T.C.
SAKARYA UNIiVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KANATLI HAYVAN KESIMHANESI BiYOLOJIK
ARITMA SUYUNDA BIYODIZEL URETIMI IGiN
MIKROALG KULTURUNUN GELISTIRILMESI

DOKTORA TEZi
Gamze KATIRCIOGLU SINMAZ

Enstitii Anabilim Dah :  CEVRE MUHENDISLIiGi

Tez Danismani :  Prof. Dr. I. Ayhan SENGIL

Eyliil 2022



T.C.
SAKARYA UNIiVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KANATLI HAYVAN KESIMHANESI BiYOLOJIK
ARITMA SUYUNDA BIYODIZEL URETIMI IGiN
MIKROALG KULTURUNUN GELISTIRILMESI

DOKTORA TEZi

Gamze KATIRCIOGLU SINMAZ

Enstitii Anabilim Dali CEVRE MUHENDISLIGI

Bu tez 12 /09 /2022 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan oybirligi/oycoklugu ile
kabul edilmistir.

Jiiri Bagkam Uye Uye

Uye Uye



BEYAN

Tez igindeki tiim verilerin akademik kurallar ¢ergcevesinde tarafimdan elde edildigini,
gorsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglarin akademik ve etik kurallara uygun sekilde
sunuldugunu, kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapilmadigini, bagkalarinin
eserlerinden yararlanilmasi durumunda bilimsel normlara uygun olarak atifta
bulunuldugunu, tezde yer alan verilerin bu iiniversite veya bagka bir liniversitede

herhangi bir tez ¢alismasinda kullanilmadigini beyan ederim.

Gamze KATIRCIOGLU SINMAZ
12.09.2022



TESEKKUR

Doktora egitimim boyunca degerli bilgi ve deneyimlerini benimle paylasan, tezimin
arastirma, planlanma, deneysel yonlendirme ve yazilmasina kadar tiim asamalarinda
yardimlarini esirgemeyen, Ogrencisi olmaktan gurur duydugum degerli danisman

hocam Prof. Dr. I. Ayhan SENGILe,

Fikirleri ve yonlendirmeleri ile doktora tezime olan katkilari, akademik
calismalarimda yardim ve destekleri icin degerli hocalarim Prof. Dr. Abdil OZDEMIR
ve Prof. Dr. Nurtag OZ’e,

Doktora ¢alismamda, laboratuvar konusunda yasadigim aksakliklardaki katkilari,
manevi destekleri ve arkadasliklari i¢in Biisra ERDEN’e, Meryem AKSU’ya ve N.
Pinar TANATTI’ya

Egitim hayatim boyunca maddi manevi desteklerini arkamda hissettigim degerli
annem Nazife KATIRCIOGLU na, degerli babam Adnan KATIRCIOGLU’na ve
sevgili kardesim Gokhan KATIRCIOGLU na,

Doktora egitimimin her asamasina sahit olan, fikirlerini ve destegini esirgemeyen,

sevgili esim Durmus SINMAZ’a sonsuz ve icten tesekkiirlerimi sunarim.



ICINDEKILER

TESEKKUR ..ottt e, i
ICINDEKILER .....oouiiiiiii e, i
SIMGELER VE KISALTMALAR LISTEST .........coooiiiiii e, vi
SEKILLER LISTESI .. ..ot e, vii
TABLOLAR LISTEST ..o, Xi
OZE T o Xii
SUMM A R Y Lo XIii

GIRIS oo 1
BOLUM 2.

KAYNAK ARASTIRMASI ..., 3

2.1. BiyoyaKitlar .......ooooiiii e 6

2.2. Mikroalgler ... 4

2.2.1. Mikroalg gelisimi igin gerekli sartlar ve besinler ................. 6

2210 I81K oo 7

2.2.1.2.S1caklik ..o 8

2.2, L. 8. PH L 9

2214 Tuzluluk ..o 9

2.2.1.5. Karbon kaynagi ve CO2 .........cceviiiiiiiinnnnn., 10

2.2.2. Mikroalg bliylime dinamikleri ..................oooi i, 11

2.2.3. Mikroalg tiretim sistemleri ...............cooeiiiiiiiiii e, 12

2.2.4. Atiksuda mikroalg kiiltliriinlin geligtirilmesi ...................... 13

2.2.5. Literatiirdeki atiksuda mikroalg gelistirme ¢aligmalart .......... 13



2.2.6. Literatiirdeki kesimhane atiksuyunda mikroalg gelistirme

galismalart ... 16
2.3. Mikroalglerden Biyodizel Uretimi ..............cccovviiiiiiiiinnn., 17
2.3.1. Biyodizel iiretimi i¢in mikroalg tiirii se¢imi ....................... 18
2.3.2. Mikroalg yetistirme yonteminin belirlenmesi ..................... 20
2.3.3. Mikroalg hasat yontemleri ............ccooeviininiiiiiieieennns 22
2.3.4. Lipit eKstrakSiyonu ............coooviiiiiiiiiiic e, 24
2.3.4.1. Lipit ekstraksiyonu i¢in 6n islem ........................ 25
2.3.4.2. Lipit ekstraksiyon yontemleri ....................coeeeeee. 27
2.3.5. Transesterifikasyon .........ccccooiveiiiiiiiiiii e, 28
2.3.6. Yag asidi metil esterleri (FAME) ... 31
2.4. Mikroalg Enzim Aktiviteleri ..o 32
2.4.1. Oksidatif stres ve reaktif oksijen tiirleri (ROT) .................. 32
2.4.2. Serbest radikallerin lipitlere etkisi ..................ocooiiienin.n. 33
2.4.3. Antioksidan enzim aktiviteleri .................coceceiiiiiinn 33
2.4.3.1. LPO, lipit peroksidaz enzim aktivitesi ................ 33
2.4.3.2. SOD, siiperoksit dismustaz enzim aktivitesi ........... 34
2.4.3.3. APOD, askorbat peroksidaz enzim aktivitesi ......... 34
BOLUM 3.
MATERYAL VE YONTEM ..ottt 35
3.1. Mikroalg Kiiltiiriiniin Yetistirilmesinde Kullanilan Besin Ortamu..... 35

3.2. Kanatli Hayvan Kesimhanesi Atiksuyunda Mikroalg Yetistirilmesi.. 36
3.2.1. pH soklama ¢alismast ..........cccoviiiiiiiii i 36
3.2.2. Alkali pH’ta Chlorella vulgaris kiiltiirii gelistirme galismalart 36
3.2.3. Optimum sartlarda 151k yogunlugunun etkisinin incelenmesi .. 36
3.2.4. Optimum sartlarda CO> ilavesinin etkisinin incelenmesi ........ 38
3.2.5. Optimum sartlarda kiiltlir ortamina nanopartikiil ilavesi ile

Chlorella vulgaris’in enzim aktiviteleri ve toplam lipit

miktarlari tizerine etkisinin belirlenmesi .........ooooeeeeiiin.... 38
3.3 AUKSU ANAZIETT vovee oot 39
3.4. Yetistirilen Biyokiitlenin Analizleri .....................oco. 39



3.4.1. Toplam biyokiitle analizi ................ccooviiiiiiiiiiiii ., 39

3.4.2. Klorofil-aanalizi ...........c.coviiiiii 40

3.4.3. Yetistirilen biyokiitlenin hasat edilmesi ........................... 40
3.4.4. Hasat edilen biyokiitlenin hiicre parcalanmasi i¢in uygulanan

ONISICIM Lo 41

3.4.5. Lipit ekstraksiyonu ve toplam lipit miktarlarinin hesaplanmas1 41

3.4.6. Transesterifikasyon islemleri ..................ccccoeiiiiiiiiiinai, 41

3.4.7. GC ile yag asidi metil ester profilinin belirlenmesi ............... 42

3.5. Optimum Sartlarda Mikroalg Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi .... 42

3.5.1. H202 miktar analizi .............coooooviiiiiiii, 43

3.5.2. Lipit peroksidasyon analizi (LPO) ............ccooiiiiiiiiniin, 43

3.5.3. Toplam askorbat peroksidaz analizi (APOD) ..................... 44

3.5.4. Toplam stiperoksit dismutaz analizi (SOD) ....................... 44

3.6. Kinetik Hesaplamalar ..o 45

BOLUM 4.

