bir baska artis,
stirekli bir fiberin olusmasina neden olur. Bununla birlikte, polimer konsantrasyonu
st sinirin 6tesinde arttirillamaz, ¢iinkii yaygin olarak bildirilmemesine ragmen, elde
edilen yiiksek cozelti viskozitesi, siirekli elektrospinlemeyi engeller [50]. Gupta,
Elkins, Long ve Wilkes (2005), seyreltik c¢o6zeltilerin elektrospinlenmesinin
molekiler zincirler arasinda yetersiz ortiisme nedeniyle polimer damlaciklarinin
olusmasina yol ag¢tigini ileri sirmistir. Konsantrasyon arttik¢a, polimer

damlaciklar1 ve bazi boncuklu fiberler gozlenmistir [51].

Tan, Inai, Kotaki ve Ramakrishna (2005), elektrospinleme islemi ile ultra ince
fiberlerin tiretimini etkileyen faktorleri sistematik olarak incelemistir. Ana
parametreler iki gruba ayrilmisir. Birincisi, igne ucundan beslenen polimer kiitlesini
(ornegin, polimer konsantrasyonu, uygulanan voltaj ve hacim besleme hiz1) ve
ikincisi, elektrospinleme sirasinda elektrik kuvvetini etkileyen parametrelerdir

(ornegin, ¢oziiciilerin elektriksel iletkenligi) [52].

Polimer konsantrasyonunun, molekiil agirhginin ve ¢ozeltinin elektriksel
iletkenliginin, fiberlerin morfolojisinin belirlenmesinde temel bir rol oynadigi
belirtilmistir. Daha kiigiik capli polimer fiberleri, yiiksek elektriksel iletkenlige ve
diisiik konsantrasyona sahip polimerler kullanilarak spinlenebilirler. Bir ¢6zeltinin
elektriksel iletkenligi bir jet tizerindeki yiik yogunlugunu yansitir, bu da bir elektrik
kuvvetiyle jetin uzama seviyesini etkiler. Bu nedenle, ayni uygulanan gerilim ve
spinleme mesafesi altinda, daha yiiksek bir elektrik iletkenligine sahip bir ¢ozelti,
ekseni boyunca daha yliksek uzamaya sahip jet olusumu ve dolayisiyla daha kiiciik

capl fiber olusumuna neden olur [52], [53].

Demir, Yilgor, Yilgor ve Erman (2002) viskozite, ¢ozelti konsantrasyonu ve
sicakligin hem elektrospinning islemini hem de elde edilen fiber o6zelliklerini
etkileyen c¢ozelti ozellikleri arasinda baskin faktorler oldugunu gostermistir.
Fiberlerin morfolojisinin viskozite, konsantrasyon ve sicaklik ile giiclii bir sekilde
iliskili oldugu sonucuna varmislardir. Diisiik konsantrasyonlu ¢ozeltiler boncuklu
fiber olusumuna dogru ilerlerken, artan konsantrasyon kivrimli, dalgah ve diiz fiber

yapilarin olusumunu desteklemektedir [54]. T. Lin, Wang, Wang ve Wang (2005),
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polimer konsantrasyonundaki ve ¢ozelti viskozitesindeki degisikliklerin dogrudan
birbirine baglhh oldugunu go6stermistir. Seyreltik polimer c¢ozeltilerinin
elektrospinlenmesinde boncuklar veya tanecikler olusturan bir yapi tiretilmis ve en
seyreltik polimer ¢o6zeltilerinden ise hig fiber tretilememistir [55].

Lim, Tan ve Ng (2008), seyreltik ¢ozeltilerin viskozitesinin azalmasindan dolay,
polimer zincirlerinin daha fazla hareketlilige sahip oldugunu belirtmislerdir.
Seyreltik cozeltilerden daha kiiciik caplarla tretilen fiberlerin daha yiiksek bir
molekiiler yonelim, kristallik, sertlik ve mukavemet derecesine sahip olduklari
ancak diisiik siineklik gosterdikleri bulunmustur [56].

Zong vd. (2002) ayrica polimer konsantrasyonunun veya polimer ¢ozeltisinin
viskozitesinin, fiber morfolojisini kontrol etmek icin en etkili degiskenlerden biri
oldugunu vurgulamistir. Boncuk ¢aplarinin arttig1 ve ¢ozeltinin viskozitesi arttik¢a
boncuklar arasindaki ortalama mesafenin arttigi bulunmustur. Uniform fiberlerin
daha ytiksek polimer konsantrasyonunda ve daha diisiik elektrik alan kuvvetinde
elde edilebilecegi sonucuna varmislardir [57].

Aljinat, seliiloz ve kitosan gibi bir dizi dogal polimer ve polikaprolakton (PCL), poli
(D, L-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) ve polistiren (PS) gibi sentetik polimerler
elektrosprey yontemi ile nano yapilar tiretmek icin degerlendirilen polimerlerdir.
Polimerlerin elektrospreying prosesinde, nano ve mikropartikiillerin katilagmasi,
polimerin ¢ozeltiden disar1 difiize olmasi ve ¢6ziiclinlin buharlagmasi ile es zamanl
gerceklesir [31], [40].

2.2.2.2 Coziicillerin Etkisi

Fiberlerin morfolojisi, biiyiik o6lglide ¢oziiciiniin fiziksel ve elektriksel
ozelliklerinden etkilenir. Tipik bir spinning ¢dzeltisi, agirlikca % 80-90 ¢oziicii ve
agirlikca % 10-20 polimerden olusmaktadir, bu nedenle elektrospinleme icin
¢oziiciilerin se¢imi ve bunlarin fiber morfolojisi tizerindeki etkileri, son yillarda ana
arastirma alanlarindan biri olmustur. Wannatong vd. hem fiberlerin yogunlugunun
hem de boncuklarin varliginin solvent seciminden etkilenebilecegini gostermistir
[58]. Uyar ve Besenbacher (2008), toplanan fiberlerin kurulugundaki farkliliklarin,
solventin yogunluguna ve kaynama noktasina bagh olabilecegini belirtmistir [59].

Toplanan fiberlerin kurulugu, ¢6ziiciiniin yogunlugu ve kaynama noktasi azaldikca
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artmistir. Solvent tipi ayrica fiber morfolojisini de etkileyebilir. Q. Yang vd. (2004),
diklorometan (MC), etanol, N, N, dimetilformamid (DMF) ve bunlarin karisik
cozicllerinin, elektrospinleme islemi sirasinda ultra-ince iiniform poli (vinil
pirolidon) (PVP) fiberlerinin olusumu tlizerindeki etkilerini arastirmistir. Toplanan

fiber morfolojilerinde, biiyiik farkliliklar oldugu bildirilmistir [38], [60].

Basarili bir elektrospreying islemi i¢in kritik olan baska bir deneysel degisken olan
coziicu ozellikleri yukarida da bahsedildigi gibi, dielektrik sabiti, buhar basinci, ¢ok
cesitli ¢oziliclinlin karisabilirligi ve viskozitesi gibi ¢oziicii 6zelliklerine odaklanir.
Elektrospreying isleminde genel olarak, orta derecede buhar basincina veya ugucu
davranisa sahip bir c¢oziicii sistem, c¢oziiciiniin damlaciklarin igne ucundan
toplayiciya ucusu sirasinda buharlasacagr sekilde secilir. Coziicii diisiik buhar
basincina sahip oldugunda, toplayici plakadaki elektrospreying damlaciklari
agregat olusturmak icin yiiklenirken, asir1 yiiksek buhar basincina sahip ¢ozictler,
sistemde istenmeyen parcacik morfolojisine yol acar ve parcgaciklarin ince
damlaciklara ayrilmasindan 6nce buharlasir. Coziicii viskozitesi, elektrospreying
partikiillerinin pliriizsiiz ylizey morfolojisine sahip tliretilmesi i¢in bir baska 6nemli
parametredir. Eger ¢oziicii olduk¢a ucucu ve/veya viskoz ise, ¢oziicu partikiillerin
toplayiciya dogru ugusu sirasinda buharlasirken, polimerin ylizeyden pargacik
cekirdegine dogru yayilmasini engeller. Rekabet eden polimer yiizey difiizyonu ve
¢oziici buharlasma olgusu, Peclet numarasi ile temsil edilir [48]. Yilizey gerilimi,
partikiillerin boyutunu ve morfolojisini belirleyebilen ve polimer konsantrasyonu
ve c¢ozelti viskozitesi ile yakindan iligkili bir baska faktordiir. Polimer
konsantrasyonunda artisla birlikte, hem viskozite hem de ylizey gerilimi artar, bu
da ylizey gerilimini asmak ve ¢ozeltiyi ince damlaciklara bélmek icin biiytik bir voltaj
uygulanmasini gerektirir. Kiiresel partikiil tiretimi i¢in diisiik viskoziteli seyreltik
bir polimer ¢6zeltisi 6nerilir [48]. Kii¢lik boyutlu parcaciklarin tiretimi icin bir baska
onemli parametre ¢oziici iletkenligi veya dielektrik sabitidir. Damlacik boyutunu
cozucuniin dielektrik sabiti ile iliskilendiren 6l¢eklendirme yasalarina gore, daha
kiigiik boyutlu pargaciklarin imalati i¢cin daha ytiksek iletkenlige sahip bir ¢oziici
sistemi gereklidir [61]. Yukarida bahsedilen ¢6zilici parametrelerinin timi,
partikiillerin morfolojisini ve boyutunu belirler. Daha da énemlisi, ila¢ saliniminda
¢ozlicl secimi, polimerik bir tasiyicida ve salma kinetiginde ila¢ kapsiillemesi icin
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kritik 6neme sahiptir. Hem ila¢ hem de tasiyic1 tek bir ¢oziici icinde ¢ozildigu

zaman, tek eksenli elektrospreying ile ila¢ kapsiillenmesi mimkiindir [31].

2.2.3 Proses Kosullar

Elektrospinleme/elektrospreyleme islemini etkileyen diger 6nemli parametreler
voltaj, igneden kollektore olan mesafe, hacimsel besleme hizi, igne ¢api ve ayrica

sicaklik, nem ve atmosferik basing olarak siralanabilir.

2.2.3.1 Voltaj

Elektrospinleme isleminde polimer ¢ozeltisine yiiksek gerilim uygulanmasi, noziil
ile kollektor arasindaki elektrik alan kuvvetini ve dolayisiyla ¢ekme kuvvetini
kontrol eder. Soliisyona elektrik verildikten sonra harici elektrik alani, soliisyondaki
elektrostatik kuvvet, soliisyonun yiizey gerilimini astifinda elektrospinleme
islemini baglatir. Cozeltinin besleme hizina bagh olarak, kararl bir Taylor konisinin
olusmasi icin yiiksek bir voltaj gerekli olabilmektedir. Ylizey gerilimi ve elektrik
kuvveti arasindaki denge, igne ucundaki polimer ¢ozeltisinin ilk koni seklinin
belirlenmesinde kritik rol oynar [57]. Voltaj1 arttikea, tekli jetin uzunlugu hafifce
diisme egilimindedir ve Taylor konisinin tepe ag¢is1 artar. Uygulanan voltaj daha
yiiksekse, polimerin daha fazla miktarda sarj olmasi, jetin daha fazla hizlanmasina
neden olur ve ignenin ucundan daha fazla miktarda ¢ozelti cekilir. Bu, daha kiiciik
ve daha az kararl bir Taylor konisine neden olabilir [62].

Viskozite arttikca, jeti zayiflatmak ve fiberler olusturmak i¢in ve hem yiizey gerilimi
hem de viskoelastik kuvvetin tUstesinden gelmek icin daha fazla kuvvet
gerekmektedir. Genel olarak, daha yiliksek bir elektrostatik kuvvetin ve
damlaciklarin daha fazla ayrilabilirliginin, uygulanan yiiksek voltajin sonucu oldugu
kabul edilir; bu durum fiberlerin ortalama ¢aplarinda bir diistise yol agar [38].

Lin vd. (2008) uygulanan voltajin ve toplayiciya olan mesafenin elde edilen fiber
cap1 lzerindeki etkisini agiklamistir. Ortalama fiber ¢apinin, uygulanan voltajdaki
ilk artistan sonra minimum bir degere ulastigin1 ve ardindan uygulanan voltaj
arttikca daha biiyiik hale geldigini belirtmislerdir [63]. Bu egilim, voltaj arttikca
fiber olusturmak icin kullanilabilen daha kisa deformasyon siiresine baglanmistir.

Bu, elektrospinleme sirasinda siklikla “ucus stiresi” olarak adlandirilir [61].
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2.2.3.2 Akis Hiz1

Polimer ¢ozeltisinin akis hizi, elektrospinleme sirasinda igne ucunda mevcut ¢ozelti
miktarini belirler. Belirli bir elektrik alanindaki akis hizindaki herhangi bir
degisikligin, fiber morfolojisini biiyiik 6lciide etkilemesi beklenen bir durumdur.
igne ucunda askida birakilan damlacik biiyiik oldugunda ve yiiksek bir besleme hiz
oldugunda, fiber toplanmadan 6nce uzaklastirilacak biiyiik bir ¢6ziici hacmi vardir
ve jetin gecis halindeki hizi, ¢éziiclii buharlasma zamaninin sinirh oldugunu gosterir.
Bu durum, toplanan fiberler arasinda biiyiik boncuklara ve kaynasmis baglantilara
neden olabilir [57]. Diisiik akis hizlar1 solvent buharlagmasi i¢in daha fazla zaman
saglar, boylece boncuk olusumu azaltilabilir. Fiberlerdeki ortalama goézenek

boyutunun, polimer akis hiz1 arttikca arttig1 da gozlenmistir [38].
2.2.3.3 igne Cap1

Spinning olarak bir igne kullanan elektrospinning sistemleri durumunda, ignenin i¢
cap1 veya pipet deligi islemi etkileyebilmektedir. Igne ¢ap1 arttik¢a, ignenin ucunda
tikanma meydana gelebilir. Bu, yiizey gerilimi etkilerinin bir sonucudur. igne ¢apini
azaltarak damlacik yaricapinin diistirilmesi, damlaciklarin yiizey gerilimini arttirir.
Elektrostatik alan kuvvetinin sabit oldugu varsayildiginda, jetin baslangictaki
ivmelenmesi artan polimer yiizey gerilimi ile azalir ve dolayisiyla ortalama hiz
duser. Etkili bir sekilde, bu durum, igne ucundan toplayiciya jet ucus zamaninin
arttigl anlamina gelir. Bu, ¢oziici buharlasma, jet zayiflamasi ve ayrilma siiresini
arttirir. Sonuc olarak, kii¢iik capli bir igne kullanilarak daha kiiciik ¢capli ve daha dar
boyut dagilimli fiberler elde edilebilir. Bununla birlikte, deligin ¢ap1 ¢ok kiiciikse,
¢ozeltinin ylizey gerilimine bagh olarak polimer damlasinin olusturulmasi zor
olabilir [64].

2.2.3.4 Toplayic Plaka (Kollektor) Uzaklig:

Polimer jetinin uzamasi, Taylor konisinin olustugu igne ucu ile toplayici arasinda
gerceklesir. Beklenebilecegi gibi, mesafenin jet ugus stiresi ve elektrostatik alan
siddeti tlizerinde dogrudan bir etkisi vardir. Fiberin yetersiz sekilde kurutulmasi,
igne ucu ile toplayic1 arasindaki yetersiz mesafe ile iliskilendirilir. Mesafenin
arttirllmasi, boncuk olusumunu ve ortalama fiber ¢apini azaltma egiliminde olan

daha uzun ugus siireleri ve ¢oziicii buharlasma siireleri ile sonu¢lanir [38]. Bununla
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birlikte, sabit bir voltajda, mesafedeki bir artis elektrostatik alan kuvvetinin
azalmasina ve jet yarilmasinin ve zayiflamasinin azalmasina katkida bulunur. Bu
nedenle, mesafe sifirdan arttik¢a, ortalama fiber ¢capi mesafe daha da artmadan 6nce
minimum bir degere ulasmaktadir [63]. Mesafeyi diisiirmenin etkisinin, voltajin
arttirilmasi ile fiber morfolojisi ve fiber ¢api tizerinde benzer bir etkiye sahip oldugu
iddia edilebilir. Ying, Zhidong, Qiang ve Zhicheng (2006), ortam neminin dusiik
olmasi1 durumunda, mesafenin artirilmasinin, daha uzun mesafelerde daha fazla
¢oziici buharlastikea, fiber ¢apinda bir azalmaya yol agabilecegini bildirmistir.
Tersine, ortam nemi yliksek oldugunda, artan mesafe buharlagsma hizini arttirmaz,
ancak sadece alan giiclinii azaltir. Topraklanmis toplayic i¢in segilen malzeme tipi,
elektrospinleme islemi sirasinda olusan ytizey yiiki derecesini etkiler [65].

