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OZET

FARKLI POLARITEDEKI COZGENLERIN ALG (Nannochloropsis sp.)
YAGI EKSTRAKSIYONUNA ETKIiLERIi

TUGCE AYGUN

Yiiksek Lisans Tezi, Su Uriinleri Miihendisligi Anabilim Dah
Danmisman: Yrd. Do¢. Dr. Osman Kadir TOPUZ
Mayis 2017, 40 sayfa

Bu c¢alismada Nannochloropsis sp. mikroalginden balik yagina alternatif
optimum yag verimine ve Omega-3 icerigine sahip yag iiretim kosullarinin belirlenmesi
ve farkli ¢ozgenlerin ekstraksiyona etkisinin aragtirilmasi amaglanmistir. Bu amag
dogrultusunda algal yag tiretiminde kullanilmak {izere f/2 besiyeri ve 50 It x12 adet
kapasiteli fotobioreaktor kullanilarak Nannochloropsis sp. mikroalginden biyokiitle elde
edilmistir. Elde edilen biyokiitle dondurularak kurutulduktan sonra ultrasonik destekli
ektraksiyon yontemine gore yag ekstraksiyon calismalar1 yapilmistir. Yag ekstraksiyon
kosullarinin optimizasyonu Cevap Yiizey Metodu, Box ve Behnken deneme desenine
gore yapilmistir. Optimizasyon maksimum yag verimi Ve omega-3 yag asitleri icerigi
hedef alinarak yapilmistir. Nannochloropsis sp. biyokiitlesinden yag ekstraksiyonunda
optimum kosullar belirlendikten sonra bu kosullar altinda n-hekzan, kloroform,
metanol, etanol ve izopropil alkol olarak belirlenen farkli polaritedeki 5 ¢dzgenin yag
verimine ve Omega-3 yag asitleri igerigine etkileri belirlenmistir.

Elde edilen bulgular dogrultusunda Nannochloropsis sp. alginden yag
ekstraksiyonuna, ekstraksiyon sicakligi ve ekstraksiyon siiresinin istatiksel olarak
onemli etkisi oldugu ancak alg:cozgen orani etkisinin 6nemsiz oldugu saptanmistir.
Ayrica alg biyokiitlesinden yag ekstraksiyonunda optimum ekstraksiyon sicakligi: 44.30
°C, optimum ekstraksiyon siiresi: 62.46 dakika ve optimum ¢dzgen:alg orani: 19.9:1
ml/g olarak bulunmustur. Belirlenen optimum kosullar altinda yag verimi % 69.31
omega-3 yag asitleri icerigi ise %32,03 olarak bulunmustur.

Farkli polaritedeki ¢ozgenlerle yapilan ekstraksiyonlar sonucu en yiiksek yag
verimi, polaritesi en yiiksek ¢6zgen olan metanol ile yapilan ekstraksiyon sonucu elde
edilmistir. Yag asitleri profiline bakildiginda elde edilen algal yaglarin doymus yag
asitleri iceriginde (XSFA), tekli doymamis yag asitleri (XMUFA) igeriginde ve ¢oklu
doymamis yag asitleri (XPUFA) igeriginde istatiksel olarak onemli (P<0.05) farkliliklar
tespit edilmistir. Omega-3 yag asitlerinin de dahil oldugu grup olan ¢oklu doymamis
yag asitleri (PUFA) en ¢ok metanol ile hazirlanmis 6rnekte (%18,82) tespit edilmistir.
Kloroform ile hazirlanmis 6rnekler ise en diisiik PUFA igerigine sahip drnekler olarak
belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Nannochloropsis sp., Algal yag, Omega-3 yag asitleri,
Ultrasonik destekli ekstraksiyon, Apolar ¢ozgenler
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ABSTRACT

EFFECT OF DIFFERENT POLARITY SOLVENTS ON ALG (Nannocloropsis
sp.) OIL EXTRACTION

TUGCE AYGUN

MSc Thesis in Seafood Engineering
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Osman Kadir TOPUZ
May 2017, 40 pages

In this study it is aimed to investigate Omega-3 fatty acids rich algal oil
production methods from microalga Nannochloropsis sp. The Nannochloropsis sp.
algae were growth in /2 medium with using photoreactor. Harvested microalgae
biomass was dried in freeze dryer in order to remove its moisture. Dried algae biomass
was milled and standardized with using sieve. Response surface methodology was used
for omega-3 rich algal oil extraction from algal biomass in order to obtain optimum oil
extraction conditions.

The extraction parameters which significantly affect to oil yield was extraction
temperature and extraction time whereas the solvent:alga ration was insignificant factor
affecting oil yield. Optimum conditions for extraction of omega-3 rich algal oil from
algal biomass were as follow: extraction temperature, 44.30 °C; extraction time, 62.46
min.; solvent:alga ration, 19.9:1. The oil yield and omega-3 content obtained under the
these optimum conditions were % 69.31 and %32.03, respectively.

Extraction with different polarity solvents resulted in the highest oil yield, the
extreme result of methanol with the highest polarity solvent. When the fatty acid profile
was examined, it was found that the algal oils obtained were statistically significant (P
<0.05) in the contents of saturated fatty acids (SFA), monounsaturated fatty acids
(MUFA) and polyunsaturated fatty acids (PUFA). Polyunsaturated fatty acids (PUFAS),
the group that includes omega-3 fatty acids, were detected the highest in the methanol-
treated sample (20,57 %). The samples prepared with chloroform were identified as the
samples with the lowest PUFA content (11,30).

KEYWORDS: Nannochloropsis sp., Algal oil, Omega-3 Fatty acids, Ultrasonic
assisted extraction, Apolar solvents
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ONSOZ

Saglik agisindan pek ¢ok faydasi bulunan omega-3 yag asitlerine karsi artan bir
ilgi bulunmaktadir. Bu artan ilgi ve toplum bilinci karsisinda balik stoklar1 sabit
kalmakta ve tiiketici ihtiyacim1 karsilamak i¢in ikame edici bir kaynak ihtiyaci
dogmaktadir. Gerek besin igerigi gerekse iiretim kolaylig1 diistintildiigiinde Mikroalgal
yaglar alternatif bir bitkisel kaynak olarak dikkat ¢ekmektedir. Tiirlere gore % 60’lara
varan yag icerigi, baligims1 koku bulunmamasi ve bitkisel bir kaynak olmasi sayesinde
vejetaryen bireyler tarafindan da kullanilabilmesi gibi avantajlar1 sayesinde
mikroalglerden yag eldesi lizerine pek ¢cok ¢alisma bulunmaktadir.

Bu c¢alismada bir mikroalg tiirii olan Nannochloropsis sp. tiirii ile c¢alisilmus,
birinci asamada mikroalgden yag ekstraksiyon kosullart optimize edilmis, ikinci
asamada, elde edilen optimum kosullar altinda farkli polaritelere sahip organik
cozgenler ile ultrasonik destekli ekstraksiyon yapilmistir. Cozgenlerin algal yag
verimine ve yag asitleri profiline etkisinin arastirilmasi amag¢lanmistir. Tez ¢alismasinin
yapilacak benzeri akademik c¢alismalara 151k tutmasini ve topluma faydali olmasini
temenni ederim.

Bu tez calismasinin karar asamasindan savunma asamasina kadar destegini ve
anlayisint bende esirgemeyen degerli danisman hocam Yrd. Dog. Dr. Osman Kadir
TOPUZ’a, Tez Izleme Komitesi iiyelerine, Akdeniz Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi
ogretim {iiyelerine, Su Uriinleri Miihendisi Adem KAYA’ya, Su Uriinleri Miihendisi
Alican ALP’e, Gida Yiiksek Miihendisi Hanife Aydan YATMAZ’a Su Uriinleri
Miihendisi Berru ETLI’ye, Su Uriinleri Yiiksek Miihendisi Fahrettin Gokhun
TOKAY’a, Su Uriinleri Yiiksek Miihendisi Eda Ozer ANDIZ’a tesekkiirii bir borg
bilirim.

Benim bu giinlere gelmemde maddi manevi en biiylik destek¢ilerimden sevgili
annem Hacer SAK’a ve akademik bilgisi ve yardimlariyla yanimda olan sevgili esim
Ogretim gorevlisi Ahmet AYGUN’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

En bagta da sevgisini her daim yiiregimde tasidigim, bana ihtiya¢ duydugu

zamandan usluca feragat etmesiyle beni destekleyen canim oglum Omer Bera’ma
sonsuz minnet ve tesekkiirlerimi sunarim.
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Simgeler

Al Para-anisidin eklenmeden 6nce 350 nm’deki absorbans
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GIRIS Tugce AYGUN

1. GIRIS

Son yillarda insan niifusundaki artisa paralel olarak dogal kaynaklara ve diger
gida maddelerine olan ihtiyag da ayni hizda artmaktadir. Saglik agisindan oldukca
onemli olan omega-3 yag asitlerinin kaynagi olan balik yagina olan ihtiya¢ da niifus
artigina paralel olarak giderek artmakla birlikte omega-3 yag asitlerinin kaynagi olan
diinya balik stoklar1 sabit kalmaktadir. Buna bagli olarak, baliktan elde edilen yiliksek
omega-3 icerikli yagi ikame edici kaynak ihtiyaci ortaya ¢ikmaistir.

Denizlerin 6nemli fotosentetik canlilar1 olarak bilinen algler protein, yag ve
mineral madde gibi 6nemli besin maddelerini bol miktarda icermektedirler. Kimi algler
protein, mineral madde ve klorofil agisindan zengin olmakla birlikte Nannochloropsis
sp. gibi baz1 alglerin yag igerigi yiiksektir. Nannochloropsis alginden elde edilen yagin,
iceriginde bulunan omega-3 yag asitleri (6zellikle EPA) sayesinde baliktan elde edilen
yag yerine kullanilabilecegi diisliniilmektedir. Bunun yaninda alglerden elde edilen
yagin bitkisel kaynakli olmasi da balik yagi tiketemeyen vejetaryenler ve balik
kokusuna hassas bireyler igin bu yagi1 degerli kilmaktadir.

Alglerden yag iretiminde en Onemli islem ekstraksiyondur. Ekstraksiyon
isleminin verimine ve TUriin kalitesi tzerine, ekstraksiyonda uygulanacak yontem,
kullanilacak ¢ozgen tipi, ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon siiresi ve alg
biyokiitlesi/¢cozgen orani gibi parametreler etki etmektedir.

Yapilan literatiir arastirmalarinda genel olarak mikroalglerden yag elde etme
parametelerinin optimize edilmesi ve farkli ¢ézgenler kullanilmasiyla ilgili ¢alismalar
olsa da, hem ekstraksiyon parametrelerinin optimize edilmesi hem de farkli polaritedeki
cozgenler kullanilarak ultrasonik destekli ekstraksiyon yapilan bir ¢aligmaya
rastlanmamuistir.

Bu tez calismasmin ilk asamasinda temin edilen mikroalg biyokiitlesinin
laboratuvar kosullarinda c¢ogaltilmast amaclanmistir. Bu amagla {/2  besiyeri
hazirlanmis, tuzluluk oran1 %2,5’a ayarlanip 24°C’de alg stok kiiltiirii ¢ogaltilmstir.

Calismanin ikinci asamasinda, alglerden yag ekstraksiyonunda ekstraksiyon
verimine ve omega-3 yag asitleri igerigine dénemli etkisi olan ekstraksiyon sicakligi,
ekstraksiyon siiresi ve alg biyokiitlesi/cozgen orani gibi parametreler test edilerek
optimum algal yag ekstraksiyon sartlarinin belirlenmesi hedeflenmistir.

Son olarak da belirlenen optimum kosullar altinda, ultranosik destekli
ekstraksiyon yontemi ile farkli polaritedeki ¢ozgenlerin (hekzan, kloroform, metanol,
etanol ve isopropil alkol) algal yag verimine ve omega-3 yag asitleri igerigine etkilerinin
saptanmas1 amaclanmistir.



KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI Tugce AYGUN

2. KURAMSAL BIiLGILER VE KAYNAK TARAMALARI
2.1. Alg Tanim

Algler gilines 151811, suyu, azot, fosfor ve potasyum (N, P, K) gibi mikro elementler
ile CO2’i kullanarak biyokiitleye doniistiiren essiz fotosentetik mikroorganizmalar
olarak tanimlanmaktadir (Pragya vd., 2013). Alglerin tek hiicreli, fotosentetik ve
boyutlar1 1-100 pm arasinda degisen gruplart mikroalg olarak adlandirilmaktadir.
Makroalglerden farkli olarak ¢ok hiicreli organizmalar1 olusturamazlar ve daha basit
yapihidirlar (Saber vd., 2016). Mikroalgler diger karasal bitkiler gibi gelisebilmeleri igin
su, giines 15181, COz, azot ve fosfor igceren kiiltiir ortamina ihtiyag¢ duyar.

Mikroalgler karasal bitkilerinden farkli olarak;

Giines 151¢1m1 daha verimli kullanabilmeleri,

Daha hizli geligebilmeleri,

Gelisimlerinin hava sartlarindan bagimsiz olmasi,

Karasal bitkilere gore daha az suya ihtiya¢ duymalari ve

Herbisit, pestisit gibi tarim ilaglarina gerek duymamalar1 gibi avantajlara sahiptir
(Sahin ve Akyurt 2010).

Mikroalgler tizerine yapilan arastirmalar, 6zellikle siyanobakterilerle 1980’lerde
baslamistir ve son yillarda mikroalgler kapsaml: arastirmalar iizerinde yogunlasmuistir.
Bunun nedeni, denemeler igin gerekli olan algal biyokiitle, laboratuvar &lgeginde
kolaylikla kiiltiire edilebilmesidir. Az miktardaki biyokiitleden ¢cok miktarda ekstrakt ve
bilesik elde edilebilmektedir (Bulut 2009).

2.2. Mikroalglerin Bilesimi

Son yillarda yapilan ¢aligmalara bakildiginda pek ¢ok arastirmact mikroalglerin yag
icerigine dikkat ¢cekmis, yag eldesinde mikroalgleri karasal bitkilere alternatif kaynak
olarak gostermistir. Mikroalglerin yag igerigi tiirlere gore degismekle birlikte % 35-
40’lara ulagmaktadir (Islam vd. 2013). Yag igerigi yiiksek mikroalg tiirleri;

e Nannochloropsis sp.,

Pavlova lutheri

Chlorella vulgaris,
Phaeodactylum tricornutum,
Tetraselmis suecica “dur.

Mikroalgal yagin énemi viicudun iiretemedigi ve mutlaka besinler yoluyla alinmasi
gerecken esansiyel yag asitlerince (linoleik, linolenik ve arasidonik asit) zengin
olmasindan  kaynaklanmaktadir. Omega-3  formunda olan linolenik  asit
kolaylikla eikosapentaenoik asit (EPA) ve dokosaheksaenoik asite (DHA)
dontisebilmektedir. Omega-3 yag asitlerinden EPA ve DHA nin birincil {ireticileri olan
alglerden elde edilen yaglara kars1 artan bir ilgi gdzlenmektedir (Ryckebosch vd., 2014).
Omega-3 yag asiti iireten mikroalgler; Chaetoceros, Phaeodactylum, Skeletonema,
Thalassiosira, Tetraselmis, Cryptomonas, Rhodomonas. Isochrysis, Pavlova
porphyridium, Nannochloropsis algleri oldugu bildirilmistir (Ryckebosch vd., 2014,
Ryckebosch vd., 2012). Nannochloropsis sp. mikroalgleri omega-3 yag asitleri
bakimindan zengin olmakla birlikte, yaklasik % 37,6 (agirlik¢a) karbonhidrat, % 28,8
protein, % 18,4 toplam yag % 3 mikroelement (Na, P, K, Ca, Mg, Zn, Fe, vd.) de
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icerdigi belirtilmistir (Rebolloso-Fuentes vd. 2001). Ryckebosch vd. (2014)’iin yaptigi
bir ¢alismada Nannochloropsis, Phaeodactylum, Pavlova ve Thalassiosira alglerinden
elde edilen algal yaglarin balik yagina alternatif olabilecek miktarda Omega-3 yag
asitlerini icerdigi saptanmistir. Ancak balik yaginda bol bulunan ¢oklu doymamis yag
asitlerinin  (PUFA), besinsel kayiplar ve yag aciligindan sorumlu oksidasyon
reaksiyonlarina son derece hassas oldugu ve balik yaginin ekstrakte edilmesi ve
depolanmasi sirasinda okside olarak istenmeyen renk, koku, aroma ve tat olusumlarina
neden oldugu ortaya konulmustur (Rehman ve Salariya, 2006). Algal yagin balik yagina
gore bir diger avantaji ise baligimsi koku icermemesi, bitkisel kaynakli olmasi ve
yapilarinda bulunan antioksidan maddelerden dolay1r oksidasyona daha dayanikli
olmasidir (Ryan ve Symington, 2015).

2.3. Alglerin Kullanim Alanlar

Mikroalglerin, protein, yag, PUFA, karotenoid, degerli pigment ve vitaminlerin
iyl bir kaynagi oldugu ve bu besinsel 6zelliklerinden dolay1 gida sanayinde, hayvan
beslemede, balik¢ilikta, kozmetik alaninda, eczacilikta, biodizel endiistrisinde ve tarim
sektoriinde yaygin sekilde kullanildigi bildirilmistir (Gong vd. 2014). Alglerin, organik
atiklardan olan azot, fosfor ve potasyum gibi bilesikleri ve CO:‘i kullanarak
cogalmalarindan dolay1 atik sularin aritilmasinda ve baca gazlarindan c¢ikan atik
CO2’nin giderilmesinde de kullanildig1 belirtilmistir (Singh ve Gu, 2010).

Diinyada mevcut alg iretiminin 6nemli bir kismi hayvan beslenmesinde
kullanilmaktadir. Mikroalgler, ¢esitli evcil hayvan ve kiiltiir baliklarinin beslenmesinde
yem igine eklenebilmektedir. Ozellikle yiiksek protein igerigi ve besleyici degeri ile
Arthrospira tiirleri yem takviyesi olarak kullanilmaktadir (Spolaore vd. 2006).

Ayrica yaslanma karsiti, hiicre yenileyici, yumusatici, giines koruyucu ve cilt
gerdirici gibi Ozellikleri sayesinde kozmetik sanayiinde de Arthrospira, Chlorella
vulgaris ve Nannochloropsis oculata mikroalgleri kullanilmaktadir (Bulut 2009).

Gida sanayinde Klorofil (Chlorella), B-karoten (Spirulina, Dunaliella),
zeaksantin (Dunaliella salina), antaksantin (Haematococcus pluvialis) gibi dogal renk
pigmentlerini bol miktarda igermelerinden dolay1r dogal renklendirici olarak, yiiksek
polisakkarit igerikleri sayesinde kirmizi alglerin (Gelidium, Chondrus crispus ) hiicre
duvarindan elde edilen agar ve karragenan ayrica kahverengi alglerden (Laminaria) elde
edilen aljinat kivam arttirict olarak recel sanayiinden; dondurma sanayiine kadar ¢ok
genis ¢apta kullanilmaktadir. Protein (% 60-70) ve vitamin igeriginin (A, B1, Bz, Bs,
B2, C, E, biotin, folik asit ve pantotenik asit) yiiksek olmasindan dolayr Spirulina
maxima tiiriinden kapsiil, tablet ve sivi formalarda gida takviyesi tiretilmektedir. Ayrica,
B-1,3 glukan igerigi yiiksek Chlorella tiirleri bagisiklik sistemini uyarici etkisi
sayesinde takviye olarak gida sanayiinde kullanilmaktadir (Aktar ve Cebe 2010).

Kalp hastaliklarindan depresyona kadar sagliga faydali pek ¢ok ozelliginden
dolay1 balik yag1 kapsiillerine son yillarda giderek artan bir ilgi gézlenmektedir. Balik
yag1 kapsiilleri PUFA ana bileseni olan ve ayni zamanda omega-3 yag asitleri olarak
adlandirilan eicosa pentaenoic acid (EPA) ve docosahexaenoic acid (DHA) gibi,
memelilerin biiylimeleri, gelismeleri ve yasamsal faaliyetlerini slirdiirmeleri acisindan
onemli olan yag asitlerini igermektedir (Singh ve Gu 2010). Nannochloropsis sp. ve
Tetraselmis sp. gibi mikroalgler ¢oklu doymamis yag asitlerini (PUFA), ozellikle de
omega-3 yag asitlerini yiiksek miktarda icermelerinden dolayr balik yagina alternatif
gida takviyesi olarak algal yag tiretiminde kullanilmaktadir (Ryckebosch vd. 2014).
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2.4. Ekstraksiyon Teknolojisi ve Algal Yag Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon, katt veya sivi herhangi bir maddenin bilesiminde bulunan unsurun
veya unsurlardan bir kisminin uygun bir ¢6ziicii yardimi ile absorbe edilerek ayrilmasi
esasina dayanir. Kati-sivi ekstraksiyonu, ¢cok bilesenli bir kat1 maddenin bilesenlerinden
birinin veya bir kisminin (bir ¢oziicii ile) ¢oziilerek ayrilmasidir. Kati i¢cinde bulunan
maddelerden biri, bu maddeyi ¢6zebilen bir ¢oziicii yardimiyla alinmakta, ¢oziicii ve
ayrilan maddeden olusan sivi karisim, kati maddeden ayrildiktan sonra ¢oziicliniin
herhangi bir yoldan uzaklastirilmasi ile de geride sadece ayrilan madde kalmaktadir.
Kati-siv1 ekstraksiyonunda, kati faza ekstrakte edilen, c¢oziiciiye ekstrakte eden; elde
edilen s1v1 karigima ise ekstrakt adi verilmektedir (M.E.B 2011).

Alglerde bulunan degerli besinsel maddelerin elde edilmesinde fiziksel ve
kimyasal pek c¢ok ekstraksiyon yontemi kullanilmaktadir. Yag ekstraksiyonunda
secilecek yontem hizli, kolay uygulanabilir, verimli ve ekstrakte edilecek yagin yapisina
zarar vermeyecek Ozellikte olmalidir. Yapilan g¢alismalar, yagli tohumlardan elde
edilenin aksine alglerdeki kalin hiicre duvarinin yag salinimini kisitladigini1 bu nedenle
mekanik bir iglem uygulamanin algal yag eldesinde daha etkili oldugunu gostermistir
(Suganya ve Renganathan 2012). Son yillarda geleneksel ekstraksiyon tekniklerinin ¢ok
zaman almasindan ve elde edilecek tiriinde kimyasal degisikliklere neden olmas1 gibi
dezavantajlarindan dolay1, ultrasonik destekli ekstraksiyon (UAE), mikrodalga destekli
ekstraksiyon, siiper kritik akiskan ekstraksiyonu, hizlandirilmis ¢ézgen ekstraksiyonu
gibi yeni ekstraksiyon yontemleri popiilerlik kazanmaktadir (Menéndez vd. 2014;
Topuz vd. 2015; Wang ve Weller 2006). Ultrasonik destekli ekstraksiyon ses dalgalari
destekli sivi ekstraksiyonu, olarak da adlandirilir. Hem mekanik hem de termal
etkisinden dolayr oldukca etkilidir ve hiicre duvarmin kolaylikla parcalanmasi
saglamaktadir (Grimi vd. 2014). Bu yontemde 6rnege 20 kHz {istiindeki frekanslarla
akustik titresimler uygulanir. Bu titresimler sivinin iginden gectiginde Kkavitasyon
(bosluk olusumu) meydana gelir. Ultrasonik enerjinin neden oldugu kavitasyon olarak
bilinen bu etki sivi ortamda ¢ok sayida ufacik kabarciklar iretir ve katilarin mekanik
olarak sarsilmasina neden olarak partikiillerin kopmasini saglar (Grosso vd. 2015). Ses
dalgalar1 genellikle analitin iyi geri kazanimiyla sonuglanan kat1 ve solvent arasinda
etkin bir temas saglar (Capelo ve Mota 2005). UAE yo6ntemi, ¢evreye herhangi bir
zararl etkisi olmamasi, ekstraksiyon siiresini kisaltarak ekstraksiyon verimini arttirmasi
ve elde edilecek ekstraktlarin dogal yapisina zarar vermemesi gibi 6zelliklerinden dolayi
cok cesitli biyomolekiillerin ekstraksiyonunda tercih edilmektedir. Gida endiistrisinde
kullanilan ultrason uygulamalarinda diisiik yogunluklu yiiksek frekanshi (f >100 kHz) ve
yiiksek yogunluklu diisiik frekansli (20 kHz < f <100 kHz) ultrason kullanilmakla
beraber genel olarak gida maddesinin fiziksel ve kimyasal 6zelligini degistirmeyen
yiiksek yogunluklu diisiik frekansl ultrason kullanilmaktadir (Plaza vd. 2012).