ARASTIRMA BULGULARI ... e 46

4.1. pH Soklama Caligsmalart ...............cocoiiiiiiiiiiii e, 46

4.1.1. pH soklama calismalarinin biyokiitle artisina etkisi ............. 46
4.1.2. pH soklama g¢alismalarinin toplam lipit miktar1 ve yag asidi

olusumuna etKiSI .............cooiiii 48

4.2. Alkali pH’ta Mikroalg Kiiltiirii Gelistirme Calismalart ................. 50

4.2.1. Alkali pH’1n biyokiitle artigina etkisi ................c.ooeiinnt. 50

4.2.2. Alkali pH’in niitrient giderimine etkisi ............................. 53

4.2.3. Alkali pH’1n toplam lipit ve yag asidi olusumuna etkisi ......... 55

4.3. Optimum Sartlarda Isik Yogunlugunun Etkisinin Belirlenmesi ....... 56

4.3.1. Isik yogunlugunu ¢aligmalarinin biyokiitle artisina etkisi ....... 57

4.3.1.1. 20 pmolphoton/m?S .............oouuiiueiiiieiie el 57

4.3.1.2. 60 pmolphoton/m?s .............ccoviuiiiiiiieei 58

4.3.1.3. 100 pmolphoton/m?s ..............cccooeeiiieaiii, 60

4.3.1.4. 140 pmolphoton/m?s ..................coeeiiiieeeeiinn.. 61

4.3.1.5. Isik yogunlugu degisiminin biyokiitle artigina etkisi 62



4.3.2. Isik yogunlugunu ¢aligmalarinin niitrient giderimine etkisi .... 67

4.3.2.1. 20 pmolphoton/m?s .............cccoviviieiieeieiiin, 67
4.3.2.2. 60 pmolphoton/m?S .............couuvieeiiiieeieii 69
4.3.2.3. 100 pmolphoton/m?s .............coeeeiueeeniieeieenn... 70
4.3.2.4. 140 umolphoton/m?S .............ccceeeeiiieiieiininn, 71

4.3.2.5. Isik yogunlugunun niitrient giderimine etkisi .......... 73

4.3.3. Isik yogunlugununun toplam lipit ve yag asidi olusumuna

BEKIST 1o 75

4.4, CO; llavesinin Mikroalg Gelisimine Etkisinin incelenmesi ............ 80
4.4.1. COy ilavesinin biyokiitle artigina etkisi ........................... 80
4.4.2. CO; ilavesinin niitrient giderimine etkisi ......................... 82

4.4.3. COz ilavesinin toplam lipit ve yag asidi olusumuna etkisi ....... 83

4.5. Nanopartikiil Tlavesinin Mikroalg Enzim Aktivitelerine ve Toplam

Lipit Miktarma Etkisinin Belirlenmesi ......................oool. 84
4.5.1. H202 miktarlart ..........ooooiiiiiii 84
4.5.2. MDA miktarlart ... 85
4.5.3. SOD miktarlart ..........ooooeiiiiiiii 86
4.5.4. APOD miktarlar ..............coooiiiii, 87
4.5.5. Biyokiitle olusumuna etkisi .............oooeiiiiiiiiiiiiiinan. 88
4.5.6. Toplam lipit miktarma etkisi .............ooooiiiiiiiiiiiinnnn, 89
4.6. Kinetik Model Hesaplamalart ................cooooiiiiiiiiinnn.n, 91
4.6.1. Mikroalg gelisim kinetikleri .................occooiiiiiiiinnn.e 91
4.6.2. Atiksudan niitrient giderimi kinetikleri ............................ 93
BOLUM 5.
SONUC VE ONERILER ... .otuiiinii e 96
KAYNAKLAR e 100
OZGECMIS ..o, 107



SIMGELER VE KISALTMALAR LIiSTESI

APOD
DME
FAME
KOl
LPO
MDA
MUFA
PUFA
ROT
SFA
SOD

: Askorbat peroksidaz enzimi
: Dimetil eter

: Yag asidi metil esteri

: Kimyasal oksijen ihtiyaci

. Lipit peroksidasyon enzimi
: Malondialdehit

: Tekli doymamis yag asidi

: Coklu doymamis yag asidi
: Reaktif oksijen tiirler,

: Doymus yag asidi

- Superoksit peroksidaz

Vi



SEKILLER LISTESI

Sekil 2.1. Isik yogunlugunun fototrofik hiicre biiylime {izerine etkisi ................ 8
Sekil 2.2. Alg kiiltiirlerinde karakteristik bliylime egrisi ..........oovvvvieiiininann.... 11
Sekil 2.3. Mikroalgden biyodizel eldesi ...............oooiiiiiiiiiiiii i 18
Sekil 2.4. Yag asidi ZINCIrleri .......o.ovviiiiiiii e 24
Sekil 2.5. Lipit moleKGIETt ......c.ooviii e, 25
Sekil 2.6. Transesterifikasyon proSesi ..........o.eveeeiiiiiiiiiiiiiiiia e, 29
Sekil 3.1. pH soklama ¢alismasindaki pH degistirme siiresi ve periyodu ............ 36

Sekil 3.2. Optimum 1s1k yogunlugunu belirleme g¢alismasindaki pH soklama 38
SUIES1 VE PEITYOAU ..ottt
Sekil 4.1. pH soklama c¢alismasinda zamana bagli biyokiitle grafigi. Isik 47
yogunlugu: 60 pmolphoton/m?S .............cc.oiiiiiiiiiiiieiiiiei,
Sekil 4.2. pH soklama calismasinda zamana bagli klorofil-a grafigi. Isik
yogunlugu: 60 pmolphoton/m?S .............cc.oiiuiiiiiiiieiieiieinn, 48
Sekil 4.3. pH soklama ¢alismasinda elde edilen yag asidi metil esterlerinin toplam
biyokiitledeki oranlari. Istk yogunlugu: 60 pmolphoton/m?s ............ 49
Sekil 4.4. C5,2°nin igerdigi yag asidi metil esterlerinin kromotogrami. Isik
yogunlugu: 60 pmolphoton/m?S .............cc.oiiiiiiiiiiieiiiiii, 50
Sekil 4.5. Alkali pH’ta zamana bagli biyokiitle miktariin degisimi. Isik
yogunlugu: 100 pmolphoton/m?s .............ccouviiuiiiiiiiieiieeiinns, 51
Sekil 4.6. Alkali pH’ta zamana baglh klorofil-a miktarinin degisimi. Isik
yogunlugu: 100 pmolphoton/m?S .............c..oiiueiiiiiiieiieiiinn, 52
Sekil 4.7. NH4* ve PO4s® konsantrasyonlarmin zamana bagh giderimleri. Isik
yogunlugu: 100 pmolphoton/m?s .............cccovviiiiiiiiiiieii e, 53
Sekil 4.8. Zamana bagli biyokiitle olusumu mg.L?. Isik yogunlugu: 20
UMOIPhOtON/MZS ... .o, 57

vii



Sekil 4.9. Zamana bagh klorofil-a olusumu mgL? Isik yogunlugu: 20

UMOlphoton/m?s ............ccoovviiiiiiiieiiiiieie e

Sekil 4.10. Zamana bagli biyokiitle olusumu mg.L?. Isik yogunlugu: 60

UmMOlphoton/m?s ..........covuieiiiiii e

Sekil 4.11. Zamana bagh klorofil-a olusumu mg.L?. Isik yogunlugu: 60

UmMolphoton/m?2s ...........cooeiuiiiiiiieiei,

Sekil 4.12. Zamana bagl biyokiitle olusumu mg.L?. Isik

UmMOlphoton/m?s .........oovueieiiieie i

Sekil 4.13. Zamana bagh klorofil-a olusumu mg.L™t. Isik

Hmolphoton/m?2s ...........coeviiiiiiieiieiie.

Sekil 4.14. Zamana bagli biyokiitle olusumu mg.L?. Isik

UmOlphoton/m?s ............coiviiiiiiieiiie e

Sekil 4.15. Zamana bagl klorofil-a olusumu mg.L™t. Isik

UmMOolphoton/m?2s .........cocuviieiiieiieiiei e,

yogunlugu: 100

Sekil 4.16. Zamana ve 151k yogunluguna bagli biyokiitle degisim grafikleri

(BG11, BG11pH, C5,2 ve pH 10,5 numuneleri i¢in)

Sekil 4.17. Zamana ve 151k yogunluguna bagli klorofil-a degisim grafikleri

Sekil 4.18.

Sekil 4.19.

Sekil 4.20.

Sekil 4.21.

Sekil 4.22.

Sekil 4.23.

Sekil 4.24.

(BG11, BG11pH, C5,2 ve pH 10,5 numuneleri i¢in)
Zamana bagli NH4" konsantrasyonlarinin degisimi
20 umolphoton/m?s ............coeeueiiiiiiiiiein.
Zamana bagli PO4? konsantrasyonlarinin degisimi
20 pmolphoton/m?s .............oeuiiiiiieiiiiieein,
Zamana bagli NH4" konsantrasyonlarinin degisimi
60 umolphoton/m?s .............cocvveiiiiiiiiieiin..
Zamana bagli PO4? konsantrasyonlarmin degisimi
60 LmMOolphoton/m?2s ...........c.ovvuiiiiieiieiienn.,
Zamana bagli NH4* konsantrasyonlarinin degisimi
100 pmolphoton/m?s .............ccccviiiiieiieiin.
Zamana bagli PO4? konsantrasyonlarmin degisimi
100 pmolphoton/m?s .........ccccoevueiiiieiiei,
Zamana bagli NH4* konsantrasyonlarinin degisimi

140 pmolphoton/m?s .............cccviviiiiiiein,

viii



Sekil 4.25. Zamana bagli PO4? konsantrasyonlarinin degisimi. Isik yogunlugu:

140 pmolphoton/M32S ... ...eii et 72
Sekil 4.26. Isik yogunluguna bagli NH4* giderimi (%) ............oooviiiiiiiiinnn. 73
Sekil 4.27. Isik yogunluguna bagli PO4 giderimi (%) .........cooveviieeiiii, 74