Bununla birlikte partikiillerin toplanma yoéntemi partikiillerin son halini ve
morfolojisini etkileyebilir. Genel olarak, elektrospreying yontemi ile iretilen
partikiller bir aliminyum folyo veya herhangi bir metalik toprakh kollektor
lizerinde toplanir. Bu durumda, pargaciklar toplanir veya birbirine yapisir ve ince
filmler olusturur. Partikiilleri dagitmak icin, parcaciklar bazen etanol veya su-etanol

karisimi veya diger sulu tamponlar gibi bir ¢6ziicii sistemde toplanir [31], [48], [61].

2.2.3.5 Ortam Kosullari

Ortam parametrelerinin, 6zellikle nem ve sicakligin, fiber/partikil morfolojisini ve
elektrospinleme/elektrospreyleme isleminin verimliligini etkiledigi
diisiiniilmektedir. Bunun nedeni, solvent buharlasmasi ile sicaklik arasinda ve
ayrica solventin iletkenligi ile sicaklik arasinda dogrudan bir iliski bulunmasidir.
Her ikisi de polimer c¢ozeltisinin elektrospinlenebilirlik  kabiliyetini
etkileyebilmektedir. Ayrica, polimer ¢o6zeltisinin polimer viskozitesi ve yilizey
gerilimi de sicakliktan etkilenmektedir [38]. De Vrieze vd. (2009) fiberlerin
ortalama  fiber = ¢apmmin  nemden  etkilendigini  ancak  egilimlerin
genellestirilemedigini gostermistir [66]. Elektrospinlenmis selilloz asetat
fiberlerinde, nemin artmasiyla ¢apta bir artis gozlenirken, poli (vinilpirrolidon) icin
capta bir azalma olmustur. Artan nemin goézenek capini ve fiberlerde gézenek
biiytikligi dagilhimin etkileyebilecegi de 6ne siirtilmiistiir. Demir vd. (2002), fiber

caplarinin sicaklikla tekdiizeliklerinde farkliliklar oldugunu bildirmistir [54].
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Elektrospreying islemini etkileyen parametrelerin etkileri goéz oOntine alinarak
parameter etkileri ve bu parametrelerin hangi sorunlara yol acabildigi Tablo 2.1'de

Ozetlenmistir.

Algal biyoaktif maddelerin enkapsiilasyonu, diger kaynaklardan elde edilen
biyoaktif maddelerin enkapsiilasyonuna kiyasla nispeten yeni bir yaklasimdir.
Tablo 2.2'de farkl proseslerle ve farkli materyallerle gerceklestirilen algal biyoaktif
maddelerin enkapstilasyonuna yoénelik c¢alismalar verilmistir. Sargassum sp.,
Haematococcus pluvialis, Phormidium valderianum ve ticari algal yaglar ile
gerceklestirilen c¢alismalarda dondurup kurutma, sprey kurutma, emiilsiyon,

stiperkritik yontem gibi metotlar kullanilmistir [67]-[72].
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Tablo 2. 1 Elektrospreying isleminde partikiillerin boyutlarini ve morfolojilerini

etkileyen parametreler [40]

Parametreler Etki Sorun
-Gonderil
-Daha yiiksek akis hizlar1 artan onceriien S
o .. |yetersiz akis hiz,
partikil buytkligi ve porozite ile damlaciklarin konik
s h iliskilendirilir. seklini muhafaza
AKkis hi1zi .
-Cok distk akis hizlarn pargacik e;iebrﬁ_emeilfne nedgn
ylizeyinde daha fazla deformasyonla ;aarc;;:l;’klall‘ daya a
liskilendirilir.
Hgidiendirir hatalara yol agabilir.
-Yetersiz calisma
-Mesafenin arttirtlmasi, umesl?liesL SZL‘;?E;
Toplayic1 plaka | elektrospreyle partikiillerin ¢apinin bﬁiarla ma d1§1n dan
uzakligi azalmasina ve boncuk olusum fiber /to$z &
egiliminde bir artisa neden olabilir. birikmesine neden
olabilir.
-Alan kuvvetinin arttirilmasi partikil
boyutunu 6nemli dl¢iide azaltir. -Yetersiz voltaj,
. sinin yuzey
Voltaj -Uygulanan hatali voltaj nedeniyle | gerilimini asmasl
boncuklu liflerin boyutunda artis | icin yeterli degildir.
olabilir.
-Artan
konsantrasyon,
svinin
Polimer -Polimer konsantrasyonu arttik¢a Vlnsk021tesmd'e. Ve
- yuzey  geriliminde
konsantrasyonu | partikiil ¢cap1 artmaya devam eder. >
artisa ve igne ucunda
dengesiz jet
olusumuna neden
olur.
-Daha biiyilik partikiillerin molekiil | -Molekiiler  agirlik
Polimer tiirii agirligr daha yiiksek olan polimerlerle | arttikca, polimerin
olusmasi daha olasidir. viskozitesi de artar.
Cozucu -Daha yiiksek yiizey gerilimi, daha | -Cok disuk
ozellikleri

biiylik  caplara  sahip liflerin/

buharlasma ve daha
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parcaciklarin olusumuna yol
acabilirken, daha dusik ylzey
gerilimi, daha yliksek piuskiirtme
olasiliklari ile artan kararsizliga neden
olur.

-Yetersiz uguculuk, serit benzeri
liflerin  olusumuna veya liflerin
flizyonuna yol acar ve c¢ok yiiksek
ucuculuk, ylizey morfolojisi ve
porozitesinin yanlis olmasina yol agan
liflerin ve partikiillerin ¢apinin
artmasina neden olur.

-Solventin  karigabilirligi  lif ve
partikiillerde kusurlara yol agabilir.

-Cozucinin dusuk iletkenligi, daha
biiyiik ¢capl parcgaciklarin olusumuna
yol acabilir.

ylksek ¢cozucl
tutma, artan fiber
caplarina yol

acarken, cok yiiksek
buharlasma oranlari
hatah ylzey
morfolojisi ve
gozeneklilige neden
olmaktadir.

-Birincil  ¢ozeltiye
ikincil  ¢6ziicliniin
eklenmesi, sadece
gerekli olan voltaji
degistirmez, ayni
zamanda
buharlasma hizini da
etkiler.

-Diisiik iletkenlik
kararh damlacik
dagilimi icin
yetersizdir.

-Haznenin nemindeki artis, fiber

ylzeyinde dairesel sekilli

gozeneklerin olusmasiyla
Nem gozeneklerin  yogunlugunun  ve | -

derinliginin artmasina neden olur;

genellikle nem ile go6zeneklerin

derinligi artar.

-Sicaklik  molekiler

-Sicakliktaki artis, | mobiliteyi arttirarak

Sicaklik elektrospreying/elektrospinning icin | iletkenligi  arttirir,

tercih edilebilir bir parametredir.

viskoziteyi ve ylizey
gerilimini azaltir.
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Tablo 2. 2 Biyoaktif maddelerin elektrospinning ve elektrospreying yontemi ile

enkapsiilasyonu ¢alismalarina ait 6rnekler

Enkapsiile Duvar Boyut aralig: Amag Kaynaklar
edilmis icerik materyali
B-karoten Zein 1,140 nm UVisinlarina karsi | [73]
prolamin stabiliteyi
arttirmak
B-karoten yiiklii | PVA, PEO 407.9+138.6 nm | UVisinlarinakarsi | [74]
(PVA), stabiliteyi
Nanolipozomlar arttirmak
379.7+118.8 nm
(PEO)
w-3 yag asitleri | Zein 190-500 nm Balik yaginin | [75]
bakimindan oksidatif
zengin balik yagi stabilitesini
arttirmak
Gallik asit Zein 327-387 nm Termal kararliligi | [76]
ve antioksidan
aktiviteyi
saptamak
a-linolenik asit Jelatin, WPC | Nano, sub ikro ve | Termal maruziyet | [77]
ve soya | mikrokapstller | altinda oksidatif
proteini elde edildi stabiliteyi
izolat1 arttirmak
B-karoten WPC <100 nm Fotoksite kars1 3- | [78]
karoten  iceren
WPC
kapsiillerinin
stabilitesini
arttirmak
DHA Zein 500-700 nm Kararliligi [79]
arttirma
Folik asit WPC ve | Nano, submikro | Farkh kosullar | [80]
ticari ve altinda folik asit
dayanikli mikrokapsiiller stabilitesini
nisasta elde edildi arttirmak

31




3

Materyal ve Metot

3.1 Deneysel Calismada Kullanilan Hammaddeler ve Cihazlar

3.1.1 Mikroalgler ve Siyanobakteriler

Deneysel calismada incelenmek iizere Gottingen Universitesi SAG  Kkiiltiir
koleksiyonundan (Almanya) temin edilen Botryococcus braunii (30.81) mikroalgi ve
Microcystis aeruginosa (1450-1) siyanobakterisi secilmistir. Ayrica Soley
Biyoteknoloji Enstitlisi’'nden (ABD) temin edilen Chlorella protothecoides tiirinden

elde edilen mikroalg yag1 kullanilmistir.

Botryococcus braunii, 6-11 um caplarinda, yesil algler grubunun tek hiicreli, yavas
biiyliyen fotosentetik mikroalgi olup biiyiik miktarda biyokiitle, yag, karbonhidrat
ve diger biyoaktif molekiilleri tiretmektedir [81]. B. braunii tath sularda, hafif tuzlu
gollerde, su depolarinda ve havuzlarda yaygin olarak bulunmaktadir. B. braunii bazi
kiiltiir kosullarinda daha fazla hidrokarbon biriktirmektedir. Bu hidrokarbonlar
ozelliklerine gore A-sinifi n-alkadienler (C25-C31), B-sinifi 6z karbonlar (C30-C37)
ve L-sinifi tetraterpendir (C40). Yiiksek lipid icerigine sahip B. braunii, sterol,
triasetilgliserol ve yag asitlerini sentezlemektedir. Hidrokarbonlarin disinda, B.
braunii ekzopolisakkarit ve karotenoid gibi biyoaktif molekiilleri tiretmektedir
(Tablo 3.1) [82]-[84]. Sekil 3.1’de B. braunii mikroalgine ait mikroskop goriintiisii

verilmistir.
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Sekil 3. 1 B. braunii mikroalgine ait mikroskop goriintiisii (100x)

Tablo 3. 1 B. braunii mikroalginde bulunan biyoaktif molekiiller ve endiistriyel

uygulamalari
Biyoaktif molekiiller Endiistriyel Uygulamalari
Hidrokarbonlar Yakat, elektrik, dogal gaz, siv1 yakit, dizel

Polimerler, ilaglar, kozmetik triinler,

Alkanlar deterjanlar

Nutrasotik, famasotik uygulamalar,

Yag asitleri genomik calismalar

Gida, boya, tekstil, kaplama, stabilizator,

Ekzopolisakkaritler kalnlastiricr
Antioksidant 6zellikler, antikanser
Karotenoidler aktiviteler, nutrasotik ve farmasotik

uygulamalar

Microcystis aeruginosa, tek hiicreli, planktonik bir tatlisu siyanobakterisidir. Sekil
3.2’de de goriilebilecegi gibi hiicre icindeki gaz vezikiillerinin varlig, hiicrelerin su
lizerinde kalabilmesini saglamaktadir. Boylece durgun sularda koloniler su
ylzeyinde birikebilir ve algal ¢ogalma gerceklesir [85]. M. aeruginosa’nin hiicre

boyutlar1 2.61- 5.40 um c¢aplarinda degismektedir. M. aeruginosa 1518a bagh ve

33



aerobik bir siyanobakteri olmakla birlikte, belirli periyotlarda karanlik ve anaerobik
sartlarda yasayabilir [86]. M. aeruginosa microcystin gibi norotoksin maddeleri
tretebilmektedir. Bununla birlikte ekstraktlar1 antimikrobiyal, antifungal,
sitotoksik ve immun-baskilayic1 6zellik gosteren biyoaktif maddeler icermektedir

[87].

Sekil 3. 2 M. aeruginosa siyanobakterisine ait mikroskop gortintisii (100x)

Chlorella protothecoides farkl kiltiir kosullarinda fotototropik veya heterotrofik
olarak biiytliyebilen bir mikroalgdir. Soley Biyoteknoloji Enstitiisii’'nde heterotrofik
olarak yani asetat, glikoz veya karbon kaynag: olarak organik bilesikler eklenen
kiltir ortaminda C. protothecoides mikroalginin yetistirilmesi ile, yiiksek biyokiitle
ve lipid icerigi elde edilmektedir [88]. C. protothecoides biyoteknolojik ve biyoyakit
calismalarinda kullanilmakla beraber su iiriinleri yemleri, insan gidasi takviyeleri ve

farmasotikler gibi birgok lirtiniin 6nemli bir kaynagi haline gelmistir [89].

3.1.2 Makroalg

Deneysel calismada alg hammaddesi olarak Ulva lactuca tiiri yesil makroalgler
(Sekil 3.3) ve ticari olarak temin edilen kahverengi makroalgler (Sekil 3.4)
kullanilmistir. Ulva lactuca, Ulva cinsine ait yesil makroalglerden birisidir.
Yenilebilir olmakla birlikte deniz marulu olarak da bilinmektedir. Tas ya da diger
maddelere tutunarak biiyiirler ancak tutunduklari yerden kolayca ayrilip dalgali bir
ortamda da biiytimelerini siirdiirtirler. Ulva lactuca’nin toplam karbonhidrat igerigi
biyokiitlenin %55-60'1n1 olusturmaktadir [90]-[92]. Ancak makroalglerin yapisal

bilesimleri mevsimsel olarak degisebilmektedir. Yapilan analizler sonucunda
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toplam karbonhidrat miktar1 Ulva tiiri icin kuru agirhgin %63’tne, kahverengi

makroalg icin ise %65’ine denk gelmektedir.

Sekil 3. 3 Marmara Denizi kiyilarindan toplanmis Ulva lactuca makroalgleri

Sekil 3. 4 Ticari olarak temin edilen kahverengi makroalg (Sargassum sp.)
3.1.3 Kimyasal Maddeler

Deneysel ¢alismada mikroalglerin yetistirilmesi i¢cin BG-11 besiyeri kullanilmistir.
BG-11 besiyeri icin NaNO3, K2HPO4, MgS047H20, CaCl2.2H20, Sitrik Asit, Amonyum
ferrik sitrat, Na2EDTA, NA2CO3 ve iz elementler i¢cin H3BO3, MnCl2.4H20, ZnS047H:20,
NazMo004.2H20,  CuSO4.5H20, Co(NO03)26H20  kimyasallar1  kullamilmistir.
Karbonhidrat tayini i¢in fenol, H2SO4 ve D-Glikoz, protein analizi icin NaOH, Na2COs3,
K-Na-tartarat, CuS04.5H20, Folin-Ciocalteau ve BSA standart ¢ozeltisi kullanilmistir.
Mikroalglerin ekstraksiyonu asamasinda etanol, aseton ve dimetil stlfoksit
kullanilmistir. Aljinat ekstraksiyonunda kullanilmak tzere %37°lik HCl, Na2COs,

CaClz ve etanol kullanilmistir. Enkapsiilasyon calismalarinda ise polivinil alkol,
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Tween 20 ve sodyum aljinat kullanilmistir. Kullanilan tiim kimyasallar Merck

(Almanya) firmasindan temin edilmistir.

3.1.4 Kullanilan Cihazlar

Mikroalglerin yetistirilmesi asamasinda Wisd Laboratory Instrument marka
calkalayicili Kerman marka inkiibator, alglerin kurutulmasi asamasinda TEST
marka etliv, absorbans tayinleri i¢in PG Instruments T60 model UV
spektrofotometre, yag asitlerinin belirlenmesi icin YL Instruments 6100 GC marka
gaz kromatografisi cihazi kullanilmistir. Hammaddelerin termogravimetrik
analizleri, termogravimetrik analizor (TA Instrument, SDT Q600) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Ham maddelerin fonksiyonel gruplar1 FTIR ekipmani (Bruker,
Alpha) ile belirlenmistir. Elektrospreying c¢alismalar1 laboratuvar o6lgekli
elektrospinning/elektrospreying cihazinda (Holmarc Opto Mechatronics Pvt. Ltd.
Nano Fiber Electrospinning Unit model No:HO-NFES-0434) gerceklestirilmistir.

3.2 Mikroalglerin Yetistirilmesi

B. braunii mikroalgi ve M. aeruginosa siyanobakterisinin liretimi i¢cin BG-11 besiyeri
kullanilmistir. Bu besiyeri tath su mavi yesil algleri icin genel bir ortamdir.
Prosediire uygun olarak 829 ml saf suya tablolardaki bilesikler ilave edilip, 1 M
NaOH ve HCl ile pH degeri 7.1’ e optimize edilmistir (Tablo 3.2 ve 3.3). Kat1 ortam
icin de 15 g/l agar ilave edilmistir [93]. Hazirlanan besiyerleri 1 atm 121°C’de 15 dk
boyunca otoklavlanarak sterilize edilmis, ardindan petri kaplarina doktilerek ekim
icin hazir hale getirilmistir. Ekimi yapilan mikroalgler 15-20 giin siiresi icerisinde

biiylimeye birakilmistir.