Ekstraksiyon isleminin verimine ve ekstraktlarin kalitesine etki eden faktorler
tizerine pek c¢ok calisma yapilmistir (Ma vd. 2008, Maran vd. 2017). Bu faktorler
baslica;

Ekstraksiyon sicakligi

Ekstraksiyon siiresi

Cozgen tipi ve

Biyokiitle/¢6zgen orani seklinde siniflandirilmistir.
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2.4.1. Sicakhigin ekstraksiyon iizerine etkileri

Ekstraksiyonda sicakligin; ¢oziiniirliik, katilarin yayilma giicili, viskozite ve
stvilarin  ylizey gerilimi gibi 6nemli olaylar tizerine etkisi vardir. Cogu durumda,
sicakliktaki artig, ¢ozlicliniin ¢6zme kapasitesini ve molekiillerin yayilma giiciinii artirir.
Bu da genellikle ekstraksiyon veriminin artmasiyla sonu¢lanmaktadir (Biiyiiktuncel
2012). Yapilan bir ¢alismada sicakligin alg yagi ekstraksiyonuna etkisi incelenmis ve
sicaklik artig1 ile yag veriminin belli bir noktaya kadar arttigi goriilmiistiir. Sicakligin
35°C’den 55°C’ye cikarilmasiyla yag verimi %7’°den %9.75e yiikseldigi belirtilmigtir
(Suganya ve Renganathan 2012).

2.4.2. Ekstraksiyon siiresinin ekstraksiyon iizerine etkileri

Ekstraksiyon isleminin siiresi ekstraksiyon yontemi, kullanilan materyalin
partikiil biiyiikliigli ve materyalin nem igerigi gibi faktorlere baglh olarak 2 dk - 8 saat
arasinda degismektedir. Yapilan ¢alismalarda ekstraksiyon siiresinin artmasiyla
ekstraksiyon verimi belli bir noktaya kadar artip sonra sabit kaldigi bildirilmistir
(Suganya ve Renganathan 2012).

2.4.3. Alg/cozgen oramimin ekstraksiyon iizerine etkileri

Belirli miktardaki bir katinin ekstraksiyonunda ¢6ziicii miktarini arttirmak yani
kati/sivi oranmni azaltmak, ekstraksiyon verimini arttirmakta ve ¢ozlinebilen tim
maddelerin ¢ozeltiye gegmesini saglamaktadir. Ancak ekstraksiyon sonucu elde edilen
cok seyreltik ¢Ozeltinin evaporasyonla konsantre edilmesi sirasinda ¢ok fazla enerji
harcanmasi bir dezavantaj olusturmaktadir. Mikroalglerden yag ekstraksiyonu iizerine
yapilan bir ¢alismada ekstraksiyon verimine ¢dzgen/alg oraninin 10/1°e kadar etkisiz
oldugu, 10/1° den fazla olmasinin ise verimi azalttigi bildirilmistir (Wang vd. 2016).

2.4.4. Cozgen tipinin ekstraksiyon iizerindeki etkileri

Yag ve yagda ¢ozlinen maddelerin ekstraksiyonunda genel olarak eter (Rios vd.
2013), etanol (Wang ve Wang 2012), izopropil alkol (Yao vd. 2012), kloroform, aseton
ve metil alkol (Pragya vd. 2013) gibi farkli 6zellikte organik ¢ozgenler kullanildigi
goriilmektedir. Secgilen ¢ozgen ekstrakte edilen katidan ve ekstrakte edilen ¢oziiciiden
(¢Ozlinen+¢oziicii) kolayca ayrilabilmeli, kolay bulunabilmeli, disik kaynama
noktasina sahip olmali ve ekonomik olmalidir. Ayrica secilen ¢dzgen materyalin
ozelligine uygun ¢ozme giiciinde olmalidir. Coziicliniin ¢ézme giicii ve ¢oziiclinlin
materyale difiize olabilme giicii ile ¢6ziicliniin sahip oldugu polarite, ¢dziiciiniin tabiati
hakkinda bilgi verir. Bazi lipitlerin hem hidrofilik hem de hidrofobik gruplari vardir ve
yaglarin fraksiyone edilmeleri sirasinda, ozellikle polaritesi hi¢ olmayan ¢oziiciiler
sadece trigliseritleri ¢ozerken, polaritesi yiiksek olan ¢oziiciiler ise kismen polar 6zellik
gosteren lipitleri ¢ozer (Karaman 2017). Segilen ¢dzgenin gesitli kimyasal 6zellikleri ve
polaritesi antioksidant kapasitesini dogrudan etkiler ve bu da ekstraktlari ¢éziiniir ya da
¢oziinemez hale getirir (Metrouh-Amira vd. 2015). Cizelge 2.1.’de tez ¢alismasinda
kullanilan ¢dzgenlerin bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri verilmistir (Reichardt ve
Welton 2010). Bitki tiirline bagli olarak mevcut biyoaktif yap1 degisiklik gosterdigi igin
tek tek her tiir i¢in uygun ¢oziicii se¢ilmesi miimkiin olmamaktadir (Drira vd. 2016).
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Cizelge 2.1. Ekstraksiyonda kullanilan ¢6zgenlere ait bazi kimyasal 6zellikleri

Hekzan 0,1 0 1,9 68,9 0,26
Kloroform 4,1 1,1 48 61,7 0,47
Metanol 51 1,70 32,6 65 1,70
Etanol 4,6 1,70 24,3 78,5 0,83
izopropanol 3,9 1,66 18,3 82,4 1,35
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Projede kullanilan Nannochloropsis sp. CCMP 525 mikroalgi NCMA-Amerikan
Ulusal Alg ve Mikrobiota Merkezi’nden (Bigelow, Maine, ABD) tedarik edilmistir.
Nannochloropsis sp. mikroalgini iiretmek i¢in /2 (Guillard, 1975) besiyeri
kullanilmistir. Projede kullanilan f/2 besiyerini olusturmak i¢in gerekli kimyasallar
Cizelge 3.1.”de belirtilmistir.

Cizelge 3.1. Nannochloropsis sp. mikroalginin iiretiminde kullanilan f/2 besiyeri

Kimyasal mg/It Kimyasal mg/It
NaNOs 75 CoClz. 6 H20 0,01
NaH»-PO4 H20 5 CuS0O4. 5 H2O 0,01
Na,SiOs3 .9 H.O 30 FeCls. 6 H.0 3,15
Na; EDTA 4,36 MnCl,.4 H20 0,18
NazMoO4. H.0 0,006 ZnS04.7 H20 0,022
Thiamine HCI 0,1 Biotin 0,0005
By vitamini 00005

3.2. Metot

3.2.1. Mikroalg iiretimi

Nannochloropsis sp. alginin iretimi Cizelge 3.1.’de belirtilen kimyasallar1 i¢eren
/2 besiyeri kullanilarak her biri 50 It kapasiteli 12 adet fotobioreaktor igerisinde, oda
sicakliginda (24+1 °C) giin 15181 altinda gergeklesmistir (Sekil 3.1.). Sebeke suyunun
ultrafiltrasyonu sonucu elde edilen saf su fotobioreaktér kolonlarina doldurulduktan
sonra alg tiretiminde kullanilan suyun tuzlulugu % 2,5’a ayarlanmistir. Mikroalg ortam
suyu ultraviole filtreden (Jebo UV 700It/h) gecirilerek steril edilmistir. Kiiltiir ortami
hava akig hiz1 250 ml/dakika olan havalandirici (Eheim 3701, Almanya) yardimi ile
stirekli olarak havalandirilmistir.
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Sekil 3.1. Nannochloropsis sp. tiretiminde kullanilan laboratuvar tipi fotobiyoreaktor
3.2.2. Mikroalg hasat1 ve mikroalg biyokiitlesinin kurutulmasi

Nannochloropsis sp. mikroalginin {liretimi siiresince yetistirme ortamindan (Sekil
1) her 3 giinde bir 6rnek alinip hemositometre (Model 2359629, Sigma-aldrich) yardimi
ile optik mikroskobu altinda alg hiicresi saymmi yapilmistir. Hiicre sayist 108
Nannochloropsis sp./ml’ye erigince (yaklasik 20-22 giin) mikroalg iiretimi sonlandirildi.
FeCls cklenerek c¢oktiiriilen algler hasat edilmistir. Hasat edilen mikroalgler 4000
rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij (Hettich Universal 320) edilerek konsantre mikroalg
biyokiitlesi elde edilmistir. Elde edilen mikroalg biyokiitlesi dondurarak kurutucuda
(Telstar ,Lyoquest -55, Ispanya) -50 °C sicaklik altinda su aktivite degeri aw: 0.35’in
altina ininceye kadar kurutulmustur. Kurutulmus mikroalg biyokiitlesinin su aktivite
degeri su aktivitesi 0l¢lim cihazi (Aqualab 4T) yardimi ile belirlenmistir. Kurutulan
biyokiitle laboratuvar tipi homojenizator (Waring 8011 HB) yardimi ile 6giitiilmiistiir.
Ogiitiilmiis kuru alg biyokiitlesi delik ¢apt 1 mm olan elek yardimi ile standardize
edildikten sonra ekstraksiyon islemine kadar -80 °C derecede ultra derin dondurucu
(Dairei Europe, ULTF -80) igerisinde muhafaza edilmistir.

3.2.3. Mikroalg biyokiitlesinden yag ekstraksiyonunun optimizasyonu

Calismada optimum ekstraksiyon parametrelerinin belirlenmesi i¢in cevap yiizey
metodu Box-Benken deneme deseni kullanilmistir. Optimizasyon yag verimi Ve omega-
3 yag asitleri igerigi hedef alinarak yapilmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda
Nannochloropsis sp. biyokiitlesinden yag ekstraksiyonunda optimum kosullar
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belirlendikten sonra dondurarak kurutulmus alg biyokiitlesi bu kosullar altinda 5 farkli
¢oziicii ile ekstrakte edilmis ve yag verimi hesaplanmustir.

Kurutulmus alg biyokiitlesinden ultrasonik destekli yag ekstraksiyonu Cevap
Yiizey Metodu Box Behnken deneme deseninde (Cizelge 3.2.) belirtilen ekstraksiyon
sartlarinda gerceklestirilmistir (Box ve Behnken, 1960). On denemeler ve literatiir
caligmas1 sonucu yag ekstraksiyonunda alg/¢6zgen orani (1/10, 1/20 ve 1/30 g/ml),
ekstraksiyon sicakligi (25, 45 ve 65 °C) ve ekstraksiyon siiresi (30, 60 ve 90 dakika)
kritik ekstraksiyon parametreleri olarak deneme desenine gore siralanmistir.
Kurutulmus alg biyokiitlesinden ultrasonik destekli yag ekstraksiyonu Cevap Yiizey
Metodu, Box Behnken deneme desenine gore Cizelge 3.2.°de belirtilen kosullarda
gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.2. Nannochloropsis sp. mikroalginden yag ekstraksiyon kosullarinin
optimizasyonuna ait Cevap Yiizey Metodu Box-Behnken deneme deseni

. X1 X2 X3
Deneme (A) Max-Min nok. (g-ml) °C) (Dk)
A1 -1 -1 +1 1:10 25 60
Az 0 -1 -1 1:20 25 30
Az +1 -1 0 1:30 25 60
A4 0 -1 +1 1:20 25 90
As +1 0 +1 1:30 45 90
As +1 0 -1 1:30 45 30
Ay 0 0 0 1:20 45 60
As 0 0 0 1:20 45 60
Ao -1 0 -1 1:10 45 30
Ao 0 0 0 1:20 45 60
A11 -1 0 +1 1:10 45 90
A1 0 +1 -1 1:20 65 30
Az, 0 +1 +1 1:20 65 90
As +1 +1 0 1:30 65 60
Ais, -1 +1 0 1:10 65 60

Xa: alg/¢cdzgen orani, X2: ekstraksiyon sicakligi °C, Xs: ekstraksiyon siiresi (dakika)