Sekil 4.28. Isik yogunluguna bagli kuru mikroalg biyokiitlesindeki yag asidi metil
esterlerinin oranlart (%0) ......ooiee i 78

Sekil 4.29. CO; ilavesinin biyokiitle miktarina etkisi. Isik yogunlugu: 100

UMOIPROtON/MZS ..., 81
Sekil 4.30. CO2 ilavesinin klorofil-a miktarina etkisi. Isik yogunlugu: 100
IMOIPhOtON/MZS ...t 82
Sekil 4.31. Nanopartikiil ilavesinin H2O2 miktarlarina etkisi. Isik yogunlugu: 100
UMOIPhOTON/M®S .. oove e 84
Sekil 4.32. Nanopartikiil ilavesinin MDA miktarlarina etkisi. Isik yogunlugu: 100
IMOIPhOtON/MZS ... e 85
Sekil 4.33. Nanopartikiil ilavesinin SOD miktarlarina etkisi. Isik yogunlugu: 100
UMOIPhOtON/M®S ... ... i, 86
Sekil 4.34. Nanopartikiil ilavesinin APOD miktarina etkisi. Isik yogunlugu: 100
IMOIPhOtON/MZS ... e 87
Sekil 4.35. Nanopartikiil ilavesinin biyokiitle olusumuna etkisi. Isik yogunlugu:
100 WmOIPhOtON/M?S ... .oiuie e 88
Sekil 4.36. Nanopartikiil ilavesinin klorofil a,b,c miktarlarina etkisi. Isik
yogunlugu: 100 pmolphoton/m?S .............c..oeiueiiiiiiiiiieinn.., 89
Sekil 4.37. Nanopartikiil ilavesinin toplam lipit miktarlarina etkisi. Isik
yogunlugu: 100 pmolphoton/m?s .............ccoueiiuiiiiieiieeieeiinns, 90
Sekil 4.38. Kinetik hesaplamalardan elde edilen teorik biyokiitle miktarlar1 ve
deneysel biyokiitle miktarlarinin karsilagtirilmasi. Isik
yogunlugu: 100 pmolphoton/m?®s ............cocviiuiiiiiiieiiiiieii 92
Sekil 4.39. Kinetik hesaplamalardan elde edilen teorik klorofil-a miktarlar1 ve
deneysel klorofil-a miktarlarinin karsilagtirilmasi. Isik
yogunlugu: 100 pmolphoton/m?S .............ccooiiueiiiiiiieiieinn.., 93



Sekil 4.40. Kinetik hesaplamalardan elde edilen zamana bagl teorik PO43
giderim verimleri ve deneysel PO43 giderim verimlerinin
karsilastirilmast. Istk yogunlugu: 100 pmolphoton/m?s ..................

Sekil 4.41. Kinetik hesaplamalardan elde edilen zamana bagli teorik NHa"
giderim verimleri ve deneysel NH4" giderim verimlerinin

karsilastirilmast. Istk yogunlugu: 100 pmolphoton/m?s



TABLOLAR LiSTESI

Tablo 2.1. Biyodizel kaynaklari i¢in gerekli olan arazi miktarlar1 ve yag igerikleri 5

Tablo 2.2. Mikroalglerin 6zellikleri, avantajlar1 ve dezavantajlari .................... 6
Tablo 2.3. Bazi mikroalg tiirlerinin lipit igerikleri ve lipit iretme kapasiteleri ...... 19
Tablo 3.1. Biyolojik olarak aritilmis kanatli hayvan kesimhanesi atiksuyu ......... 35

Tablo 4.1. pH soklama calismasinda elde edilen toplam lipit miktar1 ve kuru
biyokiitledeki lipit oran1. Isik yogunlugu: 60 pmolphoton/m?s ...... 49
Tablo 4.2. NH4*, NOg", ve PO4*® konsantrasyonlarinin zamana bagl degisimi. Isik
yogunlugu: 100 pmolphoton/m?s ............ccoovvuiiniiiiiieiiainn., 54
Tablo 4.3. Alkali sartlarda gelistirilen mikroalg kuru biyokiitlerindeki toplam lipit
ve FAME orant. Isik yogunlugu: 100 umolphoton/m?s ................ 55
Tablo 4.4. Isik yogunluguna bagl toplam mikroalgde gelisen toplam lipit (g) ve
FAME 0ranlart (%0) ...o.oonriiniiiii e 76
Tablo 4.5. C5,2 numunesinin farkli 151k yogunlugunda igerdigi SFA, MUFA ve
PUFA oranlart (96) ...o.voeniieii e 79
Tablo 4.6. CO2 ilavesinin amonyum ve fosfat giderimi oranlarina etkisi (%). Isik
yogunlugu: 100 pmolphoton/m?s ............ccovvuiiiiiiiieiieinn., 83
Tablo 4.7. COz ilavesi ile mikroalgde gelisen toplam lipit miktar1 (gr) ve FAME
oranlar1 (%). Isik yogunlugu: 100 pmolphoton/m?s ................... 83
Tablo 4.8. Nanopartikiil ilavesinin biyokiitle, toplam lipit ve kuru biyokiitledeki
lipit oranina etkisi. Isik yogunlugu: 100 pmolphoton/m?s ............. 90
Tablo 4.9. Kinetik hesaplamalardan elde edilen biyokiitle ve Klorofil-a igin R? ve
K deGerleri ..o 91
Tablo 4.10. Kinetik hesaplamalardan elde edilen PO423 ve NH4* i¢in R? ve k
degerlers ..o 93

Xi



OZET

Anahtar kelimeler: Chlorella vulgaris, mikroalg, biyodizel, FAME

Bu calismada, kanatli hayvan kesimhanesi biyolojik aritma suyunda biyodizel tiretimi
icin Chlorella vulgaris mikroalg kiiltiiriiniin gelistirilmesi amaglanmistir. Kullanilan
atiksu igerisinde bulunan zararli organizmalarin yokedilmesi amaciyla besin ortamina
pH soklama ve alkali pH yontemleri uygulanmistir. Optimum sonu¢ alinan
numunelerde 151k yogunlugunun mikroalg gelisimine ve kullanilan atiksuyun ileri
aritimina etkisi arastirilmistir. Mikroalg gelisiminin takibi i¢in biyokiitle miktar1 ve
klorofil-a igerigi zamana bagl olarak ol¢iilmiistiir. Atiksuyun aritimi i¢in ise zamana
bagli olarak nitrat, amonyum ve fosfat konsantrasyonlari takip edilmistir. Elde edilen
mikroalg biyokiitlelerinin biyodizel iiretimine uygunlugu toplam lipit miktarlarina,
kuru biyokiitledeki lipit oranlarina ve yag asidi metil ester igeriklerine gore
yorumlanmistir. Biyokiitle ve lipit miktarlar1 gravimetrik olarak dl¢iilmiistiir. Klorofil-
a, nitrat, amonyum ve fosfat miktarlart spektrofotometrik yontemler ile tespit
edilmistir. Lipitler transesterifikasyon prosesi ile biyodizel elde edilmistir. Biyodizelin
yag asidi metil ester (FAME) tiirleri ve kompozisyonu GC-MS cihazi ile belirlenmistir.

Aragtirmada elde edilen bulgulara gore, kanatli hayvan kesimhanesi atiksuyunda C5,2
pH soklama sartlarinda ve 100 umolphoton/m?s 151k yogunlugunda en uygun lipit, yag
asidi metil esterler tiirleri ve igerigi elde edilmistir. CS5,2 numunesinde kuru
biyokiitlenin %20’si toplam lipit olarak hesaplanmistir. C5,2 numunesinden elde
edilen biyodizel C16:0, C18:0, C18:2 ve C18:3 yag asidi metil esterler tiirlerini
icermektedir. Elde edilen sonucglara gore, Chlorella vulgaris ile 100 ve 140
pumolphoton/m?s 151tk yogunluklarinda  atiksudan amonyum ve fosfat
konsantrasyonlarinda %100’e varan giderim verimleri elde edilmistir. Lipit miktarinin
artirnlmas1  i¢in stres olusturma amaciyla besin ortamina ilave edilen
nanopartikiillerden Ti02<25 nm partikiil ilavesiyle lipit miktarinda 12 mg lipit artis1
ile kontrol numunesine gore %0,5 artis olmustur.
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DEVELOPMENT OF MICROALGAE CULTURE IN
BIOLOGICALLY TREATED POULTRY SLAUGHTERHOUSE
WASTEWATER FOR PRODUCTION OF BIODIESEL

SUMMARY

Keywords: Chlorella vulgaris, microalgae, biodiesel, FAME

In this study, it was aimed to develop Chlorella vulgaris microalgae culture for
biodiesel production in poultry slaughterhouse biological treatment water. In order to
destroy harmful organisms in the wastewater used, pH shock and alkaline pH methods
were applied to the growth medium. The eftect of light intensity on microalgae growth
and advanced treatment of used wastewater was investigated in samples with optimum
results. To monitor microalgae growth, biomass and chlorophyll-a concentrations were
measured depending on time. The suitability of the microalgae biomass obtained for
biodiesel production was interpreted according to total lipid amounts, lipid ratios in
dry biomass, and fatty acid methyl ester contents. Biomass and lipid amounts were
measured gravimetrically. Chlorophyll-a, nitrate, ammonium and phosphate amounts
were determined by spectrophotometric methods. Biodiesel was obtained from lipids
by the transesterification process. Fatty acid methyl ester (FAME) types and
composition of biodiesel were determined by GC-MS.