Mikroalg yetistirme deneyleri Box-Behnken istatistiksel modeline gore
gerceklestirilmistir. pH, sicaklik, 151k, azot kaynagi, tuzluluk ve iz elementler gibi
mikroalglerin gelisimini etkileyen pek ¢ok c¢evresel ve kimyasal etken
bulunmaktadir. Mikroalglerin lipid icerigini en cok etkileyen parametreler ise
sicaklik, azot stresi ve 1siktir [18], [19]. Bu sebeple Box-Behnken modeline gore 3
faktorlii (azot miktari, sicaklik ve aydinlanma siiresi) deney tasarimi kullanilmistir.
Deney dizayninda 500 ml'lik besiyerleri i¢in azot miktar1 0.1875, 0.75 ve 1,3125 g
araliginda; sicaklik 15°C, 22,5°C ve 30°C ve aydinlanma stiresi, 12:12, 14:10 ve 16:8
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sa arali@inda degistirilmistir (Tablo 3.4). Gergeklestirilen deneyler ikiser kez

tekrarlanmistir.

Deneyler sonucunda belirlenen optimum kosullara gore c¢alismanin ileriki
asamalarinda kullanilmak tizere daha fazla mikroalg biyokiitlesi eldesi i¢in
mikroalgler %10 asilama ile laboratuvar 6lgekli biyoreaktorlerde yetistirilmeye

devam edilmistir.

Tablo 3. 2 BG 11 besiyeri igerigi [93]

mL Stok soliisyonu g/1000 H20
100 NaNOs3 15.0

10 K2HPO4 4.0

10 MgS047H20 7.5

10 CaCl2.2H20 3.6

10 Sitrik Asit 0.6

10 Amonyum ferrik sitrat 0.6

10 NazEDTA 0.1

10 NA2COs3 2.0

1 iz elementi soliisyonu -
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Tablo 3. 3 BG 11 iz elementi sollisyonu igerigi [93]

iz elementi soliisyonu

Bilesik Miktar (g)
H3BO3 2.86
MnCl2.4H20 1.81
ZnS047H20 0.222
Na:Mo004.2H20 0.39
CuS04.5H20 0.079
Co(N03)26H20 0.0494

Tablo 3. 4 Farkl kosullar altinda tiretilmis olan mikroalglerin deney parametreleri

Degiskenler Faktorler Seviye
X Diisiik(-1) Orta(0) Yiksek(+1)
NaNOs3 miktar (gr) X1 0.1875 0.75 1,3125
Sicaklik (°C) X2 15 22,5 30
Aydinlatma X3 12:12 14:10 16:8
doéngiisu (sa)
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3.3 Analitik Olciimler

3.3.1 Optik Yogunluk Ol¢iimii, Biiyiime Kinetigi ve Ol¢ek Biiyiitme

Optimum iiretim kosullar1 belirlenen mikroalglerin laboratuvar 6lgekli tiretimleri
boyunca optik yogunluklarinin ve biiylime hizlar1 ile 6lim sabitlerinin
belirlenmesinde yapilan spektrofotometrik ol¢iimler PG 60 Instrument UV-Vis
Spektrofotometre cihazi kullanilarak 680 nm’de absorbanslar1 alinarak

gerceklestirilmistir.

Biyoteknolojik endstriyel uygulamalarinin artmasi ile mikrobiyal biiylime, tiriin
olusumu ve substrat tiiketimi icin cesitli kinetik modeller tizerine c¢alismalar
yapilmaktadir. Kinetik modelleme prosesin kontroliinii saglamasi, proses maliyetini
diisiirmesi ve Uriin kalitesini arttirmasi agisindan iiretim proseslerinde 6nemli bir
adimi olusturmaktadir. Bu nedenle ¢alismanin kinetik acidan degerlendirilmesi icin

asagida belirtilen kinetik model denklemleri kullanilmistir.

Mikroorganizma biiytime hiz1 asagidaki formiil ile ifade edilir:

dX

e i (3.1)
Burada;
t: Zaman (saat)
w: Spesifik gelisme hizi (saat-1)
X : Biyokiitle miktar (g/L)’dir.
Biyokiitlenin zamana bagh degisimi,
logaritmik fazda, dX/dt = uX (3.2)
durgun fazda, dX/dt =0 (3.3)
ve 6lim fazinda, dX/dt = —kX (3.4)
seklindedir.
Bu esitliklerde:

k= Spesifik 6liim hiz1 sabiti (saat 1) ve
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X= Toplam biyokiitle miktar1 (g/L)’dir.

Fotobiyoreaktorlerin tasarimi ve ¢alisma kosullari, mikroalgal biyoaktif bilesikleri
elde etmek amaciyla uygun maliyetli mikroalg tretimi icin olduk¢a 6nemli
kriterlerdir. Akiskan 6zellikleri, siv1 ve gaz hiz1 ve biyoreaktoriin geometrisi ve tipi,
bir fotobiyoreaktorde kiitle transfer hizlarini etkileyen 6nemli parametrelerdir.
Kiitle transferine bagl olarak, mikroalg kiltlriiniin tiretkenligi olumsuz yonde
etkilenebilir. Bu sebeple bazi hidrodinamik karakteristiklerin ve kiitle transfer
katsayilarinin belirlenmesi ve laboratuvar 6lcekli fotobiyoreaktorlerde mikroalg
yetistirilmesinde fotobiyoreaktériin karistirma veya havalandirma etkisinden
dogacak olan kesme geriliminin etkisinin incelenmesi biiyiik 6nem tasimaktadir.
Mikroalg hiicreleri kesme gerilimine kars1 duyarhdir. Mikroalgler Eddy (Girdap)
biiytikliigiintn hiicre biytkligine yaklastig: tiirbiilansh kayma alanlarina maruz
kaldiklarinda, mikroalg hicreleri kendilerine zarar verebilecek bir dénme
hareketine maruz kalabilirler. Bununla birlikte asir1 kesme gerilimi altinda artan
hiicre 6limi gozlenebilir. Calismada optimum kosullarda biiytk ¢aph tretilecek
olan mikroalgler 6ncelikle, 500 ml erlenmayerlere ekilip, daha sonra kiiltiir, calisma
hacminin 14 L oldugu 20 L'lik fotobiyoreaktore transfer edilmistir (Sekil 3.5).
Fotobiyoreaktor siirekli kabarciklanma saglayan bir hava pompas: ile
havalandirilmistir ve hesaplanan gaz hiz1 3.71 m/s'dir. Asagida verilen esitlikler
dogrultusunda kesme gerilimi ve kiitle transferi karakteristikleri incelenmistir [94],
[95].
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A: tirbulansh girdap uzunlugu 6lcegi
€: Enerji tiiketim oram

u: siispansiyonun viskozitesi

p: sispansiyonun yogunlugu

P: kiitle birimi basina gii¢ girisi
n: donme hizi,

ds: sise cap1

dp:hiicre capi

VL: s1vi hacmi

Re: Reynolds numarasi

1: ortalama kayma gerilmesi

y: kayma orani

Gaz hold up (g), hacimsel genlesme yontemiyle hesaplanmistir:

HG HL
- = 3.10
¢ H; ( )

buradaki Hi. ve Hg, fotobiyoreaktdrdeki sirasiyla sivi ve gaz + siv1 yiiksekligidir.

*

C*"—C
in (g = kalt - t) (3.11)

Asagidaki esitlik kullanilarak grafigin egiminden kLa degeri hesaplanmaktadir. C*
¢ozunmis oksijen (DO) doygunluk konsantrasyonu, Co to'daki DO konsantrasyonu C
ise t zamaninda DO konsantrasyonuna karsilik gelmektedir. C6zliinmiis oksijen
konsantrasyonlar1 Hach Lange marka multimetrenin ¢6zlinmiis oksijen probu ile

belirlenmistir.
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Sekil 3. 5 20 L fotobiyoreaktorde gergeklestirilen tiretim
3.3.2Karbonhidrat Miktarinin Belirlenmesi

Mikroalglerin toplam karbonhidrat icerigi fenol-silfiirik asit yontemi ile
belirlenmistir. Fenol reaktifi %80 (w/w) olacak sekilde 20 g distile suya 80 g fenol
eklenmesi ile hazirlanmistir. Analiz i¢in standart olarak glikoz kullanilmistir.
Standart egrisini olusturmak icin tiiplerin icerisinde Tablo 3.5’te verilen farkh
konsantrasyonlarda hazirlanmis glikoz ¢ozeltilerine 0.05 ml fenol reaktifi eklenmis
ardindan 5 ml H2S04 ilave edilmistir (Sekil 3.6) [96]. Oda sicakliginda 10 dk
bekletilen tiiplerden alinan o6rneklerin PG Instruments T60 model UV
spektrofotometrede 490 nm’de absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Elde edilen verilerle
standart egri grafigi olusturularak mikroalglerin icindeki toplam karbonhidrat

miktar1 hesaplanmstir.
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Tablo 3. 5 Standart glukoz konsantrasyon degerleri

ng glukoz/ml

0 10 |20 (30 |40 |50

Glukoz stok

cozeltisi (ml) 0 02 |04 |06 |08 |1.0

Safsu(ml) |2 |18 |16 |14 |12 |1.0

Sekil 3. 6 Farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis 6rnekler
3.3.3 Protein Miktarinin Belirlenmesi

Protein miktarlarini belirlemek amaciyla Modifiye Lowry Yontemi kullanilmistir.
Deneyde belirtilen miktarlarda standart BSA ¢ozeltisinden, cam deney tiiplerine
konulup, distile su ve 1 N’lik NaOH c¢ozeltisinden ilave edildiginde, 70-140 mg
protein/L araliginda standartlar elde edilmistir. Kiiltiirlerden alinan 6rneklere 1 N
NaOH ilave edilip 5 dakika 100°C’lik su banyosunda bekletilmis hemen ardindan
tipler soguk su banyosuna alinarak sogutulmustur. Reaktif C ve D ilave edilip hizlica
vorteks ile karistirilmis, 30 dakika oda sicakliginda yapilan inkiibasyon sonunda
750 nm’de absorbanslari spektrofotometre ile okunmustur. Tablo 3.6’da kullanilan

standartlar ve reaktiflerin miktarlar: verilmistir.
Protein analizinde kullanilan reaktif ve ¢ozeltiler:

e Reaktif A: %5’lik Naz2CO3
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e Reaktif B: %1’lik K-Na-tartarat icerisinde %0,5’lik CuS04.5H20 (her zaman
taze hazirlanarak, reaktifler ayr1 ayr1 ¢oziilmiistiir)

e Reaktif C: 50 mL Reaktif A + 2 mL Reaktif B

e Reaktif D: 1 N Folin-Ciocalteau (2 N Folin reaktifi 1:1 oraninda distile su ile
seyreltilerek hazirlanmistir)

e NaOH (1N)

e BSA (Bovine Serum Albumin) Standart Cozeltisi

Tablo 3. 6 Modifiye Lowry Yonteminde kullanilan standart ve reaktifler

ml Kor | St1 | St2 | St3 | St4 | St5 | St6 | Ornek
Standart BSA ¢o6zeltisi| 0 |0,05(0,10,15|0,2 0,25 0,3 -
Distile su 0504504 (03503 ]0,25|0,2 -

1 N NaOH 050505050505 05] 05
Ornek - - A - - s - 0,5
Reaktif C 2512525252525 25| 25
Reaktif C 050505050505 05] 05

3.3.4Yag Miktar1 ve Yag Asitlerinin Belirlenmesi

Mikroalg 6rnekleri ezilerek toz haline getirilmis ve ¢6ziicili olarak etanol kullanilarak
ekstraksiyon yapilmistir (Sekil 3.7). Bunun icin numuneler %1001k etanol
cozictsiiyle (MERCK marka), 3 saat siireyle ekstraksiyona islemine tabi
tutulmustur, ekstraksiyon islemi toplamda 3 kere gergeklestirilmistir. Elde edilen
ekstrakt etanoliin ugmasi icin evaporatérde vakum altinda 78°C‘de buharlastirilarak
uzaklastirilmistir. Elde edilen yag tartilarak miktar1 tayin edilmistir. Ekstrakt

herhangi bir oksidasyon ihtimaline karsi kapali ve karanlik ortamda saklanmistir.

44



Sekil 3. 7 Mikroalglerin Soxhlet yontemi ile ekstraksiyon islemi

Mikroalg yaginin igeriginin belirlenmesi amaciyla gaz kromatografisi cihazi
kullanilmistir. Analizler YL Instruments 6100 GC marka gaz kromatografisi cihazinda
gercgeklestirilmistir. Gaz kromatografisi cihazi alev iyonizasyon dedektorii (FID) ve 30 m
x 0.32 mm x 0.25 pm ZB-FFAP kolonu icermektedir. Kolon sicaklik programi 50°C ile
baslayip, 15°C/dk hizla 175°C’ye, ardindan 5°C/dk hizla 230°C’ye ¢ikmaktadir. Enjektor
sicakligi 230°C olup, akis hizi 1.8 ml/dk olarak ayarlanmistir. Dedektor sicakligi
280°C’de tutulmustur. Tasiyic1 gaz olarak hidrojen gazi kullanilmistir. Metil
heptadekonat (C17:0) i¢ standart olarak kullanilmis ve 6rnekler metil heptadekonat ve n-

heptan ile karigtirilarak gaz kromatografisi i¢in hazir hale getirilmistir [17].

3.3.5 Klorofil-a ve 3-Karoten Miktarinin Belirlenmesi

Bir antioksidan olan [-karoten, zararli serbest radikallerin fazlasini bertaraf
edebilme 0Ozelligine sahip yagda coziinen bir biyoaktif maddedir [97]. Yapilan
calismalarda (-karoten takviyesinin tiimor hiicrelerini 6ldiirme ve tiimor nekroz
faktorin akyuvar hiicreleri tarafindan salinimini arttirdigr bilinmektedir [98].
Bununla birlikte alinan (-karoten takviyesinin kanser olusumunu engellemenin
yan1 sira kardiyovaskiiler hastaliklar1 da 6nledigi bazi ¢alismalarda belirtilmistir
[99]. Kim vd. tarafindan yapilan bir calismada da 3-karotenin otonom sinir sistemi

timoriine karst kemoterapotik ajan olarak etki gosterdigi bildirilmistir [100].
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Onemli bir biyoaktif olan B-karoten ve klorofil a miktarlarini belirlemek amaciyla

asagidaki prosediir uygulanmistir.

5 ml oOrnek tiiplere alinarak, santrifiijde ¢Oktiirme islemi yapilmis, ardindan
tizerinde kalan fazla su dokiilmiistiir. Uzerine 5 ml aseton ile muamele edildikten
sonra, ultrasonik banyoya konularak 5 dakika siire ile homojenize edilmistir. Elde
edilen 6rnek, 50-60 °C suyun igerisinde 5 dakika stire ile bekletilmis, ardindan
vortex yardimiyla 15 saniye karistirma islemi yapilmistir. Elde edilen ekstrakt
tekrar santrifiij ile ayrilmistir. Santrifiijden ¢ikan orneklerin tizerinde kalan sivy,
spektrofotometrede 666 nm ve 475 nm dalga boyunda okunmus, asagida verilen

formiil ile klorofil-a ve -karoten miktari tespit edilmistir [101], [102].
Klorofil a (ug/ml) = 13,9 A 666 (3.12)
A 666 666 nm okunan absorbans (sogurma) degeri
Karoten (pg/ml) =4,5A 475 (3.13)

A 475 475 nm okunan absorbans degeri

3.3.6 FTIR Analizi

Mikroalg tirlerinin fonksiyonel gruplarinin belirlenmesi ve enkapsiilasyon
isleminin gerceklesip gerceklesmediginin belirlenmesi amaciyla, Thermoscientific
Marka Nicolet 6700 model FTIR cihaz kullanilmis ve numunelerin 600-4000 cm-!

araliginda icerdigi fonksiyonel gruplarin adsorbans degerleri belirlenmistir.