Deneme deseninde belirtilen kosullarda yapilan ekstraksiyonlar sonucu elde
edilen yaglarin yag asidi kompozisyonu ve yag verimi belirlenerek istatistik programi
(Design expert 9.1) yardimi ile optimum yag ekstraksiyon kosullart (sicaklik, siire ve
biyokiitle/cozgen orani) belirlenmistir. Belirlenen optimum kosullarda yeniden 3
tekerriirlii ekstraksiyonlar yapilarak bilgisayar program yardimi ile elde edilen tahmini
degerler ile gercek (deneysel) degerler karsilagtirilarak tahmini degerlerin uygunlugu
saptanmuistir.
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3.2.4, Biyokiitlenin kurutulmasi

Calismanin ikinci kisminda hasat edildikten sonra konsantre edilmis alg
biyokiitlesi dondurarak kurutucuda -50 °C’de su aktivite degeri aw:0.35’e¢ kadar
kurutulmus, laboratuvar tipi parcalayicida ogiitiildiikten sonra 1 mm c¢apinda elekten
gecirilerek standardize edilmistir. Dondurarak kurutma (liyofilizasyon) 1sil isleme
hassas gidalarin biyolojik aktivitelerinin yaninda besinsel ve duyusal 6zelliklerini de en
etkin sekilde koruyan kurutma islemi olarak bilinmektedir. Dondurarak kurutma
gidalarin baslangic kalitesini en etkin sekilde muhafaza ederek {iriiniin kolayca
tasinmasi ve depolanmasi gibi avantajlarinin yaninda raf omriinii de uzatmaktadir.
Ancak diisiik kurutma orani, uzun c¢aligma siiresi ve yliksek enerji ihtiyact gibi
ozelliklerinden dolay1 pahali bir kurutma yontemi olarak bilinmektedir. Dondurarak
kurutma, genellikle 1s1l isleme hassas degerli gidalarin kurutulmasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Lopez-Quiroga vd. 2012).

Suyun ti¢lii noktasinin hemen alt derecelerinde gerceklesen dondurarak kurutma
islemi bu sicaklik derecelerinde orneklerdeki suyun siiblimasyon ve vakum yoluyla
uzaklastirilmasi islemidir (Jiang vd. 2013). Genel olarak gidalar yapilarinda bulunan
enzimlerin faaliyet gosteremedigi 0.35 aw ve bu degerin altindaki su aktivite degerine
kadar kurutulmaktadir. Gidalarda bulunan ve gidalarin depolanmasinda kalite
kayiplarina neden olan pek ¢ok enzimin aktivitesi 0.35 aw su aktivite degerinin tistii
degerlerde artis gostermektedir (Saldamli 2007). Nannochloropsis sp. alginden elde
edilen biyokiitlenin su aktivite degeri 0.35 aw’nin altina gekilerek kurutma saglanip
enzim faaliyetleri minimize edilmeye caligilmistir.

(Cozgenin polaritesine bagli olarak algal biyokiitleye ekstraksiyon Oncesi
kurutma islemi uygulamak ekstraksiyon verimini etkilemektedir. Islak biyokiitlede algal
hiicre etrafindaki su apolar ¢ozgenlere bariyer etkisi yaparak hidrolik bir kabuk
olusturmakta ve bu da ekstraksiyon verimini diisiirmektedir (Liu vd. 2013).

3.2.5. Ultrasonik destekli algal yag ekstraksiyonu

Tez galigmasinda, diger ekstraksiyon yontemlerine kiyasla daha fazla avantaj
sagladigi yapilan caligmalarla desteklenen, ultrasonik destekli ekstraksiyon teknigi
kullanilmistir.  Yapilan bir calismada ultrasonik destekli ekstraksiyon tekniginin
geleneksel ekstraksiyon yontemine kiyasla yaklasik 3 kat daha fazla yag verimi
sagladigi bildirilmistir (Suganya ve Renganathan 2012).

Ultrasonik titresimlerin olusturdugu kavitasyon kabarciklar1 sikismis buhar
molekiillerinin ayrigmasi nedeniyle yiiksek derecede reaktif radikaller tiretmektir. Hiicre
icindeki ve disindaki kavitasyon kabarciklarinin patlamasi, hiicre duvarlarmin
bozulmasini saglamakta ve bu mekanik etki geleneksel yontemlere kiyasla yag verimini
arttirmaktadir (Araujo vd. 2013).
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Standardize edilmis kuru alg biyokiitlesinden 5 farkli balona 100’er g tartilarak
tizerlerine uygun miktarda ¢ozgenler eklenmis, belirlenen optimum sartlarda, ultrasonik
banyo yardimu ile ekstraksiyon yapilmistir.

;

(a) (b)

Sekil 3.2. (a) Ekstraksiyon 6ncesi ¢ozgen+alg karisimi. (b) Ultrasonik destekli
ekstraksiyon

Ekstraksiyon sonrasi ¢6zelti kaba filtre kagidindan gegirilerek siiziilmiistiir.

(a) (b)

Sekil 3.3. Kaba filtre kagidi ile filtrasyon (2) ve evaporasyon Oncesi ¢ozgen+algal yag

11
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Filtrasyon sonucu elde edilen ekstrakt rotary evaporatorde 45 °C’de ¢ozgen
uzaklasincaya kadar ugurulmustur. Elde edilen algal yag ile gesitli oksidasyon analizleri
yapilmis ve metillendirme sonrasi gaz kromatografisi (GC) ile yag asitleri profili
cikarilmistir.

Sekil 3.4. Cozgen tiirline gore farkli renklerde elde edilen metillendirilmis algal yag

Iki tekerriirlii olarak gerceklestirilen calismaya ait is akis diyagrami Sekil 3.5’de
gosterilmistir.
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Stok alg kiiltiirii

{ Nemnochioropsis sp.)

|

Alg iiretimi

(f/2 besiyeri, % 2.5 tuz
oz, 2441 °C)

}

Alg hasach
(=130x10" adet hiicre/ml)

}

Bivokiitle
konsantrasyonu

(9000 rpm, 4 dak, <%660

Biyokiitlenin
yikanmasi

(9000 rpm, 5 dakika.)

Alg biyokiitlesinin kurutulmas
(<aw:0.35)

Dondurarak kurutma (=50 °C)

l

1-Optimum yag ekstraksivon
kosullarimin belirlenmesi

(Sicakhk, Sire ve Biyokiitle/
Cézeen oran)

Alg biyokiitlesinin
Kurutulmasi

{(<aw:0.35)

Dondurarak ]{LlI.IUﬂa (=50 °C)

Biyokiitlenin
parcalanmasi

{Warring blender ile)

l

Biyokiitlenin
standardize edilmesi

{2 mm gaph elek)

|

Yag ekstraksivonu

(UAE, 45 °C, 60 dak.1/20
alg/goz)

l

Filtrasyon

(Kaba ve Whatman filtre no: 1)

|

Cizgenin uzaklastirilmasi

(Rotary evaporatorde, 45+1 °C

|

Algal vag elde edilmesi

l

Analizler

(Kimyasal kompozisvon,
totox, vag verimi, serbest vag
asiti, yag asitleri profili
analizi)

Sekil 3.5. Algal yagin optimum yag ekstraksiyon kosullarinin belirlenmesi ve farkl
polaritedeki ¢dzgenlerle ultrasonik destekli ekstraksiyon ile elde edilen algal

yaga ait is akis semasi
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3.3. Analizler

3.3.1. Kimyasal kompozisyon analizi

Nannochloropsis sp. mikroalginden firetilecek biyokiitlenin toplam kurumadde
ve kiil miktar1 Helrich (1990)’nin belirttigi yonteme gore yapilmistir.

3.3.1.1. Toplam kurumadde tayini

Cam kurutma kabr etiivde kurutulduktan sonra desikatérde sogutulmus ve darasi
alimmistir (G). Kurutulup 6giitiilmiis alg 6rneklerinden yaklasik 3 g alinarak tartilmistir
(Gy1). Ornekler sicakligi 100 °C’ye ayarlanmis etiivde agirhiklar: sabit tartima gelinceye
kadar kurutularak tartilmistir (G2). Orneklerin kurumadde miktarlar asagidaki formiile
gore hesaplanmaistir.

% Toplam kurumadde = [(G2 — G)/(G1 — G)] x 100
% Nem = 100 — Kuru madde
3.3.1.2. Mineral madde (kiil) tayini

Krozeler, 500-600 °C’de kiil firininda kurutulmustur. Krozeler desikatorde
sogutulduktan sonra tartilarak darasi alimmistir (Y1). Kroze igerisine yaklasik 3 gr kadar
kurutulup 6giitiilmiis 6rnekten konulmus ve tekrar tartilmistir (Y2). Kiil firininda beyaz
kiil olusuncaya kadar, 500 °C’de 24 saat yakilmistir. Desikatorde sogutulan krozeler
tartilarak (Y3) orneklerin kiil igerigi asagidaki formiile gore hesaplanmustir.

% Kiil = ((Y3-Y1)/(Y2-Y1)) x 100
3.3.1.3. Protein tayini

Protein analizi A.O.A.C. (981.10, 1984)’de belirtilen yonteme gére yapilmistir.
Homojenize edilip hazirlanmis 6rnekten 1 g kadar tartilmistir. Tartilan 6rnek kuru
Kjehdahl balonuna konulmus, tizerine 1 adet kjeldahl tableti eklenmistir. Kjehdahl
balonu veya yakma tiiplerine 25 ml derisik H2SO4 yavasga ilave edilmistir. Kaynama
tas1 konularak hazirlanan Kjehdahl balonu yakma setine yerlestirilmistir. Baska bir
Kjehdahl balonuna 10 g yakma tuzu, 25 ml derisik H2SO4 ve cam boncuk konularak kor
deneme hazirlanmis ve yakma setine yerlestirilmistir. Once kdpiirme bitene kadar 200—
250 °C’de 15 dakika, daha sonra 350-400 °C’de 45-60 dakika siyah nokta
kalmayincaya kadar yakilmistir. Baslangigta siyah, koyu kahverengi olan renk yakma
islemi boyunca agilmistir. Kor deneme ile 6rneklerin rengi agik mavi -yesil veya sarimsi
yesil oldugunda yakma islemine en az 30 dakika kadar devam edilmistir. Daha sonra
yakma islemine son verilmistir. Yas yakma tiipleri oda sicakligina kadar sogutulmustur.
Uzerine 150-200 ml saf su, ilave edilmis ve sogumaya birakilmistir.

Yakma islemi yapilmis ve sogutulmus Kjehdahl balonlarina 125 ml % 40’lik
NaOH ilave edilmistir. Damitma sirasinda patlamalari 6nlemek i¢in 1-2 parga ¢inko
(Zn) graniilii konulmustur. Kjehdahl balonlari destilasyon cihazina yerlestirilmistir. Bir
erlene 50 ml, 0,1 N borik asit ¢ozeltisi ve 5-6 damla indikator ¢ozeltisi konulmustur.
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Hazirlanan erlen geri sogutucunun ucu erlendeki borik asit ve indikator
¢ozeltisinin i¢ine girecek sekilde yerlestirilmistir. Destilasyon baslatilmis ve erlenin
baslangigtaki menekse-mor rengi  mavi-yesil renge doniisiince destilasyon
sonlandirilmistir. Sogutucunun ucu saf su ile yitkanmigtir. Daha sonra titrasyon islemine
gecilmistir.

Biirete 0,1 N HCIl doldurulmustur. Damitma asamasinda i¢inde amonyagin
tutuldugu borik asit ¢ozeltisi bulunan erlen biiretteki asit ¢ozeltisi ile menekse-mor renk
olusuncaya kadar titre edilmistir. Ayni titrasyon islemi kor i¢in de yapilmustir. Her iki
titrasyonda harcanan asit miktarlar1 kaydedilmistir. Orneklerin protein tayini toplam
azot miktar1 tespit edildikten sonra faktor (F: 5,83) ile ¢arpimi sonucu tespit edilmistir.