According to the findings obtained in the study, the most suitable lipid, fatty acid
methyl ester types and content were obtained in poultry slaughterhouse wastewater at
C5.2 pH shock conditions and 100 umolphoton/m?s light intensity. In the C5.2 sample,
20% of the dry biomass was calculated as total lipid. The biodiesel obtained from the
C5,2 contains C16:0, C18:0, C18:2 and C18:3 fatty acid methyl esters types.
According to the results obtained, removal efficiencies of up to 100% were obtained
with Chlorella vulgaris at 100 and 140 pmolphoton/m?s light intensities from
wastewater at ammonium and phosphate concentrations. In order to increase the lipid
amount, with the addition of TiO><25 nm particles, one of the nanoparticles added to
the nutrient medium to create stress, there was a 12 mg lipid increase in the lipid
amount and 0.5% increase compared to the control sample.
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BOLUM 1. GIRiS

Biyoyakitlar yagli tohum bitkilerinden, atik yaglardan ve mikroalgal biyokiitleden
tretilmektedirler (Biernat ve ark., 2013). Diger biyodizel kaynaklarmna gore
mikroalgler; yiiksek lipit igerigi, hizli biyokiitle olusturmasi ve ¢ok daha az arazi
gereksinimi gibi avantajli 6zelliklere sahiptirler (Yin ve ark., 2020).

Fotosentez ile cogalan mavi yesil mikroalglerin gelisimi i¢in baz1 parametreler hayati
Oonem tasimaktadir. Isik, sicaklik, pH, karbon, azot ve fosfor kaynaklari mikroalg
yasaminin devami igin en 6nemli faktorlerdir (Chisti, 2007; Ananthi ve ark., 2021).
Mikroalg yetistirilen sistemler genel olarak askida ve kapali sistemler olarak
siniflandirilirlar. A¢ik mikroalg liretim sistemleri; kanal, dairesel, egimli ve karisimsiz
havuzlardan; kapali sistemler ise borulu, dikey plakali, yatay plakali, dairesel plakali,
diiz plakali, fermenter tipi ve i¢ aydinlatmali sistemlerden olugsmaktadir (Mata ve ark.,
2010).

Mikroalgler genellikle tiirlerine uygun olarak secilen yapay besin ortamlarinda
yetistirilirler. Ancak son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda biyodizel iiretimi amaciyla
mikroalg yetistirilirken, farkli sektorlere ait atiksularin besin ortami olarak
kullanilmast yaygilagmistir. Atiksudan azot ve fosfor gibi mikroalg biiylimesi i¢in

gerekli olan besinler saglanmaktadir (Chiu ve ark., 2015).

Son yillarda kanathi hayvan kesimhane atiksulari kullanilarak mikroalg kiiltiirii
gelistirmeye yonelik caligsmalar literatiirde yerini almistir. Bu atiksular farkli 6n
aritmalardan gegirilerek farkli mikroalg tiirlerinin yetistirilmesinde kullanilmislardir
(Hernandez ve ark., 2016; Taskan, 2016; Azam ve ark., 2020; Teran Hilares ve ark.,
2021). Literatirde Chlorella wvulgaris'in farkli sektorelere ait atiksularda



gelistirilmesine yonelik ¢alismalar mevcuttur ancak kanatli hayvan kesimhanesinin

biyolojik aritima ¢ikig prosesinden alinan atiksular ile ilgili ¢aligma bulunmamaktadir.

Bu calismada kullanilan su igerisinde, rotifer gibi mikroalg gelisimine zarar veren
organizmalar bulunmaktadir. Besin ortaminda bulunan bu organizmalar1 yok etmek
amaciyla pH soklama yontemi ve alkali pH yontemleri uygulanarak Chlorella vulgaris
kultirii gelistirilmesi amaglanmistir. Elde edilen optimum mikroalg gelistirme
sartlarinda farkli 1s1k yogunluklarinin Chlorella vulgaris gelisimine ve kulllanilan
atiksuyun ileri arittimina etkisi arastirilmistir. Zamana bagli olarak Chlorella
vulgaris’in biyokiitle artist ve atiksuyun ileri arittm verimi amonyum ve fosfat
giderimlerinin kinetik modeli olusturularak incelenmistir. Farkli 151k yogunluklarinda
elde edilen biyokiitlenin toplam lipit miktarlari, kuru biyokiitleicerisindeki lipit
oranlart ve olusturdugu yag asidi metil esterlerinin (FAME) tiir ve miktarlar
incelenmistir. Elde edilen biyodizelin kalitesi literatiirdeki ¢aligmalar ve Avrupa
standartlar1 ile kiyaslanmigtir. Chlorella vulgaris gelisimini ve yag asidi igerigini
artirmak amactyla optimum sartlarda CO2 ilavesinin biyokiitle ve aritma verimi
tizerine etkisi incelenmistir. Benzer amagla mikroalg gelisim ortamina ilave edilen
nanopartikiillerin Chlorella vulgaris’in biyokiitle miktari, toplam lipit miktar1 ve yag
orani iizerine olan etkisi incelenmistir. Nanopartikiillerin Chlorella vulgaris lipitleri
tizerindeki etkisi lipit peroksidasyon miktarlar1 malondialdehit (MDA) cinsinden ve
savunma mekanizmalar1 i¢in sentezlenen Toplam siiperoksit dismutaz (SOD) ve
Toplam askorbat peroksidaz (APOD) enzim aktivitelerinin seviyeleri Olgiilerek

belirlenmistir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Biyoyakitlar

Atmosferik CO> seviyesi, fosil yakitlarin yakilmasi nedeniyle sanayi oncesi CO2
seviyesinin %148'ine ulagsmistir (WMO, 2020). Enerji ihtiyaci kiiresel olarak artmaya
devam ederken, fosil yakit kullanimi1 da artmaya devam edecektir. CO2 emisyonlarini
azaltmak, Oncelikle yenilenebilir enerji kaynaklarmmin kullanimima odaklanarak
mimkiindiir. Strdiiriilebilir, ¢evre dostu ve karbon kaynagi icermeyen enerji
kaynaklarini kullanmak amaciyla arastirmalar bu dogrultuda artmistir. Alternatif enerji
kaynaklari; gilines enerjisi, riizgar enerjisi, jeotermal enerji, hidroelektrik enerji ve

biyoyakitlar olarak siniflandirilmaktadir (Almutairi, 2015).

Biyoyakit eldesi i¢in kullanilan biyokiitle kaynaklari, fiziksel, kimyasal veya

biyokimsal isleme derecesine bagli olarak {i¢ gruba ayrilmaktadirlar.

- Birincil enerji kaynaklart: Misir, kanola, hindistan cevizi, soyafasiilyesi, odun,
saman,

- Ikincil enerji kaynaklari: Camur, giibre, aritma camuru ve diger organik atiklar

- Islenmis enerji kaynaklari: Cesitli endiistrilerin atiklarindan ve yan

tirtinlerinden olugmaktadir (Biernat ve ark., 2013).

Yenilenebilir enerji kaynaklarindan biri olan biyoyakitlar, yagl tohum bitkilerinden
ve mikroalgal biyokiitleden tretilmektedir. Kullanilan biyokiitlenin yenebilen ve
yenmeyen kisimlarindan farkli tipte biyoyakitlar elde edilmektedir. Biyokiitlenin
nisasta igeren kisimlarindan fermantasyon prosesi ile etanol ve biitanol elde
edilmektedir. Biyokiitlenin lipit igeren kisimlarindan ise transesterifikasyon prosesi ile

biyodizel elde edilmektedir. Kisa yag asitleri, tarimsal atiklarin ve bitkilerin yenmeyen



kisimlarimin fermantasyonu ile elde edilmektedir. Aynmi sekilde bu biyokiitlelerden
anaerobik fermantasyon yoluyla metan olusturulmaktadir. Dimetil eter (DME),
metanol ve dizel ise gazlastirma yontemi kullanilarak yoluyla elde edilmektedir
(Pittman ve ark., 2011). Uretilmesi planlanan biyoyakit ve yan iiriinlerin tiirlerine
uygun olan bir biyokiitlenin se¢cimi dnem tagimaktadir. Secilen enerji kaynaklarindan
elde edilmesi planlanan biyoyakait tiiriine uygun bir proses tasarlanmalidir (Biernat ve

ark., 2013).