3.3.7 Kisa Analiz

Bu analiz ile numunelerin nem igerigi, ugucu madde icerigi, sabit karbon icerigi ve
kil miktar1 ASTM standartlarina gore belirlenmistir. Analizleri yapilacak
hammaddelerin etiivde kurutulup desikatérde bekletildikten sonra kisa analizleri
TA Instrument marka SDT Q600 model termogravimetrik analiz cihazinda

gerceklestirilecektir. Analizin prosediirii asagidaki gibidir:
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1. Adim : 0 - 5.Dk (5 dk) 110 °C’a 20 °C/dk hizla azot ortaminda 1sitma

2. Adim : 5-35.Dk (30 dk) 110 °C da azot ortaminda bekleme

3.Adim : 35 - 48. Dk (13 dk) 600 °C’a 40 °C/dk hizla azot ortaminda 1sitma
4, Adim : 48 - 55. Dk (7 dk) 600 °C da azot ortaminda bekleme

5. Adim : 55. dakikada hava ortamina gegis

6. Adim : 55 -90. Dk (35 dk) 600 °C da hava ortaminda bekleme

Bu deneyde 2. adim sonunda nem miktari; 4. adim sonunda ugucu madde miktari;

6. adim sonunda ise kil miktar1 bulunmaktadir. Sabit karbon igerigi ise:
% Sabit karbon = 100 - (Ugucu madde ytizdesi + kiil ylizdesi) (3.14)

bagintisiyla hesaplanmaktadir.

3.3.8 Mikroalgal Ekstraktlarin Antioksidan Ozelliklerinin Belirlenmesi

Algal ekstraktlarin toplam antioksidan aktivitesi 1, 1-difenil-2-pikril hidrazil
(DPPH) serbest radikali giderme metodu kullanilarak tayin edilmistir. Serbest
radikal yakalama etkinligi deneyi 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikali
kullanilarak Brand-Williams ve ark. (1995) metoduna gore cahsilmistir [103].
Metod ekstraktlarin bir proton veya elektron verebilme yeteneginin, mor renkli
DPPH c¢ozeltisinin rengini a¢masi esasina dayanir. Reaksiyon karisimindaki

absorbansin diismesi yiiksek serbest radikal giderme aktivitesinin gostergesidir.
DPPH radikal giderme aktivitesi asagidaki formiil yardimi ile hesaplanmistir:

DPPH Radikal Giderme Aktivitesi (%) = [(A0-A1) / AO] x 100 (3.15)
AO: Kontroliin absorbans degeri

A1:0rnek veya standardin absorbans degeri

3.3.9 Mikroalgal Ekstraktlarin Antibakteriyel Ozelliklerinin Belirlenmesi

Mikroalg ekstraktlarin antibakteriyel etkileri disk difiizyon yontemi kullanilarak
Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerine karsi tespit edilmistir. 6 mm capindaki
disklere alg ekstraktlar1 30ul/petri ve 40pul/petri dozlarinda otomotik pipet ile disk

kagitlarina emdirilmistir. Bakteriler icin nutrient agar besiyeri yilizeyine
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ekiivasyonla yayilan bakteri slispansiyonlarina alg ekstraktlar1 emdirilmis diskler
yerlestirilip 24 saat 37°C’de inkiibasyon sonrasinda disklerde olusan inhibisyon
zonlar1 okunmustur. Calismada E.coli ATCC 25922, Listeria monocytogenes ATCC
13932 ve Bacillus cereus RSKK 9637 ATCC 11778 bakterileri kullanilmistir.

Nutrient Agar (NA) besiyerinde 37 °C’de 1 gece inkiibe edilen bakteri suslarindan
tek koloni alinarak 5 ml Nutrient Broth’a asilanmistir ve 37 °C’de 18 saat inkiibe
edilen kultirler antibakteriyel etkinin tespit edilmesi amaciyla kullanilmistir.
Bakteri suslarinin saflastirilip ¢ogaltilmasinda ve antibakteriyel etkinin

belirlenmesinde Nutrient Agar (NA) kullanilmistir.

3.3.10 XTT Testi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

XTT yontemi, metabolik olarak aktif olan hiicrelerin bir tetrazolyum tuzu olan
XTT’yi turuncu formazan bilesenlerine indirgemeleri prensibine dayanmaktadir.
Renk olusumu sonucunda artan absorbans degeri, metabolik olarak aktif hiicrelerin
sayisi ile orantilidir. XTT testi ile ek ajanlara veya hiicre yikama prosediirlerine
ihtiyac olmamasi, yontemin disik hiicre konsantrasyonlarinda bile o6l¢im
yapilabilecek  duyarliliga sahip olmas;, XTT yOnteminin en Onemli

avantajlarindandir [104].

Calismada farkl hiicre hatlarina 3 yagin farkl konsantrasyonlar1 uygulanarak (3,5-
2500 pg/ml arahiginda) meydana getirdigi 24. saatlik sitotoksik etki

degerlendirilmistir.

Sitotoksisite deneylerinde L929, PC-3, SHSY-5Y ve AGS hiicre hatlar1 kullanilmistir.
Sivi azotta saklanan hiicreler 37°C’de ¢ozlindirilmis ve 5 ml DMEM-F12 besiyeri
(%10 FBS, 5 pg/ml penisilin-streptomisin ile desteklenmis) iceren tilipe
aktarilmistir. 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek pelletteki hiicreler Tripan
mavisi ile boyanarak hemositometrik olarak sayilmistir. Daha sonra besiyeri ile
sliispanse edilerek, steril 25T hiicre kiiltir flasklarina aktarilmistir. Flaska aktarilan
hiicreler 37°C’de % 5’lik karbondioksitli etiivde inkiibe edilmistir. Hiicreler %80-90
konfluent oldugunda pasajlama islemi gergeklestirilmistir. Kisaca, Tripsin-EDTA
eklenen hiicreler, etiivde 5 dakika bekletilmis ve hiicrelerin ylizeyden ayrildigi

mikroskobik olarak tespit edildikten sonra besiyeri ile siispanse edilmistir. Santriftj
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sonrasl Tripsin-EDTA uzaklastirilmis ve hiicre pelletinde sayim gerceklestirilerek,

hiicreler sitotoksisite testinde kullanilmak tizere hazirlanmistir.

25T ’lik flasklara ekilen ve ¢ogalan hiicrelerin tripsinizasyon islemi ile yiizeyden
ayrilmasini takiben sayim yapilmis ve 96 kuyucuklu pleyte her bir kuyucuga 10.000
hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapilmistir. Hiicrelerin ylizeye yapismasi ve
cogalmasi icin 24 saat inkiibe edilmis ve mikroskobik olarak incelendikten sonra

sitotoksik etkinligi incelenecek yaglar farkli konsantrasyonlarda eklenmistir (n=3).

Yag ornekleri hiicrelere eklenmeden 6ne 0,45 pm’lik filtreden siiziilerek steril edilip
ve diliisyonlar DMEM-F12 besiyeri i¢erisinde hazirlanmistir. Madde eklenen 24 saat
37 C”de %5’lik karbondioksitli etiivde inkiibasyona birakilmis, daha sonra XTT testi
uygulanmistir. Kuyucuklardaki yag iceren besiyerleri aspire edilerek, 100 pL 0.5
mg/mL 2,3-Bis- (2-Metoksi-4-Nitro-5-Stlfofenil)-2H-Tetrazolyum-5-Karboksanilid
(XTT) cozeltisi (7.5 pg/mL Fenazin metosiilfat ile) kuyucuklara ilave edilmistir.
Pleytler, 37 ° C'de 4 saat daha inkiibe edilmis ve optik yogunluk, coklu plaka okuyucu

ile 450 nm'de absorbansi 6l¢iilerek degerlendirilmistir.

3.4 Makroalglerden Aljinat Eldesi

3.4.1 Makroalg Orneklerinin Hazirlanmasi

Makroalgler kum, kabuklu deniz canlilar1 ve diger materyaller gibi safsizliklardan
arindirilmak icin su ile yikanmistir. Yikanmis algler daha sonra etiivde 70 °C'de 24
saat streyle kurutulmustur. Kurutmanin ardindan bir 6giitiiciiden gecirilerek daha

kiigiik boyutlar haline getirilmistir.

3.4.2 Aljinat Ekstraksiyonu

Kuru makroalg 6rnekleri (10 g) 400 ml distile su ile nemlendirilmis, ardindan pH 4’e
gelene kadar 0,1 N HCI ¢ozeltisi eklenip, yliksek hizda karistirilmistir. Bu karistirma
oda sicakliginda 15 dk siiresince devam etmis, elde edilen siipernatant
uzaklastirilmistir (Sekil 3.8-3.9). Bu 6n muamele her seferinde 40, 25 ve 20 ml HCI
eklenerek ti¢ kez tekrarlanmistir. Ardindan makroalg 6rnekleri 250 ml, 1 N Na2COs
soliisyonu ile (pH 11,5) iki saat boyunca 60°C’de karistirilarak sodyum aljinat
soliisyonu elde edilmistir [105].
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Sekil 3. 8 Ekstraksiyon 6ncesi hazirlanan makroalg 6érnekleri

Sekil 3. 9 On muamele sonrasi supernatant1 uzaklastirilmis makroalg érnekleri
3.4.3 Saflastirma Calismalari

Etanol, HCl ve CaClz yolu olarak ti¢ farkh saflastirma islemi, yukaridaki islem

sirasinda elde edilen sodyum aljinatin saflastirilmasi amaciyla incelenmistir.

Etanol yolunda, ekstraksiyon sonucu elde edilen sodyum aljinat ¢ozeltisi 1:1
oraninda olacak sekilde etanol ile karistirilmis (Sekil 3.10), ardindan ¢6ziinmeyen

polimer etanol ile yikanarak kurutulmustur (Sekil 3.11) [105].

HCI yontemi, ekstrakte edilmis sodyum aljinat ve 250 ml, 1 N HCI bir saat boyunca
oda sicakliginda karistirilmistir (pH 2). Coken aljinik asit 100 ml distile su ve 150 ml
1 N Na2C0s3 eklenerek ayrilmistir. Cozelti bir saat oda sicakliginda karistirilarak
¢ozliniir formda sodyum aljinat elde edilmistir. Ardindan 1:1 hacimde etanol

eklenerek etanol yontemindeki yikama ve kurutma asamalari gerceklestirilmistir.

CaClz yolunda, sodyum aljinatin sulu ¢6zeltisi 1 M CaClz (200 ml) ile ¢oktiiriilmiis, ve

kalsiyum aljinat distile su ile yikanmistir. Daha sonra 150 ml distile su ve 1 N HCl
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eklenip pH 2’ye getirilerek 3,5 sa boyunca karistirilmistir. Céziinmeyen materyal

(aljinik asit) ayrilip, 1,5 L, 0,05 N HCl ile yikanmistir.

Sekil 3. 11 Saflastirma ve kurutma sonrasi elde edilen aljinat polimeri
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3.5 Elektrospreying Yontemi ile Nanopartikiil Uretimi

Elektrospreying yontemi ile nanopartikiil liretimi asamasinda 6n ¢alismalar C.
protothecoides yag1 kullanilarak gerceklestirilmistir. %7 ve %8 PVA soliisyonlari ile
hazirlanan orneklerin nanopartikiil ¢aplarinin PVA Kkonsantrasyonu arttik¢a
azaldig1 gozlemlenmistir. Elde edilen bu 6n ¢alisma sonucuna bagh olarak farkl1 PVA
konsantrasyonlarinin, elektrospraying isleminde karisimin siringadan atim hizinin
ve siringa ile toplayici plaka arasindaki mesafenin nanopartikiil ¢gapinin boyutuna

olan etkisi incelenmistir.

Calismada elektrospreying teknigi ile nanopartikiil elde etmek icin PVA ve sodyum
aljinat ¢ozeltisi stoklar1 hazirlanmistir: PVA ¢o6zeltisi %7, %7,5 %8 (%w/v)’lik
konsantrasyonlarda olacak sekilde 5000 rpm 90°C’de 3-3,5 saat tamamen ¢6ziilene
kadar 1siticili manyetik karistiricida karistirilmistir. Aljinat ¢ozeltisi %2 (w/v)
oraninda distile suda manyetik karistiricida karistirilarak hazirlanmistir. Cozeltiler
sogumaya birakildiktan sonra iki ¢ozeltiden 80:20 (%v/v) oraninda hacimce
alinarak karistirlmistir. Ardindan %1 (w/v) alg yagi ve %1 (w/v) Tween 20
eklenerek 15 dk daha karistirilarak tamamen homojen kremsi bir ¢ozelti elde

edilmistir, sonrasinda ¢ozelti elektrospreying cihazina beslenmistir.

Elektrospreying yontemi ile nanopartikil tlretimi icin PVA konsantrasyonu,
besleme hizi ve siringa ile toplayici plaka arasindaki uzaklik gibi partikiil boyutuna
etki eden parametreler istatistiksel olarak Box-Behnken deneysel tasarimi
kullanilarak incelenmistir. Deneysel parametreler ve seviyeleri asagidaki gibi

verilmistir:

X1: Polimer konsantrasyonu: %8 (Ust seviye), %7.5 (Merkez seviye), %7 (Alt seviye)
X2: Akis hiz1 (ml/sa): 0.3 (Ust seviye), 0.25 (Merkez seviye), 0.2 (Alt seviye)

X3: Uzaklik (cm): 14 (Ust seviye), 13 (Merkez seviye), 12 (Alt seviye)

Nanopartikil elde etmek amaciyla laboratuvar 6lgekli Holmarc Opto Mechatronics
Pvt. Ltd. Nano Fiber Electrospinning Unit model no:HO-NFES-0434 elektrospinnig
cihaz1 kullanilmistir. Sekil 3.12 ve Sekil 3.13’de elektrospinning cihazinin fotografi

verilmistir.
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NANO FIBER ELEGTBOSPINMNING UNIT

i No: HO - NFES - 043U

elektrot
- yukla
elektrot
Tc;p;l:llia Ornek
cozeltisi

Sekil 3. 13 Elektrospinning cihazinin liretim agamasindaki goriintiisii

Deneyde oncelikle toplayici plakanin iizeri aliiminyum folyo ile kaplanmis ve eksi
uclu elektrot plakaya tutturulmustur. Enjektére doldurulan polimer c¢ozeltisi-
esansiyel yag karisimi pompa kismina yerlestirilmis ve elektrotun diger ucu metal
siringa ucuna takilmistir. Boylelikle zit ytiklii elektrotlarla bir elektriksel ¢ekim alani
olusturulmustur (Sekil 3.13). Uretimi yapilan nanopartikiillerin yapisal, termal ve

morfolojik testleri yapilmis ve enkapsiilasyon verimleri belirlenmistir.
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Karakterizasyon testlerinin ardindan nanopartikiller hiicre canlilik testine tabi

tutulmustur.

3.5.1 Nanopartikiillerin Enkapsiilasyon Verimlerinin Belirlenmesi

Bu yontemle kapsiiller icindeki yag miktar1 OD degeri olarak ol¢iiliir ve formiil
yardimiyla standart egrisinden (Sekil 3.14) faydalanilarak kapsiillenebilen yag
yuzdesi bulunur. Her bir iiretim i¢in: 0,2 mg partikiil tartilir ve tlzerine 4 ml
kloroform eklenir. Kloroformlu ornekler su banyosunda 40°C'de 5-6 saat
bekledikten sonra 8000 rpm’de santrifiij edilerek siipernatant kisimlar1 270 nm’de

UV Spektrofotometresinde ol¢iiliir.

Standart Egrisi

y =0,5443x - 0,4884

N
w

R*=0,9935

N

[any

Optik Yogunluk (OD)
=
wu

o
U

O T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7

Konsantrasyon (mL/mL)

Sekil 3. 14 Mikroalg yag icin elde edilmis standart grafigi

Kapsiillerin enkapsiillenme verimi asagidaki esitligine gore belirlenir.

Wtoplam yag — Wserbest yag
EE(%) = 100
(%) Wtoplam yag x (3.15)
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A

Deneysel Bulgular ve Sonuclar

4.1 B. braunii Mikroalginin Analiz Sonuglari

B. braunii (BB) mikroalgine ait analiz sonuclar1 Tablo 4.1'de verilmistir. Elde edilen
sonuglara gore B. braunii mikroalgi icin Box-Behnken deneysel tasarim modelinden
elde edilen deneysel sonuglar1 ve giris degiskenleri arasindaki etkilesimin denklemi

asagida verilmisgtir.
YaeL = 49,00 - 3,87*X1 - 0,62*X2 +2,00*X3 (4.1)

Elde edilen denkleme gore B. braunii i¢in azot miktarinin (X1) artisinin ve sicakligin
(X2) artisinin lipid miktarini (YssL) azalttig1 gozlemlenmis ve en etkili parametrenin
azot stresi oldugu gorilmiistiir. Aydinlanma doéngtsiiniin (X3) ise pozitif yonde bir
etkisi oldugu belirlenmistir. Korelasyon katsayisi R2=0,9644 olarak bulunmustur.

R?'nin bire yakinligi ile lineer bir denklem elde edilmistir.