% Azot = ((V1 -VO0 )xNx0.014)/m x100 = gr/100gr

% Protein = % AzotxF

Burada;

V1 = Titrasyonda harcanan HCI ¢ozeltisi miktar1 (ml)

V0 = Ko6r deneme titrasyonunda harcanan HCI ¢ozeltisi miktar1 (ml)
N = Titrasyonda kullanilan HCI ¢ozeltisinin normalitesi (0.1 N)
0,014 = Azotun mili ekivalen agirlig

m : Alinan gida 6rnegi miktar: (g)

3.3.1.4. Toplam yag tayini

Alg biyokiitlesinden ekstrakte edilen toplam yag miktart Bligh ve Dyer
(1959)’in belirttigi yonteme gore hesaplanmistir. Kurutulmus mikroalg 6rneklerinden
cam behere 20 g tartilmistir lizerine 1:2 oraninda hazirlanmis kloroform:metanol
karigimindan 60 ml eklenmistir. Karisim homojenize edilirken i¢ine 20 ml kloroform ve
20 ml NaCl (% 88°lik) ilave edilmistir. Homojenize karisim 20 ml’lik falkon tiiplerine
almmis 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Coktiiriilen alg ornekleri kaba filtre
kagidi yardimiyla cam balonlara siizlilmiistiir. Doner buharlastirici yardimiyla ¢6zgen
uzaklastirilmig, cam balonlar tartilmistir. Tartimdan balon agirliginin ¢ikarilmasiyla
elde edilen toplam yag miktar1 hesaplanmaigtir.

Toplam yag (%)= [(balon daras1 + yag) — balon darasi]/ 6rnek miktari x 100

Yag verimi, alg biyokiitlesinden ekstrakte edilen toplam yagin ekstraksiyon
oncesi biyokiitlede bulunan toplam yag miktarina oranlanmastyla hesaplanmastir.

YV (%) = (Es /Ty) x 100,
YV: yag verimi (%); Es:ekstraksiyonda elde edilen yag (g); Ty: alg biyokiitlesinde
bulunan toplam yag (g).

3.3.2. Yag oksidasyonu analizleri

Birincil ve ikincil oksidasyon {irlinlerinin gostergesi olan peroksit degeri (PV),
para-anisidin (p-Av) ve UV Spektrum degerleri kullanilarak belirlenmistir.
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3.3.2.1. Peroksit analizi (PV)

Yag asidi molekiilleri, oksijen varliginda serbest radikallerle tepkimeye girerek
yag asidi pekroksitlerini olusturmaktadir. Peroksitler kararli bilesikler degildir ve
iriinde acilasmaya neden olan ugucu bilesikler olan aldehit, keton ve alkollere ayrilirlar.
Ayrica yapilan ¢alismalarla PUFA igerigi yiiksek olan yaglarin oksidasyona daha hassas
oldugu belirtilmistir (Ozogul vd. 2005).

Peroksit analizi AOAC (1990)’de belirtilen yonteme gore yapilmistir. Alg yagi
(1g) ornegi lizerine kloroform: asetik asit (1:1.5) ¢ozeltisi ve 1 ml potasyum iyodiir
eklenerek yagin iyice ¢oziilmesi saglanmistir. Karanlikta 5 dakika bekletilmesinin
ardindan bir miktar su ve indikator olarak %1°lik nisasta ¢ozeltisi ilave edilmistir.
Karisim, 0.01 N sodyum tiyosiilfat esliginde titre edilmistir. Elde edilen sonuglar
asagida verilen formiille hesaplanmustir.

PV (meg/kg) =(V-B x Nf /W) x 1000

V: harcanan sodyum tiyostilfat miktari; B: kor i¢in harcanan sodyum tiyosiilfat miktart;
W: 6rnek agirligi; Nf: sodyum tiyosiilfatin normalitesi

3.3.2.2. Para-anisidin (p-Av) analizi

Birincil oksidasyon {irtinlerinin renksiz ve tatsiz olmasi nedeniyle {irtindeki lipit
oksidasyonunun belirlenmesinde ikincil oksidasyon iiriinlerinin 6l¢iilmesi onemlidir.
Kolorimetrik bir yontem olan p-Av analizi yaglardaki ikincil oksidasyon {iriinlerinin
tespitinde kullanilmaktadir. p-Av analizi Frankel (1984)’in belirttigi yonteme gore
yapilmistir.

Alg orneklerinden elde edilen yag 0,5 g’1 25 ml n-hekzan igerisinde ¢oziilmiistiir
(AL).

(Cozeltiden alman 5 ml tizerine 1 ml para-anisidin standardi (Merck 800458,
Almanya) eklenerek oda sicakliginda 10 dakika siireyle karanlikta bekletilmistir (A2).
Orneklere ait para-anisidin degeri 350 nm’deki spektrofotometrik dlciimlerle elde edilen
absorbans degerleri yardimiyla asagida verilen formiille hesaplanarak belirlenmistir.
Algal yagin koyu renkli olmasi nedeniyle kolorimetrik ol¢iime dayali olan p-Av
analizinde 1/10 seyreltme islemi uygulanmistir.

Para-anisidin degeri (p-Av) =25 (1,2 x (A2— A1)) / ornek agirlig
Al= Para-anisidin eklenmeden 6nce 350 nm’deki absorbans
A2= Para-anisidin eklendikten sonra 350 nm’deki absorbans

3.3.2.3. UV spektrum analizi

Genel olarak K3, degeri, yaglarin bilesiminde bulunan konjuge dienlerin
miktarin1 belirlemekte kullanilan bir veridir.  Yaglarin pargalanmalart sonucunda
meydana gelebilecek olan oksidasyon {irtinlerinin mordtesi bolgede ve yaklasik 232
nm’de karakteristik spektrumlarini sergiledikleri bildirilmektedir. Bu nedenle 232
nm’de absorbansin hesaplanmasi yaglarin oksidasyon durumunun bir gostergesidir.

K270 degeri ise, konjuge trienler gibi ikincil lipid oksidasyon iiriinlerinin
olusumunu gosteren dnemli bir kalite indeksidir.
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Algal yagm uv absorbans Ol¢iimii i¢in Thermo Evolution 160 UV-VIS
kullanilmistir. UV spektrum analizi uluslararas1 zeytin konseyi (I0OC, 2015)’nde
belirtilen standartlara gore yapilmistir. 0,02 g algal yag tartilmis tizerine 25 ml izooktan
eklenerek spektrofotometrede okuma yapilmistir. Olgiim Scan formatinda 220-320 nm
dalga boyu araliginda yapilmistir. Birincil ve ikincil oksidasyon liriinlerin olustugu 232
nm ve 270 nm degerleri alinmistir.

3.3.3. Serbest yag asitligi analizi

Ekstraksiyon sirasinda yaglarin hidrolizi sonucu meydana gelecek serbest yag
asit miktarmin tayininde Lee (1975)’nin belirttigi yontem kullanilmistir. Bu yonteme
gore ekstrakte edilen 1 g yag ndtralize edilmis dietileter ve etanolden (1:1) olusan
¢ozelti ile karistirildiktan sonra etanolde hazirlanmis 0.1 N KOH ile titre edilmistir.
Alglerden ekstrakte edilen yaglarin serbest yag icerigi g/100 g oleik asit cinsinden ifade
edilmistir.

3.3.4. Yag asitleri kompozisyon analizi

Yag asitleri metil esterifikasyonunda Ozogul ve Ozogul (2007)nmin ydntemi
kullanilmigtir. Nannochloropsis sp. mikroalginden elde edilen 6rneklerden alinan 10 mg
yag, n-heptan (2 ml) igerisinde ¢oziilmiistiir. Karigima 4 ml 2 M metanolde hazirlanmis
KOH ilave edilerek 2 dakika siire ile vortekslenip, 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Elde edilen iist faz kromatogram i¢in kullanilmstir.

Gaz kromatografisi kosullari: BPx70 silika kolon (50m x 0.22 mm, film kalinlig1
0.25um; SGE Inc., Victoria, Avustralya) ve alev iyonizasyon dedektorii ile donatilmisg
olan gaz kromatografisi (Perkin Labor, Clarus 500) kullanilmigtir. Firin sicakligi 140
°C’de 5 dak ile baglayacak, 4 °C/dak artigla 200 °C’ye ulasacak ve beklemeden 1°C/dak
artisla 220 °C’de son bulmustur. Enjeksiyon sicakligi 220°C ve tasiyic1 gaz olan
Helyumun akis hiz1 1.0 ml/dak olmustur. Dedektor sicakligi 280 °C’ye ve split oranm
1:50 olacak sekilde ayarlamalar yapilmistir.

Yag asitleri metil esterlerinin standartlarina ait ¢ikis zamanlarinin elde edilen
cikis zamanlart ile kiyaslamasi sonucu oOrneklerdeki yag asitleri tanimlanmstir.
Sonuglar % gaz kromatografisi alan1 olarak verilmistir.

3.3.5. istatiksel analiz
Elde edilen bulgular Design Expert (Stat-Ease Inc. Minneapolis, ABD) ve SAS
9.0 (Statistical Analysis System, Cary, NC, USA) paket programlari kullanilarak

varyans analizine tabi tutulmus ve Onemli bulunan farkliliklar Duncan Coklu
Karsilastirma Testi ile ortaya konulmustur.
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4 BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Nannochloropsis sp. Mikroalginin Kimyasal Kompozisyonu

Calismada kullanilan Nannochloropsis sp. mikroalgine ait protein, yag, mineral
madde (kiil) ve nem miktarn Cizelge 4.1.’de belirtilmistir. Hasat edildikten sonra
santrifiij yardimi ile konsantre edilen mikroalg biyokiitlesinin hedef su aktivitesi olan
0.35 aw su aktivite degerine kadar kurutulmasi ile baslangic nem igeri % 73,7
seviyesinden % ortalama 5,73+0.73 seviyelerine kadar azalma gOstermistir. Cizelge
4.1’den de anlasilacagi gibi Nannochloropsis sp. mikroalginin kuru agirliginin énemli
miktart (% 23,07) yagdan olusmaktadir. Babuskin vd.’nin (2014) fonksiyonel gida
tiretiminde kullandig1 N. oculata mikroalginin (kurumaddesinin) % 36’sinin proteinden,
% 22,1’inin yagdan, % 22’sinin kiilden ve % 18’inin karbonhidrattan olustugunu
bildirmistir. Nannochloropsis sp. Ile ilgili yapilan bir diger ¢aligmada mikroalg
biyokiitlesinin % 35,9 karbonhidrat, % 28,8 protein, % 18,4 yag ve % 9,4 kiil igerdigi
bildirilmistir (Rebolloso-Fuentes vd. 2001)

Cizelge 4.1. Nannochloropsis sp. mikroalginin kimyasal kompozisyonu

Ornek Kimyasal kompozisyon™*
Nem Karbonhidrat Yag Protein Kiil
Nannochloropsis _(9/1009)  (9/100g)  (¢9/100g)  (9/100g)  (9/100 g)
sp.

5.73.+£0.37 35.70+0.68 23.07+0.73 31.27.£0.55 9.97+0.19

*Hesaplamalar kurumadde tizerinden yapilmugtir.

4.2. Nannochloropsis sp. Mikroalginden Yag Ekstraksiyonlarma Ait Bulgular

Nannochloropsis sp. mikroalginden yag ekstraksiyonlarina ait yag verimi ve
omega-3 yag asitleri icerigine ait degerler Cizelge 4.3’de bu degerlere ait katsayilar
Cizelge 4.4’de belirtilmistir. Deneme deseninde belirtilen sartlarda yapilan
ekstraksiyonlar sonucunda en yiiksek yag verimine (%75,60) 1:20 alg:c6zgen oranina
gore, 65 °C’de 90 dakikalik ekstraksiyon sonucu ulasilirken; en yliksek omega-3 yag
asitleri igerigine (%33,40) ise yine 1:20 alg:¢dzgen oraninda gore, 25 °C’de 30
dakikalik yag ekstraksiyonu sonucu ulasilmistir. Nannochloropsis sp. mikroalginden
yag ekstraksiyonunun optimizasyonunda maksimum yag verimine ve omega-3 yag
asitleri igerigine ekstraksiyon sicakligi ve ekstraksiyon siliresi parametrelerinin 6nemli
derecede (P<0.05) etkileri oldugu; alg:¢cdzgen oranin etkisinin ise onemsiz oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.4.). Cizelge 4.3. incelendiginde yiiksek sicakliklarda uzun siirede
yapilan yag ekstraksiyonlarin yag verimini arttirdig: tespit edilmistir.