2.2. Mikroalgler

Giines enerjisi, fotosentez vasitasiyla klorofil igeren yesil yaprakli bitkilerde ve
alglerde organik madde seklinde birikir ve enerji iiretimi i¢in hammadde olarak
kullanilabilecek kat1 bir form olan biyokiitleye doniistiiriiliir (Biernat ve ark., 2013).
Saf mikroalg kiiltiirliniin izole edilmesi ilk olarak Hollandali mikrobiyolog Beijerinck
(1890) tarafindan gergeklestirilmistir. Bakteri bulunmayan kiiltlirlerden ilk olarak
Chlorella ve Scenedesmus tiirlerini saf kiiltiir halinde izole etmistir (Andersen, 2005).
Mikroalglerden biyodizel iiretimi, mikroalglerin bitki kaynaklarina gore avantajli
ozelliklere sahip olmasi nedeniyle umut verici olarak kabul edilmektedir. Mikroalgler
yagl tohumlu bitkilere oranla daha yiiksek fotosentetik verimlilik, lipit igerigi, hizli
biyokiitle olusturma ve daha az arazi gereksinimi gibi avantajlara sahiptir (Mata ve
ark., 2010; Jaimes-Duarte ve ark., 2012; Komolafe ve ark., 2014). Ayni alan dlgiisiine
sahip arazide yetisen yagli tohumlu bitkilerinden ve mikroalglerden elde edilen yag
miktar1 karsilastirildiginda; mikroalglerin yag igerigi misir yagindan 796 kat, soya
yagidan 306 kat ve hurma yagindan 23 kat daha fazladir (Chisti, 2007). Tablo 2.1.’de
de gosterildigi gibi mikroalglerin yag igeriginin yiiksek olmasinin yaninda, araziye
ekilen yagli tohum bitkilerinden ya da agagta yetisen biyodizel hammaddelerinden ¢ok
daha hizli ¢ogalmaktadirlar. Uygun fiziksel ve kimyasal sartlar saglandiginda
mikroalgler kiitlesini 24 saat igerisinde iki katina ¢ikartabilmektedirler (Andersen,
2005).



Tablo 2.1. Biyodizel kaynaklar1 igin gerekli olan arazi miktarlar1 ve yag igerikleri (Chisti, 2007)

Uriin Yag miktar1 (L/ha)  Gerekli arazi alan1 (M ha)
Misir 172 1540
Soya fasulyesi 446 594
Kanola 1190 223
Hindistan cevizi 2689 99
Palm yag1 5950 45
Mikroalg ? 58700 4,5
Mikroalg ® 136900 2

a (kuru biyokiitlesinin %30°u agirlik¢a yag olan)

b (kuru biyokiitlesinin %70’1 agirlik¢a yag olan)

Bununla birlikte, arazi kullanim1 ve gida talebi sebebiyle besin amacli kullanilan
yetistirilen biyodizel kaynaklarmin kullanim amacinin belirlenmesi 6nemlidir. Bu
nedenle, besin maddesi amaciyla kullanilan kaynaklardan biyodizel iiretimi yaygin
olarak uygulanmamaktadir. Arazi kullanimi, arazi degisikligi, ekili alan verimi,
biyogesitlilik kaybma ve arazi rekabetine neden olabilmektedir. Kullanilan arazi
miktarini azaltmak i¢in yenilenebilir bir hammaddeye ihtiya¢ duyulmaktadir (Yin ve
ark., 2020).

Mikroalglerin temel 6zellikleri, yetistirilme esnasindaki sahip oldugu avantajlar ve
dezavantajlar Tablo 2.2.’de verilmistir. Yag icerigi ve bliylime hizinin yiiksek olmasi
sebebiyle icerdigi pigment, yag, protein gibi degerli liriinlerin elde edilmesi i¢in uygun
bir hammaddedir (Yin ve ark., 2020). Fototrofik mikroalglerin havadaki
karbondioksiti kullanarak gelismesi cevresel agisindan olduk¢a Onemlidir. Benzer
sekilde atiksu kullanilarak gelistirilen mikroalg kiiltiirleri ¢ift yonli c¢evresel fayda
saglamaktadir. Hizli gelisen mikroalglerin, icerdigi iirlinlerin ekstrakte edilmesi
amactyla gelistirilirken tek bir tiir olarak control edilmesinin zorluklari mevcuttur. Saf
kiiltiir yetistirilmesi amaglanan alg gelistirme sistemlerinin kiiltiiriin baska bir tiir ile

kontamine olmamasi i¢in gerekli tedbirlerin alinmasi gerekmektedir.



Tablo 2.2. Mikroalglerin 6zellikleri, avantajlar1 ve dezavantajlar1 (Yin ve ark., 2020)

Ozellikleri Avantajlar Dezavantajlar
Negatif ytikliidiirler ve Yiiksek yag icerigi, Mikroorganizma
boyutlar1 5-50 pm fotosentez hizi ve bilyiime kontaminasyonu sebebiyle
arasindadir. verimliligine sahiptirler. saf kiiltiir yetistirilememe

Daha fazla ylizey alanina
sahiptirler.

Fazla miktarda klorofil
pigmentine, belirgin
¢ekirdek ve hiicre zar
yapisina sahiptirler.

Fotosentetik dkaryotik
veya fotosentetik
prokaryotik
organizmalardir.

Tek hiicreli veya ¢ok
hiicreli yapiya sahiptirler

Fotosentez yoluyla
biyokiitle sentezlemek
i¢in; su, CO; ve giines
1s1g1indan yararlanma
kapasitesine sahiptirler.

Verimsiz arazilerde
yetigebilirler dolayisiyla
tarim arazilerinin
biyodizel iiretimi diginda
kullanilmast miimkiindiir.

Fotoototrofik mikroalgler,
karasal bitkilerden 10-50
kat daha hizl biiytiyebilir
ve boylece daha yiiksek
bir karbondioksit
fiksasyon orani elde
edebilir.

Pigment, protein, yag gibi
degerli tirtinlerin
ekstraksiyonu i¢in uygun
bir hammaddedir.

Pestisit veya herbisit
uygulamasina gerek
yoktur.

Atiksuyudan kirlilik
giderimi kapasitesine
sahiptir.

riskine sahiptir.

Yiiksek sicaklik agik
havuzlu alg yetistirme
sistemlerinde ciddi bir
tehdittir.

Fazla miktarda su ve besin
ihtiyacina sahiptirler.

Mikroalg biyokiitlesi
hasad1 ve degerli iirlinlerin
ekstraksiyonu yiiksek
maliyetlidir.

2.2.1. Mikroalg gelisimi icin gerekli sartlar ve besinler

Mikroalg gelisimi i¢in hayati faktorler; 151k, sicaklik, pH, tuzluluk, COz, su, niitrientler
(azot, fosfor, potasyum, magnezyum) ve yeterli miktarda bazi agir metallerdir
(Andersen, 2005; Chisti, 2007; Ananthi ve ark., 2021). Farkli siniflara ait mikroalg

tiirleri icin bazi gelisim sartlar1 &ne ¢ikmaktadir. Ornegin; tuzlu su algleri i¢in sicaklik



ve tuzluluk olduk¢a Onemlidir. Tath su algleri ise genellikle sicakliga daha az
duyarhdir. Ancak pH ve alkalinite tathi su algleri i¢in 6nemli hayati parametrelerdir
(Andersen, 2005). Mikroalglerin izole edildikleri veya uzun siire adapte olduklar

ortam kosullarin1 korumak uzun stireli kiiltiir gelisimi i¢in gz 6niinde tutulmalidir.

2.2.1.1. Isik

Isik, fotosentez yapan mikroalgler i¢in hayati parametrelerden birisidir. Yeterli
besinlerin varliginda mikroalg kiiltiiriiniin gelisimi i¢in 15181n varligi ve 151k yogunlugu
oldukca Onemlidir. Yetersiz veya yiiksek 151k yogunluklar1 6zellikle mavi yesil
mikroalg kiiltlirlerinin gelisimleri {izerinde olumsuz etkilere sebep olmaktadir. Sekil
2.1.’de 151k yogunlugunun fotosentetik hiicrelerin gelisimi {izerine etkisini gdsteren bir
biliyiime egrisi verilmistir (Ogbonna ve Tanaka, 2000). Isik yoklugunda fotosentez
gerceklesmemesi sebebiyle mikroalg gelisimi olmamaktadir. Isik yogunlugunun
artmast ile birlikte mikroalg biiyiime hiz1 da artis gostermektedir. Mikroalglerin 1sik
varhiginda karbondioksiti fotosentez yoluyla metabolizma igin aktif bilesenlere
dontistirme ile gelistiklerinden, 11k yogunlugu arttikca daha fazla biyokiitle
olusturmalar1 beklenmektedir (Chang ve ark., 2016). Doygunluk noktasina kadar artan
151k yogunlugu, mikroalg kiiltiiriiniin biiyiime hizinda da artis saglamaktadir. Ancak
bir noktada 151k doygunluguna ulagan Kkiiltlir ortaminda alg biiylimesi sabit
kalmaktadir. Doygunluk noktasinin {izerindeki 151k yogunluguna maruz kalan
mikroalg kiiltiirlerinde fotoinhibasyon gerceklesmektedir (Andersen, 2005). Fazla
15181 gelisimi inhibe edici etkisi sonucu alg 6liimlerinin artmasi ile birlikte biiylime
hiz1 gittikce azalmaktadir. Asirt 151k yogunlugu bir noktadan sonra mikroalg

biiylimesini engellemektedir (Ogbonna ve Tanaka, 2000).
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Sekil 2.1. Isik yogunlugunun fototrofik hiicre bilylime tizerine etkisi (Ogbonna ve Tanaka, 2000)