Nutrient miktari, mikroalglarin biliyiimesi ve c¢ogalmasi ve lipid ve yag asidi
kompozisyonu iizerinde onemli bir etkiye sahiptir. Besinler smirh oldugunda
cevresel stres durumu, stirekli azalan bir hiicre béliinme oranina neden olur. Buna
karsin, bazi alg tiirlerinde fotosentez icin yeterli 151k ve CO2 bulunmasi kosuluyla,
yag asitlerinin aktif biyosentezi devam eder. Algal biiyiime yavasladiginda ve yeni
membran bilesiklerinin sentezi i¢cin ihtiya¢ kalmadiginda, hiicreler bunun yerine yag
asitlerini triacilgliserole yonlendirerek biriktirme islemi yapar. Bu sartlar altinda,
triagilgliserol tiretimi koruyucu bir mekanizma olarak islev gortr. Normal biiytime
kosullar altinda, fotosentez tarafindan tiretilen ATP ve NADPH, biyokiitle iiretilerek
tuketilir, ADP ve NADP+ sonunda fotosentezde alici molekiiller olarak tekrar
kullanilabilir hale gelir. Nutrient eksikligi nedeniyle hiicre biiylimesi ve ¢cogalmasi
azalirsa, fotosentez icin ana elektron alicis1 havuzu olan NADP+ tiikenebilir.
Fotosentez, ¢cogunlukla 1s1k tarafindan kontrol edildiginden, bu bazi1 durumlarda
hiicre bilesenleri i¢cin zararl olabilecek potansiyel bir duruma yol agabilir. NADPH,

yag asidi biyosentezinde tiiketilir, bu nedenle, artan yag asidi tiretimi (sirayla
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triagilgliserollerde depolanir), biiylime sinirlayici kosullar altinda NADP+ havuzunu
doldurur. Azot alglerde lipit metabolizmasin etkileyen en kritik besin maddesidir
[106]. Diger mikroorganizmalarda oldugu gibi, mikroalglerde de azot yoksunlugu
onemli metabolik degisikliklere neden olur. Ortamdaki azot eksikliginde
metabolizma genellikle proteosentezden azot icermeyen triacilgliseritler ve nisasta
gibi depo bilesiklerin sentezine yonelir. Nisasta sentezi, lipid sentezi ile ortak
onciilleri paylasir, bu nedenle besin kisitlamasi altinda bazi alg ttirleri veya suslar,
nisasta biyosentetik yolunu inhibe edebilir ve fotosentetik karbon akisin lipit
biyosentezine yonlendirebilir. Bu, hiicrede asir1 lipid tiretimine yol agar ve alternatif

bir karbon ve enerji rezervi olusturulur [107].

Cesitli mikroalglarin sayisiz tiriinde veya susunda, azot eksikligine cevap olarak
lipidlerin, ozellikle triacilgliserollerin birikimine yonelik genel bir egilim
gozlenmistir. Literatiirde yapilan c¢alismalar incelendiginde, azot miktarinin
azaltilmasinin B. braunii mikroalginin lipid icerigi lizerine olan etkisinin pozitif
yonde oldugu goriulmektedir. Zhila vd. tarafindan yapilan ¢alismalarda, bu etki B.
braunii iizerinde incelenmis ve azot miktar1 azaldikga lipid iceriginde artis oldugu
belirtilmistir. Calismalarinda B. braunii mikroalginin yetistirilmesinde sunulan
calismaya benzer bir sekilde 4 katli azot stresi uygulanmis ve azot miktari arttik¢a
lipid iceriginde bir diisiis meydana gelmistir. En yiiksek lipid igerigine ise en diisiik
azot miktarina sahip olan besiyerinde ulasilmistir [108], [109]. Ruangsomboon
tarafindan yapilan bir baska ¢alismada da bu etki dogrulanmis, bununla birlikte
aydinlatma dongiisiiniin de B. braunii mikroalginin lipid igerigine olan etkisi
incelenmistir. 12:12, 14:10, 16:8 ve 24:0 aydinlatma doéngiilerinin lipid igerigine
olan etkisi incelendiginde en iyi sonuglara 16:8 1s1k dongilistiinde ulasildigl

gorulmistir [22].

Sicaklik degisimi ile en sik gozlenen degisikliklerden biri, lipid membrandaki yag
asitlerinin doymamislik seviyesindeki degisikliktir. Diisiik sicakliklar hiicre
zarindaki akiskanligl azaltir. Hiicreler akiskanligi arttirmak icin doymamis yag
asitlerinin seviyelerini arttirarak bu durumu tolere edebilir. Ancak bu durum
membranlar serbest radikallerin zarar gérmesine daha duyarh hale getirir. Daha

yuksek akigkanlik ile birlikte, artan seviyelerde doymamis yag asitleri, hiicresel
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zarlarin (6zellikle tiyloid zarin) stabilitesini arttirma egilimindedir. Bu da
fotosentetik mekanizmay1 diisiik sicakliklarda foto inhibisyondan korur [18]. Ortam
sicakhiginin etkisi, sicaklik arttikca lipid tretimini inhibe etmeye yoneliktir. Li ve
Quin tarafindan yapilan ¢alismada 20, 25 ve 30°C sicakliklan altinda B. braunii
mikroalginin lipid icerigindeki degisimi incelenmis ve 20°C’den 25°C’ye ¢ikildiginda
lipid iceriginde artis, 25°C’den 30°C’ye cikildiginda ise lipid iceriginde azalma
gorulmustiir [110]. Elde edilen bulgularin literatiirde yapilan ¢alismalarin sonuglari
ile uyumlu oldugu goériilmektedir. Farkli aydinlanma siireleri icerisinde klorofil-a
tretim miktarlar: incelendiginde artan aydinlanma siiresi ile klorofil-a miktarinin
arttigl goriilmistiir. Azalan azot miktar1 gelisen mikroalgin klorofil-a sentezini
yavaslattigl, artan azot kaynagi ise klorofil-a sentezini hizlandirdig1 gérilmiistir.
Azot stresindeki azalis 3-karoten miktarinda artisa, sicaklik ise pozitif yonde yani
sicaklik arttik¢a B-karoten miktarinda artisa yol agmaktadir. Bunun sebebi olarak,
artan sicakhigin aktif oksijen radikallerinin olusumunu indiiklemesi ve bu durumun
karoten tretimi ile sonuclanmasi olarak gosterilmektedir [111]. Azot
limitasyonunun da mikroalgal hiicrelerde karoten olusumunu indiikledigi

bildirilmistir [112].

B. braunii mikroalginin (3-karoten icerigi (Yssk) icin Box-Behnken deneysel tasarim
modelinden elde edilen deneysel sonuglar1 ve giris degiskenleri arasindaki

etkilesimin denklemi asagida verilmistir.
YeBk= 6,00 - 0,75*X1 + 1,13*X2 +0,63*X3 (4.2)

Elde edilen denkleme gore B. braunii mikroalginin B-karoten igerigi i¢cin en etkili
parametrenin sicaklik oldugu gorilmiistiir. Korelasyon katsayisi ise R2=0,97 olarak
bulunmustur. Tablo 4.2’de B. braunii mikroalginin lipid ve -karoten tliretimine ait
varyans analizi sonuglar1 verilmektedir. Varyans sonuclari incelendiginde p
degerinin 0.05’den kiiciik oldugu yani gruplar arasinda anlamh bir farklilik oldugu
gorilmektedir. Dusiik bir olasilik degeri, regresyon modeli icin ¢ok ytliksek bir
basariya isaret etmektedir. Modelin uygunlugu belirleme katsayisi (R?) ile kontrol
edilmistir. Deney ve tahmin edilen degerler arasinda daha iyi bir korelasyon gérmek

icin R? degeri 1'e yakin olmalidir. Calismada bulunan korelasyon katsayisi R2 = 0.97
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degeri, toplam varyasyonun sadece yaklasik % 3’liniin model tarafindan

aciklanmadigini gostermektedir.

Tablo 4. 1 B. braunii mikroalginin lipid ve (-karoten iiretimi tasarim matrisi ve
analiz sonuglari

Parametreler Analiz sonuclari
Lipid B-
slzrze?;i Sicaklik A}égggzg.?a (z;f 5) kgr/‘;lj;n I;?S?Z? Prc())tein Klorofil-a
x| M) o | U] ug/mD
(ng/ml)
0 -1 -1 39,60 4,60 26,32 | 22,62 17,02
1 0 1 45,20 5,67 26,64 | 22,51 10,99
-1 1 0 42,10 8,38 21,13 | 27,81 8,19
-1 0 -1 50,20 5,63 13,26 | 34,36 5,53
1 -1 0 33,80 4,09 23,29 | 12,10 6,99
1 0 -1 41,10 4,03 28,01 | 16,84 21,99
1 1 0 29,70 4,41 12,33 | 27,28 5,55
-1 0 1 53,80 6,72 18,54 | 41,20 18,00
0 -1 1 43,70 6,59 10,13 | 39,21 8,06
0 0 0 39,30 6,93 17,82 | 35,86 6,88
0 1 -1 35,90 7,11 22,59 | 32,84 19,99
0 1 1 40,20 8,14 20,32 | 3447 5,55
-1 -1 0 34,90 4,26 20,56 | 24,96 9,99

58



Tablo 4. 2 B. braunii mikroalginin lipid ve [3-karoten iiretimine ait varyans analizi

sonuglari
Varyansin Serbestlik Kareler Kareler F p
kaynagi derecesi toplami ortalamasi
Regresyon 1 g 494,06 | 54,90 9,02 | 0,03
modeli
=
=y
= | Hata 3 18,25 6,08
Toplam 12 512,31
_ | Resresyon 4 26,48 2,94 11,77 | 0,03
$ | modeli
)
)
Bt
£ | Hata 3 0,75 0,25
a
Toplam 12 27,23

4.2 M. aeruginosa Siyanobakterisinin Analiz Sonuclari

M. aeruginosa (MA) siyanobakterisine ait analiz sonuglar Tablo 4.2’de verilmistir.
Elde edilen sonuglara gore M. aeruginosa siyanobakterisi icin Box-Behnken deneysel
tasarim modelinden elde edilen deneysel sonuclari ve giris degiskenleri arasindaki

etkilesimin denklemi asagida verilmistir.

Ywmar= 19,00 - 3,87*X1 - 0,12*X2 +1,75*X3 (4.3)

Elde edilen denkleme gore M. aeruginosa i¢in azot miktarinin artisinin ve sicakligin
artisinin lipid miktarin “Yswaw)” azalttifl gézlemlenmis ve B. braunii mikroalginde
oldugu gibi en etkili parametrenin azot stresi oldugu gorilmiistiir. Aydinlanma
dongiisiinilin de yine benzer bir sekilde pozitif yonde bir etkisi oldugu belirlenmistir.

Korelasyon katsayis1 R2=0,9658 olarak bulunmustur.

Da Rés vd. yaptiklar: calismada besiyerine farkli oranlarda azot ilave ederek, azot
parametresinin M. aeruginosa siyanobakterisinin lipid icerigine olan etkisini

incelemistir. Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda 0,17 gr'lik azot ilavesinin tizerindeki
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besiyerlerinde yetistirilen M. aeruginosamin lipid iceriginde azalma gozlenmistir
[113]. Bohnenberger ve Crossetti tarafindan yapilan ¢alismada ise sicakligin ve
besin soliisyonunun Monoraphidium contortum, Chlorella vulgaris, Desmodesmus
quadricauda ve Microcystis aeruginosa turleri lzerine olan etkisi incelenmistir.
Calismada azot miktarindaki diisiisiin M. aeruginosa ve diger tiirlerin lipid
iceriginde artisa yol actig1 belirtilmistir. Ayrica 13°C, 25°C ve 37°C sicakliklari
altinda gerceklestirilen deneyler sonucunda lipid liretimi i¢in en uygun sicakligin
25°C oldugu gorilmis, artan sicaklik ile lipid igeriginde azalma meydana geldigi
ifade edilmistir [114]. M. aeruginosa siyanobakterisinin $-karoten icerigi (Ymak) i¢cin
Box-Behnken deneysel tasarim modelinden elde edilen deneysel sonuglar1 ve giris
degiskenleri arasindaki etkilesimin denklemi asagida verilmistir. Elde edilen
denkleme gore M. aeruginosa siyanobakterisinin -karoten igerigi icin en etkili
parametrenin sicaklik oldugu goriilmistiir. Korelasyon katsayis1 ise R2=0,8922

olarak bulunmustur.

Ymak= 4,92 - 1,25%X1 + 2,00%Xz +0,25*X3 (4.4)
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Tablo 4. 3 M. aeruginosa siyanobakterisine ait lipid ve [3-karoten liretimi tasarim
matrisi ve analiz sonugclari

Parametreler Analiz sonuclari
Lipid B-
8208 | S | Aydmiama | O | karoten [0S gy | Koro
oo | o | U] ug/mD
(ng/ml)
1 0 -1 19,06 3,32 18,80 | 46,84 16,98
0 1 1 18,85 8,24 18,51 | 36,70 9,26
0 0 0 19,06 4,93 22,76 | 48,92 8,22
-1 1 0 20,38 9,12 21,67 | 34,40 6,01
-1 0 1 32,61 6,47 22,66 | 33,36 7,21
1 0 1 22,15 4,87 10,53 | 58,33 22,87
-1 0 -1 28,39 5,02 11,06 | 25,66 531
1 1 0 9,26 4,89 12,61 | 28,25 17,32
0 -1 -1 17,65 3,75 19,06 | 20,40 7,65
0 1 -1 14,32 8,32 12,31 | 27,07 6,23
1 -1 0 12,57 3,29 16,51 | 23,88 17,92
-1 -1 0 13,21 4,61 16,56 | 23,88 517
0 -1 1 20,48 3,49 14,85 | 44,25 8,68
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Tablo 4. 4 M. aeruginosa siyanobakterisinin lipid ve 3-karoten iiretimine ait

varyans analizi sonuglari

Varyansin Serbestlik Kareler Kareler F p
kaynagi derecesi toplami ortalamasi
Regresyon | 4 458,52 50,95 9,41 | 0,03
modeli
S
=y
i Hata 3 16,25 5,42
Toplam 12 474,77
_ | Resresyon g 49 8,17 8,27 | 0,01
$ | modeli
)
=]
Rt
£ | Hata 6 5,92 0,99
a
Toplam 12 54,92
4.3 Laboratuvar Olgekli Fotobiyoreaktorde Gergeklestirilen
Mikroalg Uretimi

Optimum kosullara gore ¢alismanin ileriki asamalarinda kullanilmak tizere daha
fazla mikroalg biyokiitlesi eldesi i¢in mikroalgler %10 asilama ile laboratuvar
Olcekli fotobiyoreaktorde yetistirilmistir. Fotobiyoreaktérde iiretim boyunca
mikroalglerin biliyiime grafikleri asagida verilmistir. Her iki mikroalg tiiriine ait
biiyiime verileri kullanilarak ayri ayr1 kinetik hesaplamalar yapilmistir. Monod
esitlikleri kullanilarak cizilen grafiklerin egim degerlerinden mikroalglerin spesifik
biiyiime hizlar1 (pn) ve olim hizi1 sabitleri (kda) hesaplanmistir. Hesaplanan p
degerlerinden yararlanarak tq (ikilenme zamani) bulunmustur. Kullanilan mikroalg
tirlerinin biliylime egrileri incelendiginde biliyime ve o6lim fazlar1 belirgin bir
sekilde gorilmektedir. Kiiltiirlerin 6nceden ortama adaptasyonlart kiiciik
Olceklerde saglandigindan dolay1 grafikte adaptasyon fazi1 goriilmemektedir.
Kiltiirlerden B. braunii tiirii 20. giine kadar biiylimeye devam etmis daha sonra

O0lim fazina ge¢mistir, ancak M. aeruginosa tiri 17. ginden sonra biiylime
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ortaminda ¢ogalmasi icin yeterli diizeyde substrat kaynag1 olmadigindan dolayi

6liim fazina ge¢mistir. Kiiltiirlerin kinetik verileri hesaplandiginda spesifik biiytime

hizlari, 6lim hizi sabitleri ve ikilenme siirelerinin birbirlerine ¢ok yakin oldugu

gorilmektedir.