Ultrason yardimi ile ekstraksiyon metodu ekstraksiyon verimini arttirirken islem
zamanini azaltan metot olarak bilinmektedir. Ultrason dalgalarinin olusturdugu titresim
hiicrelerin bir birine carpismalarini arttirarak ekstraksiyon verimini de arttirdigi
bilinmektedir (Dos Santos vd. 2015).
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Cizelge 4.2. Nannochloropsis sp. mikroalginden yag ekstraksiyonlarina ait yag verimi

ve omega-3 yag asitleri degerleri

Ornek *X1 *Xo *X_g Yag verimi 'Om(.ega-3. yag
(ml:g) (°C) (dakika) (%) asitleri igerigi (%)
A1 1:10 25 60 63.92+1.13 33.04+0.43
Az 1:20 25 30 65.37+0.86 33.40+0.65
As 1:30 25 60 65.85+0.78 32.59+0.56
A4 1:20 25 90 66.14+0.82 32.06+0.74
As 1:30 45 90 71.55+1.05 31.04+0.60
As 1:30 45 30 68.65+0.63 31.76+0.43
A7 1:20 45 60 69.42+0.67 31.75+0.84
As 1:20 45 60 69.61+£0.93 31.60+0.66
Ao 1:10 45 30 66.43+0.79 31.78+0.72
Aio 1:2 45 60 71.16+1.03 31.45+0.53
Au 1:10 45 90 71.45+0.45 31.40+0.44
A 1:20 65 30 73.18+0.56 30.92+0.75
A1z 1:20 65 90 75.60+0.71 30.30+0.56
Ay 1:30 65 60 74.15+0.84 30.61+0.34
Ais 1:10 65 60 73.67+0.58 30.81+0.52

*X1:Alg:¢ozgen (hekzan) oranm (ml:g); Xo: ekstraksiyon sicakligi (°C); ekstraksiyon siiresi (dakika)

Cizelge 4.3. Nannochloropsis sp. mikroalginden yag ekstraksiyonlarina ait yag verimi
ve omega-3 yag asitleri icerigi degerlerinin regresyon katsayilari

Regresyon parametre katsayilari

Parametreler

Yag verimi Omega-3 yag asitleri igerigi
(%) (%)
Cozgen:alg orani (X1) 0.0921 0.0962
Ekstraksiyon sicakligi (X2) <0.0001 <0.0001*
Ekstraksiyon siiresi (X3) 0.0020 0.0005*
X1X2 0.4300 0.5358
X1X3 0.2569 0.4046
X2X3 0.3747 0.0994
R? 0.97 0.95

* Istatistiksel olarak P<0.05 diizeyinde dnemli
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4.2.1 Ekstraksiyon parametrelerinin algal yag verimine etkileri

Nannochloropsis sp. mikroalginden algal yag ekstraksiyon sartlarinin
belirlenmesi amaciyla 3 boyutlu (3D) Cevap Yiizey Metodu grafikleri olusturulmustur.
Cozgen:alg orani, ektraksiyon sicakligi ve ekstraksiyon siiresinin yag ekstraksiyon
verimine etkisi Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Ortalama ekstraksiyon siiresi olan 60 dakikada ekstraksiyon sicakliginin ve
¢ozgen/alg oranmin arttirilmasi yag verimini 6nemli derecede (P<0.005) arttirmistir
(Sekil 4.1a). Yag verimine yiiksek sicakliklarda ¢ozgen:alg oraninin artirilmasi diisiik
sicakliklarda ¢ozgen alg oraninin arttirllmasindan daha etkili olmustur. En diistik yag
verimine diisiik ekstraksiyon sicakligi (<45 °C) ve diisiik ¢6zgen:alg oraninda (<20
ml:g) rastlanmistir.

Ortalama ekstraksiyon sicakligt olan 45 °C sabit tutularak yapilan
degerlendirmede ekstraksiyon siiresinin ve ¢ézgen/alg oraninin arttirilmasi yag verimini
arttrmamustir (P>0.005) (Sekil 4.1b). En yiliksek yag verimine yiiksek ekstraksiyon
stirelerinde yliksek ¢ozgen:alg oraninda rastlanirken en diisikk yag verimine en diisiik
ekstraksiyon siiresi ve en diisiik ¢cozgen/alg oraninda rastlanmistir. Nannochloropsis sp.
mikroalginden yag ekstraksiyonunda yag verimine ekstraksiyon siiresinin arttiritlmasi
¢cozgen/alg oraninin arttirilmasindan daha fazla etki ettigi tespit edilmistir.

Cozgen:alg oran1 20:1 (ml:g)’de sabitlenerek ekstraksiyon siiresi ve ekstraksiyon
sicakligini arttirmak yag verimini 6nemli derecede (P<0.005) arttirdig: tespit edilmistir
(Sekil 4.1c). Cozgen/alg oranimi Sabit tutarak ekstraksiyon siiresini ve ekstraksiyon
sicakligini arttirmak yag verimini onemli derecede arttirirken, ekstraksiyon sicakligini
ve ekstraksiyon siiresini arttirmak yag verimine onemli derecede etki etmemistir. En
yiiksek yag verimine yliksek ekstraksiyon sicakliginda ve uzun ekstraksiyon siirelerinde
rastlanirken en diislik yag verimine diisiik ekstraksiyon sicaklik degerlerinde ve diislik
ekstraksiyon siirelerinde rastlanmustir.

Pitaya meyvesinin antosiyanin pigmentlerinin cevap-yiizey metodu kullanilarak
tanimlanmas1 ve ekstraksiyon parametrelerinin optimizasyonu iizerine yapilan bir
calismada etanol ve metanol ile yapilan ekstraksiyonlar karsilagtirilmistir. Sonucta
metanol ile yapilan ekstraksiyonlarin daha yiliksek verimde oldugu goriilmiis, ayrica
ekstraksiyon sicakligi ve kati/¢ozgen oranin ekstraksiyon siiresine gore verimi daha ¢ok
etkiledigi tespit edilmistir. Etanol ile yapilan ekstraksiyon sonucunda ekstraksiyon
sicakligi ve siiresinin arttirllmasmin verimi arttirdigi, kati/¢oziicii oraninin verimi
etkilemedigi bildirilmistir (Anuar vd. 2013).
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Yag venmi (%)

B: Ekstraksiyon sicakligi (*C)

(©)

Sekil 4.1. Ekstraksiyon siiresi, ektraksiyon sicakligi ve ¢dzgen:alg oraninin yag
ekstraksiyon verimine etkisi

4.2.2 Ekstraksiyon parametrelerinin algal yagin omega-3 yag asitleri icerigine
etkileri

Cozgen:alg orani, ektraksiyon sicakligi ve ekstraksiyon siiresi gibi parametrelerin
Nannochloropsis sp. mikroalginden elde edilen yagin omega-3 yag asitleri icerigine
etkisi sirasiyla Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Ekstraksiyon siiresinin 60 dakika olarak sabitlenmesi ile yapilan yag
ekstraksiyonlarinda ekstraksiyon sicakligini ve ¢ozgen:alg oranii arttirmak ekstrakte
edilen yagin omega-3 yag asitleri igerigini 6nemli derecede (P<0.005) azaltmistir
(Sekil 4.2a). En yiiksek omega-3 yag igerigi diisiik sicaklik degerlerinde (25-35 °C); en
diisiik omega-3 yag asitleri igerigine ise yliksek ekstraksiyon sicaklik degerlerinde (45-
65 °C) rastlanilmistir. Tiim ekstraksiyon sicakliklarinda ¢dzgen:alg oranimi azaltmak
omega-3 yag asitleri icerigine etki etmezken, test edilen tim ¢6zgen:alg oranlarinda
ektraksiyon sicakligini azaltmak omega-3 yag asitleri igerigini 6nemli derecede
arttirmistir.

Ekstraksiyon sicakligt 45°C’de sabit tutularak yapilan ekstraksiyonlarda
ekstraksiyon siiresinin ve ¢dzgen:alg oraninin arttirilmasi yagin omega-3 yag asitleri
icerigine onemli (P>0.005) bir etkide bulunmamustir (Sekil 4.2b). En yiiksek omega-3
yag asitleri igerigine en kisa ekstraksiyon siirelerinde ve en diisiik ¢6zgen:alg oraninda
rastlanirken en diisiik omega-3 yag asitleri icerigine ise en uzun ekstraksiyon siiresi ve
en yliksek ¢6zgen:alg oraninda rastlanmaistir.

Cozgen:alg oran1 ortalama degerde (20:1, ml:g) sabit tutularak yapilan
ekstraksiyonlarda hem ekstraksiyon sicakligi hem de ekstraksiyon siiresi elde edilen
yagin yag asitleri icerigine Onemli derecede (P<0.005) etki ettigi belirlenmistir.
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Ekstraksiyon sicakligini arttirirken ektraksiyon siiresini de uzatmak elde edilen yagin
omega-3 yag asitleri icerigini 6nemli derecede azaltmustir (Sekil 4.2c). Bu onemli
azalisin sicakliga hassas doymamis yag asitlerinin pargalanarak daha kisa zincirli
serbest yag asitlerine doniismesinden kaynaklanabilecegi tahmin edilmektedir.

Omega-3 orani (%)

B: Exstraksiyon sicakiigl (“C)
A: Cozgen:alg orani (mi.g)

Omega-3 orani (%)

N A: Cozgen:alg crani (mi:g)
)

(b)
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Sekil 4.2. Ekstraksiyon siiresi, ektraksiyon sicaklig1 ve ¢dzgen:alg oraninin algal yagin
omega-3 yag asitleri icerigine etkisi

4.3. Nannochloropsis sp. Mikroalginden Yag Ekstraksiyon Kosullariin
Optimizasyonu

Nannochloropsis sp. mikroalginden yag ekstraksiyonunda yag verimleri ve elde
edilen yagin omega-3 yag asitleri igerikleri Cizelge 4.2.’de verilmistir. Yapilan
ekstraksiyonlar sonucu elde edilen degerler ve Design Expert 9.0 istatistik programi
kullanilarak yag verimi, algal yagin omega-3 yag asitleri icerigi ve hem yag verimi hem
de yagin omega-3 yag icerigi hedef alinarak yag ekstraksiyon kosullar1 optimize
edilmistir. Bilgisayar programi yardimi ile elde edilen tahmini optimum ekstraksiyon
kosullart belirlendikten sonra bu kosullar altinda deneysel ekstraksiyonlar (n:3)
gercgeklestirilerek sonuglar Cizelge 4.4., Cizelge 4.5. ve Cizelge 4.6.’da verilmistir.

Maksimum yag verimi hedef alinarak yapilan hesaplamalar sonucu Cozgen:alg
orant: 1:16.9 g:ml, ekstraksiyon sicakligi 63,62 (°C) ve ekstraksiyon siiresi 82,48 dk.
optimum kosullar olarak saptanmistir (Cizelge 4.4.). Belirlenen bu kosullar altinda
bilgisayar programi tahmini yag verimini % 75,23 hesaplarken, ayn1 kosullar altinda
yapilan ekstraksiyonlar sonucu yag verimi %75,82+0.89 olarak saptanmistir. Tahmini
ve deneysel kosullar altinda elde edilen sonuglar istatistiki olarak 6nemsiz (P>0.005)
bulunmasi tahmini kosullar ile deneysel kosullarin uyustugunu gostermistir (Cizelge
44).
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Cizelge 4.4. Maksimum yag verimi hedef alinarak ekstrakte edilen yagin ekstraksiyon
verim degerleri

Optimum kosullar

Yag ekstraksiyon verimi

Xl* XZ* XS* (%)**
Tahmini a
optimum kosullar 7523
16.9:1 63.62 82.48
Deneysel 75.82+0.89°

optimum kosullar®*

* X1: ¢Ozgen:alg orani, Xz: ekstraksiyon sicakligi (°C), Xs: ekstraksiyon siiresi (dakika)
** Aymi siitunda farkli harfler (a ve b) degerlerin istatiksel olarak (P<0.05) 6nemli oldugunu belirtir.