2.2.1.2. Sicaklik

Fotosentezin sicakliga bagh bir dizi fizikokimyasal reaksiyon olmasindan dolayi,
kiiltiir ortam1 sicakligi mikroalg biiylimesi i¢in 6nemli bir smirlayic1 faktordiir.
Mikroalgler, ¢esitli sicakliklari tolere edebilirler ancak sicaklik degisimlerine tepkileri;
beslenme gereksinimlerini, metabolizmanin hizlarin1 ve hiicre bilesimlerini
etkilemektedir (Zhang, 2015). Sicaklik optimum mikroalg gelisimi i¢in 20-30°C
arasinda olmalidir. Bu sicaklik araligimin + 5 °C seviyelerinde mikroalgler hayati
fonksiyonlarmi siirdiirebilecek dayanikliliga sahiptirler. Ancak ¢ok yiiksek ve ¢ok
diisiik sicakliklarin mikroalg gelisimleri lizerine inhibe edici etkisi bulunmaktadir
(Chisti, 2007). Diisiik sicakliklar mikroalg gelisimini yavaslatmaktadir. Cogu
mikroalg tiirii 15 °C’ye kadar diisiik sicakliklart kolaylikla tolare edebilmektedirler
ancak tiire gore degisen optimum sicakliklarin 2-4°C altinda veya tistiinde kiiltiir kayb1
gerceklesmektedir. Yiiksek sicakligin ise mikroalgal metabolik davraniglarini ve
solunum kapasitesini engelleyici etkisi bulunmaktadir. Ayni zamanda yiiksek sicaklik

suda diisik CO2 ¢oziinirligiine neden olmaktadir (Zhang, 2015). Mikroalglerin



biiylime hizi, sicaklik artiglari ile birlikte tiirlerine bagl olarak degisen optimum
degerlere kadar artmaktadir. Ancak optimum sicakliga ulastiktan sonra biiylime hizlar
diissmektedir (Dickinson ve ark., 2017). Bu sebeple mikroalg kiiltiir ortamlarinin

sicakliklar: belli araliklarda tutulmali ve kontrol edilmelidir.

2.2.1.3. pH

Mikroalg gelisimi sirasinda dikkat edilmesi gereken 6nemli ¢evresel faktorlerden biri
pH'dir. Bunun en oOnemli nedeni, pH''n mikroalgal biiyime igin CO2'nin
¢cOzlinirliginii ve dolayistyla kullanilabilirligini belirleyebilmesidir (Andersen,
2005). CO; suda ¢oziindiigiinde karbonik asit halinde ortamda bulunmasindan dolay,
COq/karbonik asit tiiketimi pH" yiikseltir ve daha bazik bir ortam olusur (Dickinson
ve ark., 2017). Besinler mikroalgler tarafindan metabolize edildik¢e ortamin pH"
degisir. Amonyum mikroalgler tarafindan tiiketildiginde hidrojen aciga ¢ikar ve
ortamin pH'!min diismesine neden olur. Buna karsilik, nitrik ve fosforik asitlerin
tilketimi de pH'm yilikselmesine neden olur (Dickinson ve ark., 2017). Mikroalgal
aktivite sirasinda fotosentezin etkisi ile karbondioksitin azalmasina bagli olarak kiiltiir
ortamimin pH'1 yiikselme egilimindedir (Andersen, 2005). Bu nedenle, mikroalg

yetistirilirken pH'in dikkatli bir sekilde izlenmesi hayati 6nem tagir.

2.2.1.4. Tuzluluk

Ortamdaki tuzlulugun yiiksek olmasi tatli su alglerinin yasamini tehdit etmektedir.
Artan tuzlulukla birlikte olusan ozmotik basing da alg yasami igin tehdit
olugturmaktadir. Tatli su mikroalgi olan Chlorella vulgaris bazi adapte olmus tiirleri
hari¢ yiiksek tuzluluga genellikle fazla tolerans gosterememektedir (Luangpipat ve
Chisti, 2017). Ortamin yiiksek tuzluluguna bir tepki olarak mikroalgin lipit yag asidi
profilinde degisiklikler meydana gelir. Adaptasyon ic¢in mikroalg yapisinda
gerceklesen bu degisikliklerin temel sebebi hiicre zarmi ve sivisini koruyarak

tahribatin oniine gegmektir (Zhila ve ark., 2011).



10

2.2.1.5. Karbon kaynagi ve CO2

Mavi yesil algler, klorofil a ve b pigmentlerini iceren tek hiicreli organizmadir ve
CO.'yi O2'ye doniistiirmek i¢in yiiksek fotosentetik etkinlige sahiptirler. Bu nedenle
gelisimleri i¢in fotosentez yaparak havadaki CO>’i tiiketirler (Singh ve Singh, 2014).
Havuz gibi acik mikroalg yetistirme sistemlerinde ortam havasinda bulunan COs,
mikroalgler tarafindan kullanilmaktadir. Ancak kapal1 sistemlerde mikroalg gelisimi
icin bir karbon kaynaginin ilave edilmesi gerckmektedir (Bhola ve ark., 2014).
Fototrofik mikroalgler, glikoz iretimi igin giines 15181n1 ve karbon kaynagi olarak
genellikle CO2'yi kullanirlar. Ayn1 zamanda mikroalgler, gelisim ortaminda bulunan
inorganik karbonlar;; NaxCOz ve NaHCOs gibi ¢oziinlir karbonatlar1 da
kullanmaktadirlar (Dickinson ve ark., 2017). Inorganik karbon sulu ortamlarda;
sicaklik ve pH tarafindan kontrol edilen reaksiyonlar yoluyla birbirine
doniistiiriilebilen CO2, H,COs, HCO3 ve COsz* gibi ¢esitli kimyasal formlarda
bulunabilirler. Mikroalg hiicreleri, daha zayif bir karbon kaynagi olmasina ragmen,
CO2 yerine HCOs™ kullanmayi tercih etmektedirler (Zhang, 2015).

2.2.1.6. Niitrientler

Ozellikle azot, fosfor ve az miktarda (demir gibi) baz1 eser elementler mikroalgal
biiylime i¢in gereklidir. Genel mikroalg formiilii COo.48H1.8No.11Po01 (Chisti, 2007;
Zhang, 2015), C106H181045N16P (Xu ve ark., 2014), ve Cio6H2630110N16 gibi farkli
formiiller ile temsil etmektedir. Mikroalg formiiliine gore azot ve fosfor orani ihtiyaci
16/1 olarak kabul edilmektedir. Azot ve fosfor, mikroalglerin metabolizma aktivitesi
ve hiicresel biiyiimesi i¢in hayati 6nem tasimaktadir. Alg hiicrelerinde proteinler ve
niikleik asit olusumu i¢in azot kullanilirken; DNA, RNA, fosfolipitler, fosfoproteinler
ve polifosfat olusumu i¢in fosfat kullanilmaktadir (Juneja ve ark., 2013; Shahid ve
ark., 2020).
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2.2.2. Mikroalg biiyiime dinamikleri

Optimum fiziksel ve kimyasal sartlarin saglandigi bir kiiltiir ortamina asilanan

mikroalg hiicrelerinin gelisimi Sekil 2.2.’de gosterildigi gibi zamanla farkli dinamikler

gostermektedir.
Durgunluk fan
Oliim

5 Logaritmik fan
wn P
= biiyiime
S0 fan
2
-
-1
i
e
B 2
M | Gecikme

fan

Zaman

Sekil 2.2. Alg kiiltiirlerinde karakteristik biiytime egrisi (Cirik ve Gokpinar, 2008)

Mikroalg hiicrelerinin kiiltiir ortamina asilanmasiyla “gecikme fazi1” adi verilen bir
evre boyunca mikroalg miktarinda hemen hemen hi¢ artis gézlenmez. Bunun nedeni
mikroalg hiicrelerinin kiiltiir ortamina adaptasyon siirecidir. Gecikme fazinin ne kadar
stirecegi agilanan mikroalg hiicrelerinin biiylimenin hangi fazinda oldugu ile dogrudan
ilgilidir. Gecikme fazinda yavas artis gosteren mikroalg miktar: belirli bir seviyeye
ulasinca “logaritmik biiylime fazina” ulasilir. Logaritmik biiylime fazinda, mikroalg
hiicreleri hizl bir artig gosterirler. Sabit hacimde kesikli kiiltiirlerde bu artis ortamdaki
besin tiikenene kadar devam etmektedir. Mikroalg hiicrelerinin artig1 belirli bir noktaya
ulastiginda biiyiime evresini sona erdiren sinirlayic faktorler devreye girer. Besin
azligi, besin yoklugu, yiiksek hiicre konsantrasyonu sonucu olusan 1sik ulasiminin
sinirlanmasi, ortamda artan metabolik artiklar sonucu olusan toksik etkiler gibi
siirlayict faktdrler mikroalgal biiylimenin devam etmesini engeller. Bu evreye
“durgunluk faz1” ad1 verilir. Olii hiicrelerin sayisinin yiikselmesiyle sabit kalan hiicre
konsantrasyonunda azalig baslamaktadir. Bu azalma sebebiyle “0liim faz1” ad1 verilen

son evreye ulasilir (Cirik ve Gokpinar, 2008).
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2.2.3. Mikroalg iiretim sistemleri