0,9 4
0,8 -
0,7 A
0,6 -
0,5 A
0,4 -
0,3 A
0,2
0,1 A

Absorbans

B. braunii

15
Gln

20

M. aeruginosa

25 30

Sekil 4. 1 B. braunii ve M. aeruginosa mikroalglerinin biiytime egrileri

Tablo 4. 5 Hesaplanan kinetik degerlerin tablosu

B. braunii | M. aeruginosa
Spesifik biiyiime hiz1 (p) (giin1) 0,11 0,11
Oliim hiz1 sabiti (ka) (giin-1) 0,08 0,05
ikilenme siiresi (td) (giin) 6,3 6,3

Fotobiyoreaktorde iiretimi yapilan mikroalglerin havalandirma sonucunda

meydana gelen kesme gerilimlerinin belirlenmesi amaciyla yapilan hesaplamalar

tablo 4.6’da verilmistir. Yapilan hesaplamalar dogrultusunda tiirbiilent ortam

gozlemlenmis ve erlenlerdeki B. braunii kiltiirlerinin ortalama kayma gerilmesi

0,087 s ' olarak bulunmustur. Buna karsin, fotobiyoreaktordeki iiretimlerde

ortalama kayma gerilmesi 24,85 s™*

olarak hesaplanmistir [115]. Hesaplamalara

gore girdap buyiikliginin mikroalg hiicrelerine gore daha bilyiik olduguy,
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hiicrelerin reaktor icerisindeki tiirbiilanstan etkilenmedigi ve yiliksek kayma
hizlarina adapte oldugu gorilmiistiir. Benzer bir sekilde M. aeruginosa kulttrlerinin
erlendeki ve fotobiyoreaktérdeki {retimi sirasinda girdap biiytkligiiniin
siyanobakterinin hiicrelerine gore daha biiyliik oldugu belirlenmistir. Yapilan
calismada elde edilen veriler literatiir ile karsilastirildiginda sonuglarin uyumlu
oldugu gorilmistiir. Camacho vd. tarafindan yapilan ¢alismada mikroalglerin farkli
karistirma hizlarindaki kayma gerilimleri incelenmis ve atalet kuvvetlerin kayma
gerilimi ile iligkisi ortaya konulmustur. Bu calismada da oldugu gibi Reynolds sayisi
arttikca girdap biytikligiinlin boyutunda diisme ve kayma geriliminde artis

gozlemlenmistir [94].

Tablo 4. 6 Erlen ve fotobiyoreaktorde yetistirilen mikroalglerin kesme gerilimleri

€ (mWkg1) | T (mNm?2) | y(s1) | A(um) | Re
B. braunii (erlen) 63 0,0313 0,087 | 72,2 16916
B. braunii (reaktor) 1572 28,68 24,85 | 37,2 471652
M. aeruginosa (erlen) 92 0,055 0,045 | 61,8 32580
M. aeruginosa (reaktor) | 493 34,2 30,1 34 493827

Calismada iki kiltiiriin fotobiyoreaktorde iiretimi esnasinda havanin génderilme
hizi ayarlanarak gas hold-up’in 0,01-0,02 arasinda degistigi bulunmustur. Hacimsel
kiitle transfer katsayisi, gaz hizinin artmasi ile 0,06-0,08 dk'! olarak belirlenmistir.
Bu degerlerin diisiik olmasi durumunda, mikroalglerin fotobiyoreaktoriin
tabaninda birikme egiliminde oldugu goriilmiistiir. Uygun bir havalandirma hizi ile
elde edilen biyokiitle verimliligi yaklasik 1 g L-1 artmistir. Yayinlanan ¢alismalarla
karsilastirildiginda, gaz transferi ve biyokiitle verimliligi arasindaki iliskinin

literatiir ile uyumlu oldugu goriilmiistiir [95], [116].
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4.4 FTIR ve Kisa Analiz Sonuc¢lari

B. braunii ve M. aeruginosa mikroalglerinin FTIR spektrumu i¢in Bruker Marka FTIR
cihazi kullanilmis ve numunelerin 600-4000 cm-! araliginda igerdigi fonksiyonel
gruplarin absorbans degerleri belirlenmis ve spektrumlar sirasiyla Sekil 4.2 ve
4.3’de verilmistir. Tablo 4.6'da ise spektrumlardan tanimlanan fonksiyonel gruplar

verilmistir.

1743 cm1 bandi (C=0) lipidler ve yag asitlerinin varligini isaret etmekte ve ester
gruplarti ile ilgili olup, 2922 cm-V"deki CH gerilmesi ve 1743 cm-V"deki ester karbonil
grubun C=0 gerilmesi lipid piklerini gostermektedir. 1151 cm-Ydeki C-O-C
gerilmeleri ise mikroalgin yapisindaki polisakkaritlerin gerilmelerini ifade
etmektedir. Tiirlerdeki protein 1546 cm-''de ¢ikan pik ile karakterize edilmektedir.
Bu band amid komplekslerindeki C=0 gerilmesi ve N-H egilmesinden kaynaklidir

[117], [118].
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Sekil 4. 2 B. braunii mikroalginin FTIR spektrumu
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Absorbance Units
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Sekil 4. 3 M. aeruginosa mikroalginin FTIR spektrumu

Tablo 4. 7 FTIR spektrumlarindan tanimlanan fonksiyonel gruplar

Dalga sayisi(cm1) | Fonksiyonel gruplar
3280 NH gerilmesi

2922 CH gerilmesi

2852 CH gerilmesi

1743 C=0 gerilmesi

1625 Aromatik C-C halka gerilmesi
1546 NO2 gerilmesi

1455 CH3 deformasyonu
1415 C-H metil gerilmesi
1377 CH3 deformasyonu
1239 C-0-C gerilmesi

1151 C-0-C gerilmesi

1026 C-0-C gerilmesi
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Tablo 4. 8 Mikroalg tiirlerinin kisa analiz sonuclari

B. braunii | M. aeruginosa
Nem (%) 7,22 5,71
Ucucu madde (%) 69,74 84,79
Sabit Karbon (%) 17,07 6,20
Kiil (%) 5,99 3,32

Termogravimetrik analiz ile gerceklestirilen kisa analizler sonucunda iiretimi
yapilan mikroalglerin nem, ugucu madde, sabit karbon ve kil icerikleri Tablo 4.7’de
verilmistir. B. braunii mikroalgine ait kisa analiz sonuglar1 incelendiginde benzer
sonuglarin alindig1 gorilmektedir. Ali vd. yaptiklar1 calismada B. braunii'nin
pirolizinin kinetik analizini incelemisler ve analizler sonucunda sirasiyla nem, ugucu
madde, sabit karbon ve kiil iceriklerini %3.5, %76.1, %17.9 ve %Z2.4 olarak
bulmuslardir [119], [120]. Kanda vd. siyanobakteriler {lizerine yaptiklar1 ¢calismada
ise kiil, ucucu madde ve sabit karbon iceriklerini sirasiyla %7, %81.4 ve %11.6

olarak bulmuslardir [121].
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4.5 Mikroalgal Ekstraktlarin Gaz Kromatografisi Sonuglari

Voltage[mV]

30

C18:2
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; et

0.00 500 10.00 15.00 20.00
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Sekil 4. 4 B. braunii yagi i¢in 9:1 metanol/yag molar orani ve %1.5 KOH/yag (wt.)

Voltage[mV]

kosullar altinda hazirlanan érneklerin metil esterlerinin kromatogrami
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Sekil 4. 5 M. aeruginosa yagi i¢in 9:1 metanol/yag molar orani ve %1.5 KOH/yag
(wt.) kosullar altinda hazirlanan 6rneklerin metil esterlerinin kromatogrami
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Sekil 4. 6 Chlorella protothecoides’in yag1 icin 9:1 metanol/yag molar orani ve
%1.5 KOH/yag (wt.) kosullar1 altinda hazirlanan 6rneklerin metil esterlerinin
kromatogrami

Gaz kromatografisi analizleri sonucunda alinan kromatogramlar incelendiginde
Botryococcus braunii yaginin iceriginde palmitik (16:0), oleik (18:1), linoleik (18:2),
arasidik asit (20:0) ve eicosapentaenoic (EPA) (20:5) asitlerin varlig1 gériilmektedir.
Diger yag  asitleri eser miktarlarda  bulundugundan  sonuglarda
degerlendirilememistir. Elde edilen kromatograma gore en yiiksek yag asidi igerigi
linoleik asit olarak goriilmiistiir. Bu analiz ile Botryococcus braunii'nin biyoaktif
degere sahip olan ve faydal coklu doymamis yag asitleri bakimindan zengin oldugu
gorilmiistiir. Ranga Rao vd. tarafindan yapilan ¢alismada da B. braunii alginde
C16:0, C16:1, C18:0, C18:1, C18:2,C22:0, C22:1 ve C24:0 yag asitleri bulunmustur
[122].

M. aeruginosa yag asidi metil esteri incelendiginde ise palmitik asit (16:0), oleik asit
(18:1) ve linoleik asit (18:2) yag asitleri belirlenmistir. Elde edilen kromatograma
gore en yuksek yag asidi icerigi palmitik asit olarak goriilmustir. Literatiir
calismalari incelendiginde bu tiire ait yapilan analizlerde de benzer yag asitlerinin
tespit edildigi gorilmiistiir [123], [124]. Hayakawa vd. tarafindan yapilan calismada
ise bu yag asitlerinin yanisira linolenik asitlerin (18:3) de varligina rastlanmistir
[125]. Sharathchandra ve Rajashekhar tarafindan gerceklestirilen ¢alismada ise
palmitik asit (16:0), stearik asit (18:0), linoleik (18:2), linolenik (18:3) ve
aykosanoik asit (20:0) varligina rastlanmistir [126]. Literatiir ¢alismalarinda

gozlemlenen farkli yag asitlerinin varligi, mikroalg ve siyanobakteri tiirlerinin izole
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edildigi ve yetistirildigi kosullar ile alakali olmakta olup, ¢cok miktarda bulunan ve
bu calismada tespit edilen yag asitlerinin varligl1 sonuglarin literatirle uyumlu

oldugunun gostergesidir.

M. aeruginosa’ya benzer sekilde C. protothecoides yaginin igeriginde de palmitik
(16:0), oleik (18:1), linoleik (18:2) asitlerin varlig1 gériilmektedir. Diger yag asitleri
eser miktarlarda bulundugundan sonuclarda degerlendirilmemistir. Elde edilen
kromatograma gore en yiiksek yag asidi icerigi linoleik asit olarak gortlmiistiir. Bu
analizlere gore yukarida gaz kromatografisi analizleri verilen mikroalg tiirlerinin
biyoaktif degere sahip olduklari ve faydali ¢oklu doymamis yag asitleri bakimindan

zengin olduklar1 gérilmustiir [17].

4.6 Mikroalgal Ekstraktlarin Antioksidan Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Algal ekstraktlarin toplam antioksidan aktivitesi 1, 1-difenil-2-pikril hidrazil
(DPPH) serbest radikali giderme metodu kullanilarak tayin edilmistir. Elde edilen
sonuglar incelendiginde mikroalgal ekstraktlarin antioksidan o6zelliklere sahip
oldugu gorilmiustiir. Calismada standart ve mikroalg ekstraktlari i¢in 30 dk, 1 sa ve

1,5 sa’lik araliklarla él¢timler alinmistir.

Mikroalg ekstraktlarinin serbest radikal giderme aktivitesi tayin edilirken, standart
olarak kullanilan BHT’ye gore aktivite karsilastirmalar:1 yapilmistir. BHT standardi
500 ve 1000 pg/mL olarak hazirlanmistir.

Sekilde ekstraktlarin DPPH. radikali giderme aktivitesine ait % inhibisyon-
konsantrasyon grafigi cizilmistir. Yiizde (%) inhibisyon degeri ne kadar ytliksekse

antioksidan aktivite de o kadar yiiksek kabul edilmistir.

DPPH radikali dogal antioksidanlarin serbest radikal giderme aktivitesini 6lgmek
icin kullanilan bir radikaldir. DPPH ¢6zeltisi koyu mor renklidir ve 517 nm'’de
absorbansi oOl¢iilmektedir. Ortama antioksidan ilave edilmesi halinde DPPH
cozeltisinin renginde degisim meydana gelir. Ortamda antioksidan maddenin
bulunmasi halinde absorbansta diisiis ve mor renkten sariya dogru donis

gozlemlenir. Bu durum ortamda DPPH radikalinin konsantrasyonunun azaldigini
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gosterir. Sonug olarak, absorbans ne kadar diisiik ise antioksidanin serbest radikali

giderme aktivitesi o kadar ytiksek demektir.

Yapilan deneyler sonucunda Sekil 4.7’de goruldiigu tizere B. braunii ve M. aeruginosa
tiirlerinin ekstraktlarinin antioksidan 6zelliklere sahip oldugu gézlemlenmistir. Bu
tirlerden M. aeruginosa’nin antioksidan 6zelliginin daha ytliksek oldugu

gorulmustiir.
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Sekil 4. 7 Orneklerin antioksidan 6zelliklerinin belirlenmesi

4.7 Mikroalgal Ekstraktlarin Antibakteriyel Ozelliklerinin

Sonuglar:

Mikroalg ekstraktlarinin antibakteriyel etkileri disk difiizyon yontemi kullanilarak
sirasiyla E.coli ATCC 25922, Listeria monocytogenes ATCC 13932 ve Bacillus cereus
RSKK 9637 ATCC 11778 Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerine karsi tespit
edilmistir. 6 mm ¢apindaki disklere 30ul/petri ve 40pl/petri dozlarinda otomotik
pipet ile emdirilen alg ekstraktlar: icerikli disklerde 24 saat 37°C’de inkiibasyon
sonrasinda olusan inhibisyonlar incelendiginde kullanilan mikroalg tiirlerinin
ekstraktlarinin bu bakterilere karsi antibakeriyel 6zellik gosterdigi gozlemlenmistir
(Sekil 4.8-4.9). Ranga Rao vd. tarafindan yapilan calismada Spirulina platensis,
Haematococcus pluvialis, ve Botryococcus braunii mikroalglerinin ekstraktlarininin
Bacillus subtilus, Bacillus cereus Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Listeria monocytogenes, Micrococcus luteus, Proteus mirabilis,

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Streptococcus
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fecalis ve Yersinia enterocolitica bakterilerine karsi antibakteriyel o6zellikleri
incelenmis ve B. braunii mikroalginin ekstraktlarinin bu bakterilere Kkarsi
antibakteriyel 6zellik gosterdigi rapor edilmistir [127]. Madhumati vd. Oscillatoria
latevirns, Phormidium corium, Lyngbya martensiana, Chrooccocus minor ve
Microcystis aeroginosa siyanobakterilerinin Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutants, Escherichia coli, Micrococcus mutans, Klebsiella pnuemoniae,
Saccharomyces cerevisiae ve Candida albicans mikroorganizmalarina karsi olan
antimikrobiyal etkilerini incelemislerdir. Calisma sonucunda biitiin tiirlerin Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutants ve Escherichia coli’'ye karsi
antibakteriyel o6zellik gosterdigi gozlemlenmistir. Bununla birlikte Oscillatoria
latevirens, Chrococcus minor ve Microcystitis aeroginosa tirlerinin Candida albicans
lizerine antifungal etki gosterdigi belirlenmistir [128]. Vehapi vd. tarafindan da C.
protothecoides turuintn kullanilan bakterilere karsi antibakteriyel 6zellik gosterdigi
bildirilmistir [129]. Mundt vd. ve Ozdemir vd. mikroalglerin baz1 patojenik
organizmalara karsi antimikrobiyal aktivitesinin, yag asitleri ve hidroksil doymamis
yag asitleri, glikolipid ve fenolik bilesikleri nedeniyle olabilecegini bildirmistir

[130], [131].

Sekil 4. 8 B.braunii mikroalginin ekstraktlarinin sirasiyla A) E.coli ATCC 25922, B)
Listeria monocytogenes ATCC 13932 ve C) Bacillus cereus RSKK 9637 ATCC 11778
bakterileri lizerine antibakteriyel etkisinin gozlemlenmesi
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Sekil 4. 9 M. aeruginosa mikroalginin ekstraktlarinin sirasiyla A) E.coli ATCC
25922, B) Listeria monocytogenes ATCC 13932 ve C) Bacillus cereus RSKK 9637
ATCC 11778 bakterileri lizerine antibakteriyel etkisinin gozlemlenmesi

4.9 Makroalglerden Aljinat Eldesi Sonug¢lari

Farkli makroalg tiirlerinden elde edilen aljinat verimleri Tablo 4.8’de verilmektedir.
Elde edilen verimler incelendiginde en verimli saflastirma yolunun en az adim
iceren etanol ile saflastirma oldugu belirlenmistir. Bu sonugc, asit muamelelerinin
polimer zincirini degrade etmesi sonucunda esas olarak asit ortaminda
polisakkaritlerin  baglarinin diisiik stabilitesini yansitmaktadir. Verimler
incelendiginde etanol ile dogrudan polimer ¢oktiirme isleminin en iyi verimi

sagladig1 gorilmistiir. Sekil 4.10'da elde edilen aljinat irinin gorintisi

verilmektedir.