Maksimum omega-3 yag igerigi hedef alinarak yapilan hesaplamalar sonucu
cozgen:alg orani: 24.6:1 g:ml, ekstraksiyon sicakligi 26.87 °C ve ekstraksiyon siiresi 30
dk. optimum kosullar olarak saptanmistir (Cizelge 4.5.). Belirlenen bu kosullar altinda
bilgisayar programi elde edilen yagin tahmini omega-3 igerigini %33.16 hesaplarken,
ayn1 kosullar altinda yapilan ekstraksiyonlar sonucu omega-3 igerigi %33.65+0.37
olarak belirlenmistir. Tahmini ve deneysel kosullar altinda elde edilen sonuglar
istatistiki olarak dnemsiz (P>0.005) bulunmasi tahmini kosullar ile deneysel kosullarin
uyustugunu gostermistir (Cizelge 4.5.).

Cizelge 4.5. Maksimum omega-3 yag asitleri igerigi hedef alinarak ekstrakte edilen
yagin omega-3 yag asitleri degerleri

Optimum kosullar

X1* Xo* X3* Omega-3 igerigi (%o)**
Tahmini kosullar 33.16+2
24.6:1 26.87 30
Deneysel kosullar** 33.65+0.37%

* X1: ¢ozgen:alg orani, Xo: ekstraksiyon sicakligi (°C), Xs: ekstraksiyon siiresi (dakika)

** Ayni siitunda farkli harfler (a ve b) degerlerin istatiksel olarak (P<0.05) 6nemli oldugunu belirtir.

Maksimum yag verimi ve maksimum omega-3 yag icerigi aynit anda hedef
alinarak yapilan hesaplamalar sonucu cozgen:alg orani: 19,9:1 g:ml, ekstraksiyon
sicaklig1 44,30 °C ve ekstraksiyon siiresi 62.46 dk. optimum kosullar olarak saptanmistir
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(Cizelge 4.6.). Belirlenen bu kosullar altinda bilgisayar programi yag verimini % 68.31
ve omega-3 icerigini % 32.03 olarak hesaplarken, aym1 kosullar altinda yapilan
ekstraksiyonlar sonucu yag verimi ve elde edilen yagin omega-3 igerigi sirasiyla %
69,86+0,71 ve % 32,21+0.44 olarak belirlenmistir. Tahmini ve deneysel kosullar altinda
elde edilen sonuglar istatistiki acidan 6nemsiz (P>0.005) bulunmasi tahmini kosullar ile
deneysel kosullarin uyustugunu gostermistir (Cizelge 4.6).

Nannochloropsis salina  mikroalginden yag ekstraksiyon sartlarinin
optimizasyonu {izerine yapilan bir ¢alismada solvent alg oran1 33:1 ml:g, ekstraksiyon
sicakligi 25 °C ve ekstraksiyon siiresi 120 dakika olarak tespit edilmistir (Chatsungnoen
2015). Belirlenen bu kosullar altinda N. salina biyokiitlesindeki yagin % 96’s1 basari ile
geri kazanilmistir.

Cizelge 4.6. Maksimum yag verimi ve maksimum omega-3 yag asitleri icerigi hedef
aliarak ekstrakte edilen yaga ait degerler

Optimum kosullar

Yag ekstraksiyon Omega-3 igerigi

* * *

X1 Xt X verimi (%)** (%)**

Igggl';r' 69.314 32.03°
10.9:1 4430 62.46

Efsrlﬁi/:fﬂ!* 69.86+0.714 32.2140.44%

* X1: ¢dzgen:alg orani, X»: ekstraksiyon sicakligi (°C), Xs: ekstraksiyon siiresi (dakika)
** Ayni stitunda farkli harfler (A ve a) degerlerin istatiksel olarak (P<0.05) 6nemli oldugunu belirtir.

4.4. Farkh Polaritedeki Cozgenlerin Algal Yag Verimine ve Omega-3 Yag Asitleri
Icerigine Etkileri

Algal biyokiitleden yag ekstraksiyonunu etkileyen onemli parametrelerden biri
kullanilan ¢ozgendir. Coziicli se¢imi Oncelikle tiriiniin saflagtirilmasimin daha ekonomik
olmasii saglayacaktir. Ayrica, ¢dzgen ve biyokiitle muamelesini arttirmak icin yliksek
ekstraksiyon kapasitesine ve diisiik viskoziteye sahip olmalidir. Etkin bir ekstraksiyon,
¢oziiciiniin biyokiitleye niifuz etmesini ve hedeflenen bilesiklerin polaritesini uyarmay1
gerektirir (Suganya ve Renganathan 2012).

Farkli polaritedeki solventlerle UAE yontemi ile elde edilen algal yaga ait yag
verimleri Sekil 4.3.” de gosterilmistir. En yiiksek yag verimi polaritesi en yiiksek ¢ézgen
olan metanol ile yapilan ekstraksiyon sonucu elde edilmistir. izopropil alkol ve hekzan
ile yapilan ekstraksiyonlar sonucu elde edilen yag verimi diger ¢ozeltilere kiyasla diisiik
bulunmustur. Sonuclar incelendiginde polar ¢ézgenlerin apolar solventlere gore algal
yag eldesinde daha secici oldugu diistiniilmektedir.
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Benzer bir calisma farkli ekstraksiyon metotlar1 kullanilarak yapilmis (Bligh ve
Dyer 1959, Chen, Folch, Hara and Radin ) sonugta en yiiksek verim metanoliin hakim
¢ozgen olarak kullanildigi Bligh ve Dyer metoduyla elde edilirken, en diisiik verim
hekzanin ¢6zgen olarak kullanildigi Hara ve Radin metoduyla belirlenmistir (Araujo vd
2013). Analiz sonucu elde edilen sonuglar bu verilerle ortiismektedir.

Botryococcus  braunii  mikroalgi 1slak  biyokiitlesinin  farkli  ¢dzgenlerle
ekstraksiyonu ile ilgili yapilan bir ¢alismada en diisiik verim metanol ile yapilan
ekstraksiyon sonucu elde edilmistir (Liu vd 2013). Calismada Ongoriilen 1slak
biyokiitledeki alg hiicrelerinin etrafindaki polar su molekiillerinin apolar ¢ézgenlere
kars1 bariyer o6zelligi gostermesi bu nedenle kuru alg biyokiitleleri igin polar ¢dzgen
kullanilmasinin daha uygun olmasi goriisii bu ¢alisma ile desteklenmektedir.

Yapilan bir ¢alismada metanol ve etanol ile yapilan ekstraksiyonlarin antosiyanin
verimine etkisi arastirilmis, sonugta metanol ile yapilan ekstraksiyonla daha yiiksek
verim elde edilmistir (Anuar vd. 2013).

120

100 96,08
89,43
82,8

80 70,24
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Sekil 4.3. Farkli polaritedeki ¢ozgenlerin algal yag verimine etkisi (%)

Farkl1 polaritedeki ¢ozgenlerle yapilan ekstraksiyonlar sonucu elde edilen algal
yagin omega-3 yag asitleri igerigi sekil 4.4’de gosterilmistir. Omega-3 yag asitlerinin en
fazla elde edildigi ¢6zgen metanol (% 18,54), en az elde edildigi ¢6zgen hekzan (%
7,75) olarak belirlenmistir. Yapilan ekstraksiyonlar sonucu elde edilen yaglardaki hakim
omega-3 yag asidinin EPA (% 5,83-14,46) oldugu goriilmiistiir. Nannochloropsis sp.
mikroalginin hekzan ile ekstraksiyonu iizerine yapilan bir ¢alismada hakim omega-3
yag asidi EPA olup miktar1 % 3,9 olarak belirtilmistir (Pal vd. 2011).
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Sekil 4.4. Farkl polaritedeki ¢ozgenlerin algal yagin Omega-3 yag asitleri igerigine
etkileri (%)

4.5. Mikroalgal Yagin Peroksit (PV) Degerine Ait Bulgular

Farkli solventlerle ekstrakte edilen algal yaglarda meydana gelen birincil
oksidasyon {iriinlerinin gostergesi olan peroksit degerlerine (PV) ait ortalama degerler
ve Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglar1 Cizelge 4.7.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.7. Algal yagin PV degerlerine ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari

Cozgenler PV*

Hekzan 2,12+0,20%
Kloroform 1,45+0,03°¢
Metanol 2,11+0,00%®
Etanol 2,3240,05"
2-propanol 3,970,432

*Degerler, Ortalama+standart hata olarak verilmistir. Ayni siitunda farkli harfler (a,b,c) degerlerin istatiksel olarak
(P<0.05) 6nemli oldugunu belirtir.

Cizelge 4.7.’de goriilecegi lizere en yiiksek peroksit degeri 2-propanol 6rneginde
(P=3,97 meq/kg) tespit edilirken en diisiik peroksit degeri ise kloroform orneginde
(K=1,45 meq/kg) belirlenmistir. Hekzan ve metanol ile ekstrakte edilen yaglarin PV
degerleri arasinda istatiksel agidan 6nemli farkliliklar bulunmamistir (P<0.05). H ve M
ile ekstrakte edilen orneklerin PV degeri K 6rneginden yiiksek, E drneginden diigiik
olarak belirlenmistir.
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Yapilan bir ¢alismada alglerde farkli sicakliklardaki peroksit degeri Ol¢iilmiis,
50° C’de olgiilen deger 1,2 meq/kg bulunmustur. Ayrica sicaklik ve siire arttikca
peroksit degerinin arttig1 belirtilmistir (Ozogul vd. 2005).

FDA (Gida ve llag idaresi) standartlarinda belirtilen en yiiksek kabul edilebilir
peroksit degeri 5 meq/kg olarak belirtilmistir. Tez ¢alismasinda, ekstraksiyonlar sonucu
elde edilen algal yaglarin peroksit degerleri standartlarin altinda bulunmustur. izopropil
alkol ile yapilan ekstraksiyon sonucu elde edilen algal yagin peroksit degeri maksimum
kabul edilebilir diizeye yakin bulunmustur. Bunun nedeninin izopropil alkoliin kaynama
noktasmin (82,4) yiiksek olmasi sebebiyle ¢dzgenin uzaklastirilmasi isleminin daha
uzun siirede yapilmasi olabilecegi diistiniilmektedir.

4.6. Mikroalgal Yagin Para-Anisidin (p-Av) Degerine Ait Bulgular

Peroksit degeri yaglar okside olduk¢a baslangicta artarken, diger oksidatif
reaksiyonlarda peroksitlerin kullanilmasiysa sonradan azalmaktadir. Bu nedenle
peroksit degeri yaglarda tazeligi belirlemede kesin bir dlgiit olmamaktadir. Yaglarda
gercek tazeligi belirlemede ikincil oksidasyon iiriinlerinin tespiti gerekmektedir. ikincil
oksidasyon iiriinleri, baslangicta olusturulmus peroksitlerden oksidatif prosesteki diger
asamalarda olusan iiriinler olup zincir kisaltilmis aldehitler ve alkolleri icermektedir.

Farkli solventlerle ekstrakte edilen algal yaglarda meydana gelen ikincil
oksidasyon firiinlerinin gostergesi olan para-anisidin degerine (p-Av) ait ortalama
degerler ve Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglar1 Cizelge 4.8’de gosterilmistir.

Cizelge 4.8. Algal yagin p-Av degerlerine ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi sonuglari

Cozgenler p-Av*

Hekzan 1,40+0,05%
Kloroform 1,610,042
Metanol 1,15+0,68?2
Etanol 1,29+0,112
2-propanol 1,56+0,53%

*Degerler, Ortalama=standart hata olarak verilmistir. Ayn1 siitundaki harfler (a) degerlerin istatiksel olarak (P<0.05)
6nemsiz oldugunu belirtir.

Cizelge 4.8.’de goriilecegi lizere kloroform ile hazirlanan 6rneklerin p-Av degeri
(1,61) diger ¢ozgenlerle hazirlanan 6rneklerden yiiksek bulunmustur. Hekzan, metanol,
etanol ve 2-propanol orneklerinin p-Av degeri kloroform ile hazirlanan 6rneklerden
diisiik olsa da aralarinda istatiksel agidan 6nemli farkliliklar gériilmemistir (P<0.05).