Mikroalg tiretimi i¢in gelistirilen sistemler genel olarak askida ve kapali sistemler
olarak smiflandirilirlar. Ag¢ik mikroalg iiretim sistemleri; kanal, dairesel, egimli ve
karisimsiz havuzlardir. Kapali sistemler ise borulu, dikey plakali, yatay plakali,
dairesel plakali, diiz plakali, fermenter tipi ve i¢ aydinlatmali olarak kategorize
edilmektedirler (Mata ve ark., 2010). Hem agik hem kapal1 sistemler i¢in aydinlatma
direkt giines 15181 ya da yapay 1s1k kaynagi kullanilarak yapilabilmektedir. Askida ve
kapal1 sistemlerin birbirlerine kiyasla bazi avantajlar1 ve dezavantajlart bulunmaktadir.
Askida mikroalg gelisimi yapilan biiyiik ¢apli sistemlerde yetistirilen biyokiitle
yogunlugu az olmaktadir. Mikroalg yogunlugunun az olmasi, yetistirilen mikroalgin
hasat edilmesi (susuzlastirilmasi) i¢in harcanacak enerjinin daha yiiksek olacagi
anlamini tagimaktadir (Katarzyna ve ark., 2015). A¢ik sistemlerin bir diger dezavantaji
da kontaminasyon riskinin kapali sistemlere gore yiiksek olmasidir (Chisti, 2007).
Askida sistemlerin sebep oldugu bazi problemler sebebiyle son yillarda askida
olmayan sistemlere karsi ilgi artmigtir. Bununla birlikte kapali sistemlerde mikroalg
gelistirilmesinin isletme maliyeti agik sistemlere oranla daha maliyetlidir. Kapali
sistemlerde karbondioksit ilavesi, homojenlik i¢in karistirma ve aydinlatma gibi ek
yatirim maliyetleri bulunmaktadir. Kapali sistemlerin en Onemli avantaji ise

kontaminasyon riskinin diisiik olmasidir (Suali ve Sarbatly, 2012).

Biiyiik hacimlerde mikroalg {iretimi agisindan acik havuzlar tercih edilmektedir.
Isletilmesinin kapali sistemlere gdre daha kolay olmasi ve elde edilen mikroalg
miktarinin daha biiylik hacimlerde olmasi endiistriyel alg iiretiminde agik havuzlarin
tercih edilmesinin genel sebebidir (Katarzyna ve ark., 2015). Mikroalg ve atiksu igeren
sistemlerde de genellikle karigik mikroalg kiiltiirleri tercih edilmistir. Cogunlukla bu
calismalarda askida alg yetistirilen sistemler kullanilmistir. Algal biyoyakit iiretim
sistemlerinde de ayni sekilde biiyiik hacimlerde mikroalg yetistirilebilmesinin avantajt

ile agik havuzlar kullanilmaktadir (Khan ve ark., 2022).
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2.2.4. Atiksuda mikroalg kiiltiiriiniin gelistirilmesi

Mikroalgler genellikle biyodizel liretmek i¢in yapay besin ortamlarinda yetistirilirler.
Son zamanlarda yapilan ¢alismalar atik sularda da gelisebileceklerini gostermektedir
(Mulbry ve ark., 2008; Sydney ve ark., 2011; Wu ve ark., 2012; Taskan, 2016; Gao ve
ark., 2019; Hu ve ark., 2019).

Atiksudaki azot ve fosfor, mikroalg kiiltiiriiniin gelisimi igin degerli besin
kaynaklaridir. Mikroalg kiiltiirii  gelistirilirken atik  sularn  aritilmasit  da
saglanmaktadir. Bu kosullar altinda, atiksudan azot ve fosfor gibi mikroalg biiylimesi
icin gerekli olan besinler saglanir (Chiu ve ark., 2015). Azot atiksularda mikroalglerin
tilkketebilecegi nitrat, nitrit ve amonyum gibi farkli formlarda bulunmaktadir. Hizl
biiylime oranina sahip mikroalgler, azot kaynagi olarak oncelikle NH4" kullanirlar
(Zhang, 2015; Sharma ve ark., 2020). Mikroalglerin atik sudaki NOs*, NH4* ve POs*
tilketimleri farkli arastirmacilar tarafindan incelenmistir (Sydney ve ark., 2011; Wu ve
ark., 2012; Cabanelas ve ark., 2013; Gao ve ark., 2015; Su ve ark., 2016). Biyodizel
tiretimi i¢in mikroalg kiiltiirii gelistirilmesi amaciyla; kanalizasyon atiksuyu (birincil
ve ikincil atiksu), tarimsal atik su, endiistriyel atik su (Wu ve ark., 2012) ve sentetik
atiksu (Ji ve ark., 2018; Gao ve ark., 2019) gibi farkli atik su tiirleri kullanilmistir.
Mikroalg kiiltiirii gelistirilmesi amaciyla yiliksek besin icerigi ve diisiik agir metal
konsantrasyonlari nedeniyle evsel atiksular ¢aligmalarda tercih edilmistir. Son yillarda
kanatli hayvan kesimhane atiksulari kullanilarak mikroalg kiltiiri gelistirmeye
yonelik ¢alismalar literatiirde yerini almistir. Mikroalg gelistirilen bu ¢alismalarda
kullanilan kanatli kesimhane atiksulari; aritilmamis (Herndndez ve ark., 2016),
filtrelenip otoklavlanarak sterilize edilmis (Taskan, 2016), otoklavlanmis (Azam ve
ark., 2020) veya asit ¢okeltme ile 6n aritmadan sonra kullanilmig (Teran Hilares ve

ark., 2021) atiksulardir.

2.2.5. Literatiirdeki atiksuda mikroalg gelistirme calismalari

Son yillarda 6zellikle biyoyakit iiretimi amaciyla mikroalg kiiltiiriiniin yetistirildigi

calismalarda mikroalg besin ortami olarak aritilmis, suni olarak hazirlanmis, 6n
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islemden gecirilmis, kismi olarak aritilmig ya da ham atiksular kullanilmaktadir.

Yapilan ¢alismalardan bazilar1 hakkinda literatiir incelemesi agagida verilmistir.

Bir ¢alismada ham ve biyolojik olarak aritilmis mandira atiksulari kullanilarak naylon
bir yiizey tizerinde tutundurularak biyofilm seklinde mikroalg kiiltiirii gelistirilmistir.
Naylon bir ag iizerinde biyofilm olusturan mikroalg biyokiitlesi pompa yardimiyla
ham veya biyolojik olarak aritilmis mandira atiksulari ile beslenmistir. Calismada bir
kag¢ mikroalg tiiriinlin bir arada bulunmasiyla olusturulan karigik kiiltiir ile ¢aligilmas.
Atiksuyun aritilmig  veya aritilmamis olmasinin  mikroalg gelisimine etkisi

arastirilmistir (Mulbry ve ark., 2008).

Literatiirdeki bir ¢alisamada ikincil evsel atiksu aritim ¢ikis suyu kullanilarak yirmi
farklt mikroalg susunun biiylime parametreleri incelenmistir (Sydney ve ark., 2011).
Elde edilen ilk sonuglara gore tiirii bilinmeyen LEM-IM 11 adi verilen bir sus,
Botryococcus braunii ve Chlorella vulgaris ile fotobiyoreaktdrde mikroalg tiretim
calismalarina devam edilmistir. Kullanilan atiksudan azot ve fosfor giderimleri
incelenmistir. Transesterifikasyon yoluyla elde edilen yag aside metil esterlerinin tiir

ve miktarlar1 incelenmistir.

Wu vd. (2012) tarafindan yapilan bir ¢aligmada endiistriyel atiksu kullanilarak diisiik
151k yogunlugunda (25 umol photon/m?) Chlamydomonas sp ve Desmodesmus sp.
tirleri yetistirilmistir. Kullanilan endiistriyel atiksudan niitrient giderimleri
incelenmistir. Elde edilen biyokiitle miktari, lipit miktar1 ve kuru biyokiitlenin lipit
orani incelenmistir. Transesterifikasyon yoluyla elde edilen yag aside metil
esterlerinin tlir ve miktarlart biyodizel iiretimine uygunlugu agisindan

degerlendirilmistir.

Bir baska ¢alismada, on aritma sonrasindan alinan atiksu igerisinde ve gliserolde
Chlorella vulgaris ve B. terribilis yetistirilmistir. Karbonhidrat, toplam lipit, toplam
karoten, protein igerikleri incelenmistir. 174 umolphoton/m?s 1s1k yogunlugunda 18
giin boyunca mikroalg gelisimleri, amonyum, nitrat, nitrit ve fosfat giderimleri takip

edilmistir (Cabanelas ve ark., 2013).
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Gao ve ark. (2015) tarafindan gergeklestirilen bir ¢aligmada, 20 giin boyunca Chlorella
vulgaris'in atiksu ikincil aritma ¢ikis suyunda gelistirilmesi incelenmistir. iki farkli
(biyofilmli ve askida) reaktor kullanilarak atiksudan amonyum, fosfat, nitrat ve nitrit

giderimleri karsilagtirilmistir.