Sekil 4. 10 Elde edilen aljinat {iriinii

Iki farkli makroalg tiiriinden elde edilen sodyum aljinatin FTIR spektrumu
incelendiginde (Sekil 4.11) hidroksil, eter ve karboksilik fonksiyonel gruplara ait
onemli bandlar goriilmektedir. O-H baglarina ait gerilme titresimleri 3000-3600
cm-1'de belirlenmis, 1649-1460 cm-1 gorillen bandlarin da karboksilat tuz
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iyonlarinin asimetrik ve simetrik titresim gerilmeleri oldugu anlasilmistir. 1107 ve
935 cm-1'deki bantlar, piranosil halkanin C-O gerilme titresimine ve C-C-H ve C-O-
H deformasyonunun katkilar1 ile C-O gerilmesine dayandirilmaktadir. FTIR
sonuglar1 literatiirdeki aljinat karakteristik 6zellikleriyle uyumlu bulunmustur

[132]-[134].

Tablo 4. 9 Farkli makroalg tiirlerinden elde edilen aljinat verimleri

Ekstraksiyon verimi (% wt.)
Makroalg tiirii Etanol yolu HCl yolu CaClz yolu
Kahverengi 32 22 18
makroalg
Ulva lactuca 17 14 12
f
J\ / 1‘"\\
P e = f N\, ‘//\ \""\k,—/ﬂ’ \\

e e i A A’ ot H s

2800 3800 2400 3200 2000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 €00

Sekil 4. 11 Kahverengi algden elde edilen (—), yesil algden elde edilen (—) ve
ticari aljinatin (—) FTIR spektrumlari

4.10 Elektrospreying Yontemi ile Nanopartikiil Uretimi Sonugclari
B. braunii ve M. aeruginosa mikroalglerinin ekstrakte edilmis yaglar1 kullanilarak
gerceklestirilen deneysel calisma sonucunda elde edilen veriler Tablo 4.9-4.10°da

verilmistir. Deneysel degiskenlerin nanopartikiil boyutu tizerindeki etkilerini

anlamak icin regresyon denklemleri elde edilmistir. Tasarim matrisini ve ana
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etkileri incelemek icin varyans analizi (ANOVA) teknigi kullanilmis ve asagidaki

regresyon denklemleri elde edilmistir.

Tablo 4. 10 M. aeruginosa yag1 kullanilarak farkl kosullarda tiretilen partikiil cap

dagiliminin tasarim matrisi ve analiz sonuglari

Parametreler Analiz sonuglari

Deney no Polimer Akis hizi Uzakhik Partikiil PDI
konsantrasyonu (X2) (X3) capl1
(X1) (Yman)

1 -1 -1 0 268,1 0,472
2 1 -1 0 90,34 0,449
3 -1 1 0 271,3 0,481
4 1 1 0 136,2 0,624
5 -1 0 -1 289,3 0,594
6 1 0 -1 216,6 0,508
7 -1 0 1 308,7 0,644
8 1 0 1 105,7 0,485
9 0 -1 -1 220,7 0,679
10 0 1 -1 281,2 0,672
11 0 -1 1 269,7 0,658
12 0 1 1 242,9 0,644
13 0 0 0 255,3 0,668
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Tablo 4. 11 B. braunii yagi kullanilarak farkli kosullarda tiretilen partikiil ¢cap
dagiliminin tasarim matrisi ve analiz sonuglari

Parametreler Analiz sonuglari

Deney no Polimer Akis hizi Uzakhk Partikiil PDI
konsantrasyonu (X2) (X3) capl1
(X1) (Ysan)

1 -1 -1 0 295.5 0,449
2 1 -1 0 278.3 0,459
3 -1 1 0 3719 0,462
4 1 1 0 197.7 0,324
5 -1 0 -1 424.6 0,474
6 1 0 -1 463.2 0,415
7 -1 0 1 354.2 0,522
8 1 0 1 348.9 0,395
9 0 -1 -1 395.9 0,499
10 0 1 -1 324.8 0,672
11 0 -1 1 235.1 0,624
12 0 1 1 312.3 0,532
13 0 0 0 288.5 0,655

Ywman = 255.30-73.57 X1+10.35 X2-10.10 X3+10.67 X1X2 - 32.58 X1X3 - 21.82 X2X3 (4.5)

Yeen =324.80-76.13 X1+20.26 X2-4.96 X3 + 14.40 X1X2 - 23.00 X1X3 - 35.57 X2X3 (4.6)
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Elde edilen regresyon denklemlerinin korelasyon katsayilari sirasiyla R2=0.97 ve
R2=0.96 olarak bulunmustur. Esitlik 4.5 ve 4.6 incelendiginde partikiil boyutu (Yman
ve Ysan) Uzerine en fazla etkisi olan parametrenin polimer konsantrasyonu (X1)
oldugu gorilmiistiir. Bununla birlikte polimer konsantrasyonunun partikiil boyutu
ile ters orantili oldugu yani, polimer konsantrasyonu arttikca partikiil boyutunda
azalma meydana geldigi belirlenmistir. Polimer konsantrasyonunun yanisira siringa
ve toplayicl plaka arasindaki mesafenin de (X3) partikiil boyutunu ters yonde
etkiledigi goriulmiistir. Akis hizinin (Xz2) etkisi partikiil boyutu ile dogru orantili
olup, akis hiz1 arttikga partikiil boyutlarinda artis meydana gelmistir. Ayrica,

parametrelerin interaktif etkilerinin de oldukga yiiksek oldugu gorilmiistiir.

Model denklemin ANOVA parametreleri Tablo 4.11’de verilmistir. Oldukc¢a diisiik
bir olasilik degeri, regresyon modeli icin ¢ok yliksek bir basariya isaret etmektedir.
Modelin uygunlugu belirleme katsayisi (R?) ile kontrol edilmistir. Deney ve tahmin
edilen degerler arasinda daha iyi bir korelasyon gormek icin R degeri 1'e yakin
olmalidir. Calismada bulunan korelasyon katsayisi R?2 = 0.97 ve R2 = 0.96 degeri,
toplam varyasyonun sadece yaklastk % 3 ve %4’'inin model tarafindan
aciklanmadigini gostermektedir. Elde edilen sonuglarin literatiir calismalar ile

uyumlu oldugu gorilmiistiir [70], [135]-[138].

Tablo 4. 12 Partikiil boyutu i¢in istatistiksel degerlendirmenin ANOVA sonuglari

Varyansin | Serbestlik | Kareler Kareler F p
kaynagi derecesi | toplami | ortalamasi
S | Regresyon 9 6029499 | 6699,44 | 13,33 | 0,0281
g modeli
S | Hata 3 1507,70 | 502,57
S
S | Toplam 12 61802,69
Regresyon 9 6411858 | 712429 | 10,43 | 0,0396
=~ | modeli
[~
S
£ |Hata 3 2049,05 683,02
o
Toplam 12 66167,63
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4.11 FTIR Analizi Sonuglari

Sekil 4.12-4.13’de verilen FTIR spektrumlarina gore, hidroksil, eter ve karboksilik
fonksiyonel gruplarin bandlar1 gozlenmistir. 3283 cmde -OH gerilme band:
meydana gelmis ve 2922-2853 cm'de goriilen bantlarda CH antisimetrik ve
simetrik gerilme oldugu goriilmiistir. 1743 cm'!ve 1159 cm'de olusan pikler ise,
ornegin icerigindeki yagin varligini gostermektedir. 1021 cm ve 831 cm-lde C-O
gerilme ve CH diizlem deformasyonu vardir. 1462 cm1'de ¢ikan pik karboksilat tuz
iyonlarinin asimetrik ve simetrik titresimsel gerilmeleri olarak ortaya ¢ikmistir.
Spektrumlarda gorulebilecegi gibi, mikroalgal yag yiikli nanopartikiillerin ve
mikroalgal yagin pikleri 2922, 2853, 1743 ve 1462 cm-1'de cakismistir. Bu ¢cakisma,
uretilen nanopartikiillerdeki yagin varhigini gostermektedir. Literatiirde farkl
yaglar ve polimerlerle yapilan ¢alismalarda da kullanilan yagin ve yag iceren nano
yapilarin FTIR spektrumlari incelendiginde piklerde g¢akismalar gézlemlenmistir.
Moghaddam vd. tarafindan n-nonadekan iceren kalsiyum aljinat nanokapsiillerinin
liretimi gergeklestirilmistir. Uretimi yapilan nano kapsiillerin ve yagin FTIR
spektrumu incelendiginde bu ¢alismadaki piklere benzer sekilde 2920 ve 2850 cm-
I'de c¢akismalar gozlemlenmis ve nonadekanin Kkapsiiller igerisine basariyla
enkapsiile oldugunu gostermistir [139]. Gao vd. tarafindan gercgeklestirilen
calismada da silikon yaginin polikaprolakton kapsiilleri icerisindeki varligi FTIR

analizleri ile g6zlemlenmistir [136].
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4.12 Termal Analiz Sonuc¢lari

Uretimi yapilan 6rneklerin termal analiz sonuglar1 Sekil 4.14’te verilmistir.
Nanopartikiillerin degradasyonu 100°C civarinda nem ¢ikisi ile baglamistir. Yapilan
TGA analizlerinden 6rneklerin nem icerigi % 5.77 ve % 4,75 olarak bulunmustur.
Mikroalgal yag yiiklii nanopartikiiller, 225°C'nin tlizerinde bir sicaklikta yavasca
bozunmaya baslamistir. Hem yag icermeyen partikiller hem de yag yuklu
nanopartikil icin %9 ile %8 arasinda bir kalinti bulunmustur. TGA egrisi
incelendiginde nem c¢ikisindan sonra, nanopartikillerin iki adimda bozunmaya
ugradig goriilmektedir. Ilk olarak 225 ile 275°C sicaklik arahiginda % 61-62’lik bir
agirlik kaybi, ikinci adimda ise 275 ile 600°C sicaklik araliginda % 18-23'lik bir
agirlik kayb1 meydana gelmistir. 225 ile 275°C arasindaki sicakliktaki bozunma
PVA'nin termal bozunmasindan kaynaklanmis olup, 275-510°C'deki degradasyon
ise PVA'nin yan Uriin olusumuna baghdir. Holland ve Hay’in yapmis oldugu
calismaya gore, termal bozunma, eritilmis durumda aldehit ve alken son gruplarinin
meydana gelmesine yol acabilir ve bu da yeniden diizenlenerek vinil esterin

olusumuna neden olabilmektedir [140],[141].
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Sekil 4. 14 a) M. aeruginosa yag1 yiiklii nanopartikiil (%8 PVA) b) B. braunii yagi
yukli nanopartikil (%8 PVA) ve c) yag icermeyen nanopartikiillerin TGA egrileri
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4.13 Taramali Elektron Mikroskobu ile Nanopartikiillerin

Goriuntiilenmesi

Elektrospreying yontemi ile elde edilen nanopartikiillerin taramali elektron
mikroskopu (SEM) 6lciimleri YTU Merkez Laboratuvar biinyesinde bulunan Zeiss
EVO LS 10 SEM cihazi ile 20-50.00 kX biiylitme ile ¢ekilmistir. Alinan SEM sonuglari
ile Uretimi gergeklestirilen partikuller Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’da gorulmektedir.
SEM analizi sonucunda tretimi yapilmis partikiillerin kiiresel sekilde oldugu
gorulmiustiir. Analiz ile birlikte 100-600 nm boyutlarinda partikiiller tespit
edilmistir. Zeta-sizer ile yapilan boyut 6l¢iimii analiz sonuglar1 da SEM analizi

sonuglarini desteklemektedir.

Sekil 4. 15 B. braunii ekstrakti yiiklii nanopartikiillerin SEM goriintiileri a) 50 kX
biiylitme, b) 20 kX biiyiitme ¢)10 kX biiyiitme
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Sekil 4. 16 M. aeruginosa ekstrakti yiiklii nanopartikiillerin SEM goériintiileri a) 50
kX bliyiitme, b) 20 kX biiylitme c)10 kX biiyiitme

4.14 Nanopartikiillerin Enkapsiilasyon Verimlerinin Belirlenmesi

Tablo 4.12 mikroalg yag1 iceren nanopartikiillerin enkapsiilasyon verimliliklerini
gostermektedir. Nanopartikiillerin kapsiilleme verimlilik degerleri %50 ile %77
arasinda degismistir. Bu degisimin nedeni, mikroalg yaginin aljinata kapsiillenme
sinirlamalarina baglanabilir. Kataria vd. tarafindan yapilan ¢alismada siprofloksasin
yukli aljinat/PVA nanofiberlerinin tretimi gergeklestirilmistir. Elektrospinleme,
nanoskopik 6lcekte polimer ¢6zeltisinin yerinde katilasmasina yol agtigindan, ilacin
dogada ucucu olmamas: kosuluyla % 100 ila¢ tutma etkinligi saglar. Ila¢ tutma
etkinligi yaptiklar1 ¢alismada %98 olarak bulunmustur. Arthanari vd. tarafindan
gerceklestirilen benzer bir c¢alismada da gatifloksasin yiiklii aljinat/PVA
nanofiberlerinin lretimi gerceklestirilmistir. Bu c¢alismada da ilacin yiiklenme
kapasitesi %95 olarak bulunmustur. Bu yiiksek tutma kapasitesi yazarlar tarafindan
ilacin polimer c¢ozeltisindeki ¢oziiniirliigiine dayali olmasina baglanmistir [142],

[143]. Bu durum g6z ontine alindiginda mikroalgal ekstraktlarin aljinat/PVA
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¢Ozeltisine karisma oranina bagh olarak enkapstilasyon verimlerinde degisimler
gozlenmistir. Buna karsin yine de bu c¢alismada belirlenen verimlilik degerleri
yuksektir; bu da elektrospreying teknigi ile kapsiilleme isleminin olduk¢a verimli

oldugunu ortaya koymaktadir.

Tablo 4. 13 Partikiillerin yiiklenme verimleri

Ornek EE-MA | EE-BB | EE-CP

%8 PVA icerikli NaAlg | %54 %52 | %77

%7,5 PVA icgerikli NaAlg | %50 %49 | %72

%7 PVA icerikli NaAlg %49 %44 %66
4.15 MTT ve XTT Canlilik Testi

Tez ¢calismasinda 6ncelikle 6n ¢alisma olarak kullanilan C. protothecoides yag1 ve bu
yag kullanilarak tretimi yapilan partikillerin canhlik testleri yapilmistir. Daha
sonar Uretim optimizasyonu yapilarak elde edilen degerli biyoaktif maddelerce
zengin M. aeruginosa ve B. braunii mikroaglerinin ekstraktlar1 ve ekstraktlarin
enkapsiilasyonu sonrasi elde edilen nanopartikiillerin farkli hiicre hatlar

lizerindeki sitotoksik etkisi incelenmistir.

On deneylerde insan endotel hiicreleri (HUVEC'ler) ve insan kolon karsinoma hiicre
hatlar1 (HCT116) kullanilmistir. Deneyler, verileri dogrulamak amaciyla ii¢ tekrarh
olarak gerceklestirilmistir. Deneyler sonucunda elde edilen hiicre canlilik oranlari,
orneklerin hiicre kiiltiirleri tizerine uygulanmasindan sonra MTT testi ile elde edilen
OD degerlerin, kontrol grubu OD degerlerine orani (%) hiicre canlilig1 olarak ifade
edilmis ve her grubun kendi kontrol grubunun hiicre canlilik oranlarinin %100

oldugu kabul edilerek hesaplamalar yapilmistir [144].

Mosmann’in g¢alismasina gore, deney materyali uygulandiktan sonraki hiicre

canliligl oranina gore sitotoksik etkiyi asagidaki skala ile derecelendirmistir [145]:
- %90 ve tizeri hiicre canliligl varligl — sitotoksik degil
- %60-90 arasi hiicre canlilig1 varlig1 — hafif derecede sitotoksik

- %30-59 arasi hiicre canlilig1 varlig1 — orta derecede sitotoksik
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- %30 ve alt1 hiicre canlilig1 varligl — siddetli derecede sitotoksik

ilk olarak, ticari olarak temin edilmis C.protothecoides yag ve nanopartikiillerinin
sitotoksik etkisi kanserli olmayan bir hiicre hatti olan HUVEC hiicre hattinda ve
L929 hiicre hattinda test edilmistir. Bu hiicre hatlarinda parcaciklar ve mikroalg
yagl sitotoksik etki gostermemistir. Kanser hiicresi hattinda ise C. protothecoides
yagl iceren nanopartikiiller diisiik konsantrasyonlarda ¢ok az sitotoksik etki

gostermis, konsantrasyon arttikca etkide artis gozlenmistir [144].