Bir¢ok anonim kaynakta algal yagdaki maksimum kabul edilebilir p-Av degeri
20 olarak belirlenmis olup tez ¢alismasinda elde edilen degerler bu limitin altinda
bulunmustur (Anonim 2014).
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4.7. UV Spektrumu

Mikroalgal yaglara ait UV spektrum degerleri Cizelge 4.9.de verilmistir. Cizelgede
goriilecegi tlizere etanol ile hazirlanan orneklerin 232 ve 270 nm’deki UV spektrum
degerleri (sirasiyla 4,04+0.01 ve 2,60+0,15) diger ¢ozgenlerle hazirlanan 6rneklere gore
daha yiiksek bulunmustur. Hekzan, metanol ve 2-propanol drneklerinin UV spektrum
degerleri kloroform ile hazirlanan 6rneklerin UV spektrum degerlerinden (sirasiyla
2,36+0,77 ve 1,254+0,42) yiiksek olsa da aralarinda istatiksel agidan Onemli fark
olmadigi bulunmustur (P<0.05).

Cizelge 4.9. Algal yagin UV Spektrum degerlerine ait Duncan ¢oklu karsilastirma testi

sonuglari
Cozgenler 232nm 270nm
Hekzan 3,66+0,032P 1,75+0,0730
Kloroform 2,3640,77° 1,2540,42°
Metanol 3,33+0,262° 2,04+0,162P
Etanol 4,04+0,012 2,60+0,15%
2-propanol 3,54+0,332P 1,88+0,272P

*Degerler, Ortalama=standart hata olarak verilmistir. Ayni siitunda farkh harfler (a,b) degerlerin istatiksel olarak
(P<0.05) 6nemli oldugunu belirtir.

4.8. Mikroalgal Yagin Serbest Yag Asitligi Degerine Ait Bulgular

Yaglarda enzim ve 1s1 sonucu meydana gelen hidrolitik bozulmalarin gostergesi olan
serbest yag asitligine ait bulgular Cizelge 4.10.’da verilmistir.

Cizelge 4.10. Algal yagin serbest yag asitligi degerlerine ait duncan ¢oklu karsilagtirma
testi sonuglari

Cozgenler Serbest yag asitligi*
Hekzan 4,98+0,04°
Kloroform 1,95+0,01¢
Metanol 3,05+0,05¢
Etanol 4,00£0,00°¢
2-propanol 6,800,407

*Degerler, Ortalama+tstandart hata olarak verilmistir. Ayni siitunda farkli harfler (a,b.c.d.e) degerlerin istatiksel
olarak (P<0.05) 6nemli oldugunu belirtir.
Serbest yag asitligi degerleri oleik asit cinsinden hesaplanmustir. “1 ml 0.1 NaOH: 0.028 gram oleik asit.”

Cizelge 4.10.’da verilen bulgulara bakildiginda % serbest yag asidi miktarlarinin en
yiiksekten en diisiige dogru 2-propanol, hekzan, etanol, metanol ve kloroform seklinde
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siralandi@1 tespit edilmistir. Serbest yag asitligi degerleri arasinda g¢dzgenlere gore
istatiksel olarak onemli farkliliklar oldugu goriilmiistiir.

4.9. Farkh Polaritedeki Cozgenlerin Algal Yagin Yag Asitleri Kompozisyonuna
Etkisi

Nannochloropsis sp. mikroalginden farkli polaritedeki solventlerle ultrasonik
destekli ekstraksiyon ile elde edilen yaga ait yag asidi profili sekil 4.4.’de ve Cizelge
4.11.’de gosterilmistir. Nannochloropsis sp. mikroalginin farkli polaritedeki solventlerle
ekstraksiyonu sonucu elde edilen algal yaglarin doymus yag asitleri iceriginde (XSFA),
tekli doymamis yag asitleri (XMUFA) iceriginde ve c¢oklu doymamis yag asitleri
(XPUFA) igeriginde istatiksel olarak onemli (P<0.05) farkliliklar tespit edilmistir
(Cizelge 4.11.).
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Sekil 4.5. Cozgenlere gore yag asitleri kompozisyonu

En diisiik doymus yag asitleri (SFA) igerigi izopropil alkol ile hazirlanan 6rneklerde
(40,03), en yiiksek SFA igerigine ise kloroform ile hazirlanan 6rneklerde (44,81) elde
edilmistir.

Tekli doymamis yag asitleri (MUFA) karsilastirildiginda yine en yliksek MUFA
kloroform ile hazirlanmis mikroalg 6rneklerinden (42,83) ekstrakte edilen yagda tespit
edilirken bunu sirasiyla hekzan, metanol, etanol ve izopropil alkol ile hazirlanmig
mikroalg oOrneklerinden ekstrakte edilen yag ornekleri (41,67- 38,89- 38,83- 38,80)
izlemistir.

Saglik a¢isindan pek ¢ok faydalar1 bulunan omega-3 yag asitlerinin de dahil oldugu
grup olan ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA) en ¢ok metanol ile hazirlanmis drnekte
(% 20,57) tespit edilmistir. Kloroform ile hazirlanmis 6rneklerde ise en diisik PUFA
igerigine rastlanmustir.
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Yag asitleri igerisinde en baskin asit palmitik asit olup toplam yag asidi i¢erigindeki
orani kullanilan ¢ozgenlere gore farklilik gostermektedir (% 33,24-37,92). Palmitik
asitin en fazla elde edildigi ¢6zgen kloroform, en diisiik ise izopropil alkol olarak
bulunmustur. Farkli ¢6zgenlerin ekstrasksiyonuyla yapilan benzer bir calismada
palmitik asit (% 39) hakim asit olarak belirlenmis ve ¢alismamizla desteklenmistir
(Araujo vd 013).

Nannochloropsis sp. mikroalginden mikrodalga destekli solvent ekstraksiyonunda
cozgen olarak metanol kullanilmis elde edilen verilere gore 14 adet yag asiti ¢ikarilirken
toplam SFA icerigi % 20,18, toplam MUFA % 50,8 ve toplam PUFA % 28,6 olarak
tespit edilmistir (Patil vd 2011). Tez ¢alismasindan elde edilen toplam SFA igerigi bu
calismadan yiiksek bulunurken, toplam MUFA ve PUFA igerigi diisiik bulunmustur.

Babuskin vd., (2014)’tin N. oculata mikroalg biyokiitlesinin fonksiyonel gida katki
maddesi olarak kurabiye yapiminda kullanim potansiyelinin aragtirilmasi iizerine
yapilan bir ¢caligmada N. oculata mikroalg yaginin % 33,4 SFA, % 42,1 MUFA ve %
23,3 oraninda PUFA igerdigi bildirilmistir.
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5. SONUC

Bu tez calismasinda oncelikle Nannochloropsis sp. mikroalginin kimyasal
kompozisyonu belirlenmistir. Elde edilen bulgulara gore 100 g kuru Nannochloropsis
sp. mikroalginin 23,07+0,73 g’1 yaglardan olustugu belirlenmistir.

Tez c¢alismasinin  birinci asamasinda kurutulmus Nannochloropsis  sp.
mikroalginden yag ekstraksiyon parametreleri maksimum yag verimi ve omega-3 igerigi
gdz oOnlinde bulundurularak optimize edilmistir. Yapilan optimizasyon c¢alismasi
sonucunda en uygun ¢dzgen:biyokiitle oraninin 19,9:1, ekstraksiyon siiresinin 62,46 dk
ve ekstraksiyon sicakliginin 44,3 °C oldugu tespit edilmistir. Ekstraksiyon sicakligi ve
ekstraksiyon siiresinin yag verimine istatistiksel agidan onemli 6lglide (P<0.05) etkileri
oldugu saptanmustir.

Tez caligmasmin ikinci asamasinda, belirlenen optimum ekstraksiyon kosullari
uygulanarak, farkli polaritelere sahip 5 adet ¢6zgen (hekzan, kloroform, metanol, etanol
ve izopropil alkol) kullanilarak, dondurularak kurutulmus mikroalg biyokiitlesinden,
ultrasonik destekli yag ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Sonrasinda ekstrakte edilen
yaglara, yag oksidasyon analizleri (peroksit, para-anisidin ve UV spektrum analizleri)
uygulanmis, serbest yag asitligi ve yag asitleri kompozisyonu analiz edilmistir.

En yiiksek peroksit degeri 2-propanol 6rneginde (P=3,97meq/kg) tespit edilirken
en diisiik peroksit degeri ise kloroform oOrneginde (K=1,45meq/kg) belirlenmistir.
Ayrica H, K, M ve E 6rneklerinin peroksit degerleri arasinda istatiksel acidan 6nemli bir
fark olmadig1 bulunmustur (P<0.05).

Kloroform ile hazirlanan orneklerin p-Av degeri (1,61) diger ¢ozgenlerle
hazirlanan orneklerden yiiksek bulunmustur. Hekzan, metanol, etanol ve 2-propanol
orneklerinin p-Av degeri kloroform ile hazirlanan 6rneklerden diisiik olsa da aralarinda
istatiksel agidan 6nemli farkliliklar goriillmemistir (P<0.05).

% serbest yag asidi miktarlarinin en yiiksekten en diisiige dogru 2-propanol
(6,803+0,402), hekzan, etanol, metanol ve kloroform (1,954+0,016) seklinde siralandig
tespit edilmistir. Serbest yag asitligi degerleri arasinda ¢ozgenlere gore istatiksel olarak
onemli farkliliklar oldugu goriilmiistiir (P<0.05).

Etanol ile hazirlanan 6rneklerin 232 ve 270 nm’deki UV spektrum degerleri
(swrasiyla 4,041+0,005 ve 2,601+0,151) diger ¢ozgenlerle hazirlanan 6rneklere gore
daha yiiksek bulunmustur. Hekzan, metanol ve 2-propanol 6rneklerinin UV spektrum
degerleri kloroform ile hazirlanan 6rneklerin UV spektrum degerlerinden (sirasiyla
2,361+0,771 ve 1,255+0,428) yiiksek olsa da aralarinda istatiksel agidan 6nemli fark
olmadigi bulunmustur (P<0.05).

Nannochloropsis sp. mikroalginin farkli polaritedeki solventlerle ekstraksiyonu
sonucu elde edilen algal yaglarin doymus yag asitleri igeriginde (XSFA), tekli
doymamig yag asitleri (XMUFA) iceriginde ve ¢coklu doymamis yag asitleri (XPUFA)
iceriginde istatiksel olarak 6nemli (P<0.05) farkliliklar tespit edilmistir
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En disiik doymus yag asitleri (SFA) igerigi izopropil alkol ile hazirlanan
orneklerde (40,03), en yiiksek SFA igerigine ise kloroform ile hazirlanan 6rneklerde
(44,81) elde edilmistir

Tekli doymamis yag asitleri (MUFA) karsilastirildiginda yine en yiiksek MUFA
kloroform ile hazirlanmigs mikroalg 6rneklerinden (42,83) ekstrakte edilen yagda tespit
edilirken bunu sirasiyla hekzan, metanol, etanol ve izopropil alkol ile hazirlanmis
mikroalg oOrneklerinden ekstrakte edilen yag oOrnekleri (41,67- 38,89- 38,83- 38,80)
izlemistir.

Saglik agisindan pek ¢ok faydalari bulunan omega-3 yag asitlerinin de dahil
oldugu grup olan ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA) en ¢ok metanol ile hazirlanmis
ornekte (% 20,57) tespit edilmistir. Kloroform ile hazirlanmis 6rneklerde ise en diisiik
PUFA igerigine rastlanmistir. Omega-3 yag asitleri igerisinde ise hakim asit EPA olarak
belirlenmistir. Kullanilan ¢6zgenlere gore Ornekler arasinda istatiksel agidan 6nemli
farkliliklar (%5,83-14,46) bulunmus, en yiksek EPA igerigi metanol ile yapilan
ekstraksiyondan elde edilmistir.

Yapilan tiim analizler sonucunda, doymus ve tekli doymamis yag asitlerinin elde
edilmesi i¢in en iyi ¢6zgenin kloroform, ¢oklu doymamis yag asitlerinin elde edilmesi
icin ise en 1yi ¢Ozgenin metanol oldugu belirlenmistir. Tez calismasi sonucunda
Nannochloropsis sp. mikroalginden, saglik acisindan oldukg¢a énemli olan omega-3 yag
asitleri (6zellikle EPA) eldesi ve maksimum yag verimi i¢in metanoliin ¢dzgen olarak
kullanilmasimin diger ¢ozgenlere (hekzan, etanol, kloroform ve izopropil alkol) kiyasla
daha uygun oldugu goriilmiistiir. Ayrica metanoliin diger ¢oézgenlere gore daha
ekonomik olmasi da ekstraksiyon islemi agisindan 6nem tagimaktadir.
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