Gergeklestirilen 6n deneylerin ardindan farkli algal ekstraktlar ve nanopartikiillerin
sitotoksik etkisi L929 fare fibroblast, PC-3 prostat kanser hiicre hatti, SHSY-5Y
noroblastom (beyin) hiicre hatt1 ve AGS gastrik adenokarsinom (mide) hiicre hatt1
tizerinde incelenmistir. Degerli biyoaktif madde icerigince zengin mikroalg liretimi
icin optimizasyon calismasi yapilarak, lipid liretimi agisindan en optimum kosul
belirlenmis (0,1875 g NaNOs, 22,5°C sicaklik ve 16 saat aydinlatma) ve bu
kosullarda tiretimi yapilan B. braunii ve M. aeruginosa tirlerinin ekstraktlarinin ve
ticari olarak temin edilmis C. protothecoides yaginin ve mikroalgal ekstrakt yuklu
nanopartikiillerin L929 hiicre hatti lizerindeki sitotoksik etkisi Sekil 4.17 ve 4.18’de
sunulmustur. Sekillerde goriildigii tizere ekstraktlarin (BB, MA ve CP) ve
nanopartikiillerin (BBN ve MAN) L929 fare fibroblast hiicreleri iizerine sitotoksik
etkisi gorilmemistir. Bu da ekstraktlarin ve mikroalgal ekstrakt yiikli
nanopartikiillerin normal hiicreler iizerine toksik etki etmedigini ortaya
koymaktadir. Sitotoksik etki sadece ekstrakt konsantrasyonunun oldukga ytliksek
oldugu durumda goézlenmistir. Literatiirde bu tiirlerin ekstraktlarinin sitotoksik
etkisinin incelenmesine yonelik ¢calisma bulunmamaktadir. Literatiirde farkl algal
tirler lzerine yapilan calismalar incelendiginde ise algal ekstraktlarinin fare
fibroblast hiicreleri tuzerinde toksik etkisi olmadigi gorilmektedir. Chu vd.
tarafindan yapilan c¢alismada Spirulina ekstraktlarinin fare fibroblast hiicreleri
(3T3) tzerine sitotoksik etki yaratmadigl, bununla birlikte Spirulina'nin
ekstraktinin serbest radikallerden dolay:1 gelisen apoptotik hiicre éliimiine karsi
koruyucu bir etkisi oldugunu gostermistir [146]. Namkoong vd. tarafindan yapilan
bir bagka calismada ise Eisenia bicyclis alginden elde edilen ekstraktlarin sitotoksik

etkisi RBL-2H3 sican mast hiicre hatti, HaCaT insan keratinosit hiicre hatt1 ve
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NIH3T3 fare fibroblast hiicre hatt1 iizerinde denenmistir. Calisma sonucunda
ekstraktlarin HaCaT ve NIH3T3 hiicreleri lizerinde toksik etkisi bulunmadigi
gorilmis, belirli bir konsantrasyona kadar da RBL-2H3 hiicrelerine toksik etki

yaratmadig1 gozlemlenmistir [147].
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Sekil 4. 17 Mikroalgal ekstraktlarin ve ticari olarak temin edilmis yagin L929
hiicreleri lizerine sitotoksik etkisi
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Sekil 4. 18 Mikroalgal ekstrakt yiiklii nanopartikiillerin L929 hiicreleri lizerine
sitotoksik etkisi

Mikroalgal ekstraktlarin PC-3, SHSY-5Y ve AGS kanser hiicre hatlar iizerine olan
sitotoksik etkileri Sekil 4.19-4.21'de verilmistir. Optimizasyon c¢alismas1 sonrasi
ekstrakte edilerek elde edilen B. braunii ve M. aeruginosa ekstraktlarinin kanser

hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin, daha 6énceden ticari olarak temin edilmis
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Chlorella protothecoides yaginin kanser hiicreleri lizerine olan etkisine kiyasla
belirgin bir sekilde daha fazla oldugu goriilmektedir. Bu sonu¢lardan daha 6nceden
ticari olarak temin edilen mikroalgal yagin biyoaktif 6zelligini kaybettigi, ancak yeni
ekstrakte edilmis mikroalgal ekstraktlarin oldukga etkili oldugu goriilmektedir.
Mikroalgal ekstraktlarin Chlorella protothecoides yagina kiyasla kanser hiicreleri
lizerine sitotoksik etkileri %30 ve daha fazla olup; mikroalgal ekstraktlardan M.
aeruginosanin etkisi de B. braunii’ye kiyasla daha fazladir. Kanser hiicre hatlarina
olan sitotoksik etkileri de karsilastirildiginda mikroalgal ekstraktlarin sirasiyla en
cok PC-3, daha sonra AGS ve SHSY-5Y hiicre hatlarimi etkiledigi belirlenmistir.
Tannoury, M.Y. ve ark. (2017), Sanjeewa, K.K.A. ve ark. (2016), Atasever-Arslan, B.
ve ark. (2016), Zhu, X. (2012), Borges, 0. ve ark. (2006) tarafindan yapilan
calismalarda da alglerin cesitli kanser turlerine karsi sitotoksik etkiler gosterdigi
bildirilmistir [148]-[152]. Mikroalgal ekstraktla ytiklii nanopartikiillerin kanser
hiicre hatlar tizerindeki etkisi incelendiginde ise 24 saat sonunda nanopartikiillerin
L929 ve kanser hiicreleri tizerine ¢ok fazla sitotoksik etki yaratmadig1 goriilmustiir.
Bu sonuctan nanopartikiil yapisinda kullanilan polimerlerin biyouyumlu oldugu ve
FTIR ve TGA sonuglari ile de mikroalgal ekstrakt enkapstilasyonu tespit edilmis olan
nanopartikiillerden 24 saat siliresince bir sizinti olmadigl yani nanopartikiil
yapisinin saglamligi ve hemen salima ge¢meyerek asamali bir salim

gerceklestirecegi ortaya konulmustur.
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Sekil 4. 19 Mikroalgal ekstraktlarin ve ticari olarak temin edilmis yagin PC-3
kanser hiicreleri lizerine sitotoksik etkisi
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Sekil 4. 20 Mikroalgal ekstraktlarin ve ticari olarak temin edilmis yagin SHSY-5Y
kanser hiicreleri lizerine sitotoksik etkisi
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Sekil 4. 21 Mikroalgal ekstraktlarin ve ticari olarak temin edilmis yagin AGS
kanser hiicreleri lizerine sitotoksik etkisi
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Sonuc ve Oneriler

Botryococcus braunii ve Microcystis aeruginosa tirlerinin biyoaktif madde

trettikleri optimum kosullarin belirlenmesi ve alglerden elde edilen ekstraktlarin

karekterizasyonunun gercgeklestirildigi, mikroalgal ekstraktlarin nano yapilar

haline getirilip kaplanmasi icin makroalglerden biyopolimer elde edilmesi,

elektrospreying teknigi ile mikroalglerden elde edilen biyoaktifce zengin ekstraktlar

ile yiklii nanopartikiillerin tretildigi ve bu ¢alisma ile elde edilen mikroalgal

ekstrakt ve nanopartiktillerin prostat, beyin ve mide kanser hiicre hatlari gibi kanser

hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri incelendigi bu tez calismasinin genel

sonuglar1 asagida 6zetlenmistir:

Mikroalg ve siyanobakteri ile yapilan liretim optimizasyonu calismasinda
azot miktari, aydinlanma siiresi ve sicaklik parametrelerinin etkisi
istatistiksel olarak incelenmis olup, azot miktarinin artisinin ve sicakligin
artisinin lipid miktarini azalttig1 gézlemlenmis ve en etkili parametrenin azot
stresi oldugu goriilmiistiir. Aydinlanma dongiisiiniin ise pozitif yonde bir
etkisi oldugu belirlenmistir.

Yapilan tez calismasi sonucunda en ytiksek lipid icerigi Botryococcus braunii
ve Microcystis aeruginosa igin sirasiyla %53,80 ve %32,61 olup; 0,1875 g
NaNOs, 22,5°C sicaklik ve 16 saat aydinlatma kosullari altinda elde edilmistir.
27 gin boyunca fotobiyoreaktorde gerceklestirilen {retimlerde
Botryococcus braunii ve Microcystis aeruginosa igin spesifik bliyiime hiz1 (),
6liim hiz1 sabiti (ka) ve ikilenme siiresi (td) sirasiyla 0,11 giin-1, 0,08 giin-1 ve
6,3 glin ile 0,11 giin-1, 0,05 glin-! ve 6,3 giin olarak hesaplanmistir.

Erlenlerdeki B. braunii kiiltiirlerinin ortalama kayma gerilmesi 0,087 s™*

iken; fotobiyoreaktordeki iiretimlerde ortalama kayma gerilmesi 24,85 s™*
olarak hesaplanmistir. Ayni kosullarda M. aeruginosa kiiltiirlerinin ortalama
kayma gerilmesi 0,045 s™* iken; fotobiyoreaktérdeki iiretimlerde ortalama
kayma gerilmesi 30,1 s™* olarak hesaplanmistir. Hesaplamalara gore girdap
biiytikligiiniin mikroalg hiicrelerine goére daha biiylik oldugu, hiicrelerin
reaktor icerisindeki tiirbiilanstan etkilenmedigi ve yiiksek kayma hizlarina

adapte oldugu gorilmiistiir.
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Uretimi yapilan tiirlerin FTIR analizleri sonucu 1743 cm-1 bandinda (C=0)
lipidler ve yag asitlerinin varliginm1 ve ester gruplari, 2922 cm-1'deki CH
gerilmesi ve 1743 cm-1'deki ester karbonil grubun C=0 gerilmesi lipid
piklerini, 1151 cm-1'deki C-O-C gerilmeleri ise mikroalgin yapisindaki
polisakkaritleri ve 1546 cm-1'de ¢ikan pik tiirlerin yapisindaki proteinlerin
varligini gostermektedir.

Mikroalg turlerinin kisa analizleri sonucunda nem, ugcucu madde, sabit
karbon ve kiil icerikleri Botryococcus braunii ve Microcystis aeruginosa igin
sirasiyla %7,22, %69,74, %17,07 ve %5,99 ile %5,71, %84,79, %6,20 ve
%3,32 olarak bulunmustur.

Gaz kromatografisi analizleri sonucunda alinan kromatogramlar
incelendiginde Botryococcus braunii yaginin igeriginde palmitik (16:0), oleik
(18:1), linoleik (18:2), arasidik asit (20:0) ve eicosapentaenoic acid (EPA)
(20:5) asitlerin varlig1 gorilmektedir. M. aeruginosa yag asidi metil esteri
incelendiginde ise palmitik asit (16:0), oleik asit (18:1) ve linoleik asit (18:2)
yag asitleri belirlenmistir. M. aeruginosa’ya benzer bir sekilde C.
protothecoides yaginin igeriginde de palmitik (16:0), oleik (18:1), linoleik
(18:2) asitlerin varligi goriilmektedir.

Mikroalg ve siyanobakteri ekstraktlarinin antioksidan o6zelliklere sahip
oldugu gorilmiustir. Bununla birlikte E.coli ATCC 25922, Listeria
monocytogenes ATCC 13932 ve Bacillus cereus RSKK 9637 ATCC 11778
Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerine karsi antibakeriyel o6zellik
gosterdigi gozlemlenmistir.

Makroalglerden aljinat eldesi ¢alismasinda farkli saflastirma metotlar
denenmis ve elde edilen verimler incelendiginde en verimli saflagtirma
yolunun en az adim iceren etanol ile saflastirma oldugu belirlenmistir. Bu
sonug, asit muamelelerinin polimer zincirini degrade etmesi sonucunda esas
olarak asit ortaminda polisakkaritlerin baglarinin diisiik stabilitesini
yansitmaktadir.

Elektrospreyleme yontemi ile iretilen partikiillerin boyut analizi
Olciimlerine gore regresyon analizi yapilmistir. Yapilan analiz sonuglarinda

Uretim parametrelerinin etkileri beklenen degerlerde etki etmistir.
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PVA:NaAlg partikiillerin iiretiminde etkili olan parametreler icinde en etkin
parametrenin PVA konsantrasyonu oldugu ve konsantrasyon artisinin
partikil capini azalttig goriilmektedir.

Elektrospreying isleminde polimer konsantrasyonu arttikca konik jet
uzamasli artar ve Kkesintisiz uzun lifler tretilmeye baslanir. Bu nedenle
polimer konsantrasyonu nanopartikiil tretimi i¢cin ¢ok o6nemli bir
parametredir. Istenen partikill boyutu ve verimi i¢cin optimum
konsantrasyon %8 PVA konsantrasyonu 0,2 ml/saat akis hiz1 ve 13 cm
toplayic1 mesafesi parametrelerinde yapilan partikiiller ile elde edilmistir.
Elektrospreying isleminde en kiiciik nanopartikil boyutu 90 nm ile M.
aeruginosa ekstrakti ile yiiklii nanopartikiil olarak %8 PVA konsantrasyonu
0,2 ml/saat akis hiz1 ve 13 cm toplayici mesafesi kosullar1 altinda elde
edilmistir. B. braunii ekstrakti yiiklii nanopartikiil liretiminde ise en kiigiik
nanopartikil boyutu ayni kosullar altinda 197,7 nm olarak bulunmustur.
Elektrospreying teknigi ile liretilen partikiillerin termogravimetrik analizleri
yapilmistir. Bu analizler sonucu partikiillere yiiklenen yaglar 200°C’ye kadar
olan sicakliklarda bozunma goéstermis, NaAlg ise 250°C’'de bozunma
gostermigtir.

Elektrospreying teknigi ile tretilen partikiillerin FT-IR spektroskopisiyle yag
yluklenme isleminin gerceklesip gerceklesmedigine ytkli partikiiller ile
serbest mikroalg yaginin pikleri karsilastirilarak bakilmistir. Mikroalgal yag
yukli nanopartikiillerin ve mikroalgal yagin pikleri 2922, 2853, 1743 ve
1462 cm-1'de ¢akismistir. Bu cakisma, lretilen nanopartikillerdeki yagin
varligini gostermistir.

Nanopartikiillerin SEM goriintiileri SEM cihaz1 ile 20-50 kX biiylitme ile
cekilmigstir. SEM analizi sonucunda iiretimi yapilmis partikiillerin kiiresel sekilde
oldugu goriilmistiir. SEM analizi ile birlikte 100-600 nm boyutlarinda partikiiller
tespit edilmistir.

Nanopartikillerin enkapsiilasyon verimlilikleri incelendiginde verimlilik
degerleri %50 ile %77 arasinda bulunmustur. Bu degisimin sebebinin
ekstraktin polimer ¢ozeltisindeki ¢oziiniirliigli ile alakali olup, literatiirle

uyumlu oldugu belirlenmistir.
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Tez calismasinda biyoaktif maddelerce zengin mikroalgal lipid igerigini
arttirmak amaciyla yapilan optimizasyon c¢alismalar1 sonrasi optimum
kosullar belirlenmis ve biyoaktifce zengin B. braunii ve M. aeruginosa turleri
tretilmistir. Bu kosullarda tiretilen mikroalglerin ekstraktlar ticari olarak
daha 6nceden temin edilmis C. protothecoides yag ile karsilastirilmistir.

Tez calismasi ile elde edilen ekstraktlar ve bu ekstraktlarla yiikli
nanopartikiillerin L929 fare fibroblast hiicrelerine sitotoksik etki
gostermedigi gorilmus olup, PC-3 prostat kanser hiicre hatti, SHSY-5Y
noroblastom (beyin) hiicre hatti ve AGS gastrik adenokarsinom (mide) hiicre
hatt1 lzerine sitotoksik etkide bulundugu tespit edilmistir. 24 saatlik
inkiibasyon sonucunda ekstrakt yiiklii nanopartikiillerden kisith bir
miktarda salim gereklesmis bu da partikiillerin yapisinin saglamhigini1 ve
yavas yavas salima gectigini géstermistir.

Mikroalgal ekstraktlarin kanser hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi
karsilastirildiginda ekstraktlardan M. aeruginosa’nin daha etkili oldugu ve
mikroalgal ekstraktlarin sirasiyla en cok PC-3, AGS ve SHSY-5Y hiicre
hatlarina etki ettigi tespit edilmistir.

Tez calismasi ile lretilen ekstraktlar ile ticari olarak temin edilen yagin
kanser hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri incelendiginde 6nceden alinan
yagin biyoaktif o6zelligini kaybettigi ve bu tez calismasi ile fretilen
ekstraktlara nazaran kanser hiicreleri lzerine sitotoksik etki yaratmadigi
gorilmustiir. Biyoaktif 6zellige sahip diger yaglar gibi mikroalgal yaglarin da
ozelligini kaybedebildigini ve oksidasyondan koruma ve adsorpsiyon
ozelligini gelistirme acgisindan enkapsiilasyon isleminin 6nemini ortaya
koymaktadir.

Elde edilen bulgular dogrultusunda, bu tez calismasiyla biyoaktif maddelere
sahip olan Botryococcus braunii ve Microcystis aeruginosa tiirlerinin
ekstraktlarinin ve ekstraktlarin enkapsiilasyonuyla tretilmis
nanopartikiillerin ~ 6zellikle farmasotik ve kozmetik alanlarinda

degerlendirilebilme potansiyeli oldugu gosterilmistir.
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