Literatiirdeki bir diger ¢alismada, Scenedesmus rubescens ve Chlorella vulgaris tiirleri
ile ikincil atiksu aritma tesisi ¢ikis suyu kullanilarak agik fotobiyoreaktdrde uzun stireli
olarak mikroalg ile atiksu aritim1 ¢alisilmistir. Kullanilan biyofilmsiz reaktor kesintisiz
calistirilirken biyofilmli olan reaktor belli araliklarla temizlenmis. Farkli hidrolik
bekleme siirelerinde ¢alistirilarak selde edilen sonuglar karsilastirilmistir. Biyokiitle,
toplam azot, nitrat, fosfat, nitrit ve ¢éziinmemis fosfor miktarlar takip edilerek reactor
bazinda karsilastirilmistir. Toplam biyokiitle disinda lipit ile ilgili bir inceleme

yapilmamistir (Su ve ark., 2016).

Ji ve ark. (2018) taraindan sentetik atiksuda gergeklestirilen bir diger ¢alismada,
Chlorella vulgaris-Bacillus licheniformis ve Microcystis aeruginosa-Bacillus
licheniformis tiirlerinin halindeki gelisimleri takip edilmistir. Konsorsiyum halinde
bulunan alg-bakteri karisik kiiltiiriiniin hazirlanan atiksudan karbon, azot ve fosfor

giderimleri incelenmistir.

Sentetik atiksu kullanilan bir ¢alismada baslangic TOC/TN oranlarinin mikroalg
gelisimine olan etkisi arastirmak igin Chlorella sp. kiiltiirii ile ¢alisilmistir. 120
pmolphoton/m?s 151k yogunlugunda 16 giin boyunca farkli TOC/TN oranlarmin kuru
biyokiitlenin lipit oranlarina ve yag aside metil ester miktarma etkisi incelenmistir

(Gao ve ark., 2019).

Sharma ve ark. (2020) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada 2 farkli karisik mikroalg
kiiltiirleri kullanilarak evsel atiksuyun aritimi ve biyokiitle gelistirilmesi incelenmistir.
Kullanilan evsel atiksu alg gelisim ortamina farkli oranlarda seyreltilerek ilave
edilmis. Calismada agir metal giderimi tizerine etkisi mikroalglerin etkisi de
aragtirilmistir. Olusan lipit, protein ve klorofil pigmenti, lipit ve yag asidi metil

esterleri de incelenmistir.
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2.2.6. Literatiirdeki kesimhane atiksuyunda mikroalg gelistirme ¢calismalari

Bir caligmada fotobiyoreaktor kullanilarak, karigik kiiltiir ile kesimhane atiksuyunda
organik madde ve niitrient giderimi ¢alisilmistir. Kanatli hayvan kesimhanesi atiksuyu
membrane filtreden gecirilmesinin adindan otoklav ile sterilize edilerek kullanilmistir.
Farkli seyreltme oranlarinda mikroalg gelisim ortamima ilave edilerek mikroalg
kiltliriiniin gelisimi takip edilmistir. Atiksudan kullanilan azot, fosfor ve organik

karbon miktarlar1 arastirilmistir (Taskan, 2016).

Hernandez vd. (2016) tarafindan gergeklestirilen c¢alismada kanatli hayvan
kesimhanesi atiksuyu kullanilarak 115 giin siire ile alg kiiltiirii yetistirilmis. 75 L
hacimli iki havuzdan birisi sera ortaminda birisi ise laboratuvar sartlarinda
tutulmustur. Zamana bagli biyokiitle gelisimi ve atiksu aritimi takip edilerek sonuglar
birbirleri ile kiyaslanmistir. Karisik kiiltiir olarak ortamda bulunan mikroalg tiirlerinin
degisimi takip edilmis. Elde edilen biyokiitlenin lipit, protein ve karbonhidrat i¢erikleri

incelenmistir.

Kanathh hayvan kesimhanesi atiksuyunda gerceklestirilen bir diger ¢alismada ham
atiksu kullanilmadan 6nce otoklav ile sterilize edilerek kullanilmistir. Chlorella
pyrenoidosa kullanilan ¢alismada atiksu farkli miktarlarda seyreltilerek alg gelisim
ortamina eklenmistir. Farkli seyreltme oranlarinda gerceklesen azot ve fosfor giderimi
incelenmigtir. Yetistirilen biyokiitlenin klorofil, protein karbonhidrat oranlar
incelenen ¢aligmada, lipit igerigi ile ilgili bir ¢aligma yapilmamistir (Azam ve ark.,
2020).

Kanatli hayvan kesimhane atiksuyunun kullanildig1 bir ¢alismada pH’1in diisiiriilmesi
ile asit cokelme yontemi uygulanmistir. Bu sekilde ortamdaki zararli organizmalardan
arindirilarak mikroalg gelisimi i¢in uygun hale getirilmistir. Chlorella vulgaris
yetistirilen calismada, KOI giderimi takip edilmistir. Yetistirilen biyokiitenin kuru
agirligimin lipit, karbonhidrat ve protein igerikleri incelenmistir (Teran Hilares ve ark.,

2021).
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2.3. Mikroalglerden Biyodizel Uretimi

Biyodizel tiretimi igin ilk genis ¢apli mikroalg gelistirilmesi 1960’11 yillarda Nihon
Chlorella firmas1 tarafindan Chlorella kiiltiirii kullanilarak gerceklestirilmistir.
1970’lerde yakit krizinin patlak vermesiyle yenilenebilir enerji i¢in mikroalg
kullanimt ilgi ¢ekici bir konu haline gelmistir. Bu konuda ¢aligmalarin artmasi ile
ozellikle Amerika Birlesik Devletlerinin “alternatif kaynaklardan biyodizel tiretimi”
hakkindaki destek programlari vasitasi ile biiylik hacimli havuzlarda biyodizel iiretimi
amactyla mikroalg kiiltiirli gelistirme ¢aligmalar1 yapilmistir. Son yillarda da yiikselen
yakit fiyatlarinin daha fazla yiikseleceginin dngoriilmesi, emisyon kirliliginin ve sera
gazlariin azaltilmasi motivasyonuyla 6zel sirketlerin de mikroalglerden biyodizel
iretimi iizerine ilgisi artmistir. Cok sayida sirket genis capli mikroalg tiretimi,
mikroalgden biyodizel {retim prosesinin timiini ya da yetistirilme, hasat,
esterlestirme gibi bir boliimiinii kapsayan alanlarda ¢alismalarina devam etmektedirler

(Mata ve ark., 2010).

Mikroalglerden biyodizel tiretimi i¢in izlenmesi gereken adimlar Sekil 2.3.’te
verilmistir. Oncelikle biyodizel iiretimi icin lipit icerigi ve cogalma hizi ile uygun olan
bir mikroalg tiirii se¢ilmesi gerekmektedir. Mikroalg tiirliniin se¢ilmesinin ardindan,
caligmanin dlgegine bagli olarak uygun bir yetistirilme tiiriiniin belirlenmektedir. Isik,
su, karbon kaynagi ve besine mikrolaglerin yeterli diizeyde ulagmalar1 i¢in deney
tasarim1 planlamasi yapilmalidir.  Belirlenen sartlarda ve siirede mikroalg
gelistirilmesinin ardindan  yetistirilen  biyokiitle ortamdan ayrilarak
susuzlastirilmaktadir. Hasat adi verilen bu prosesi, elde edilen biyokiitlenin
kurutulmasi ve kimyasal/fiziksel 6n iglem ile hiicre duvarinin yikimi takip etmektedir.
Kurutulan ve 0On islemden gecirilen biyokiitleden toplam lipitler ekstrakte
edilmektedir. Ekstrakte edilen lipitler transesterifikasyon prosesi ile yag asidi metil

esterlerine doniistiiriilmektedir.
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Mikroalg tiirii
ve
Yetistirme yonteminin secimi

Mikroalg yetistirilmesi

Hasat

Biyokiitlenin kurutulmasi
ve
Hiicre duvarimin parcalanmasi

Lipit ekstraksiyonu

Transesterifikasyon

Sekil 2.3. Mikroalgden biyodizel eldesi (Mata ve ark., 2010)

2.3.1. Biyodizel iiretimi icin mikroalg tiirii secimi

Biyodizel iiretimi amaciyla yetistirilecek mikroalg tiiriinlin yiiksek yag yiizdesine ve
hizli tireme kapasitesine sahip olmas1 gerekmektedir (Chisti, 2007). Tablo 2.3.’de de

gosterildigi lizere mikroalg yag yilizdesi kuru agirliginin %75’ine ulasabilmektedir
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ancak genellikle Botryococcus braunii gibi zamana bagl diisiik iiretkenlige sahip
mikroalg tiirlerinde bu durum goriilmektedir. Chlorella, Dunaliella, Nannochloris gibi
tiirlerde ise yag orani mikroalg kuru agirliginin %20-50’sini olusturmaktadir (Mata ve
ark., 2010). Ancak yag orani daha diisiik olan tiirlerin bazilarinin da ¢ogalma hizlari

yiiksek oldugu i¢in lipit iiretimi i¢in tercih edilmektedirler.

Tablo 2.3. Bazt mikroalg tiirlerinin lipit i¢erikleri ve lipit iiretme kapasiteleri

Mikroalg tiri Lipit igerigi, Lipit iiretme kapasitesi
kuru agirlik (%) (mg/L.giin")
Botryococcus braunii 25-75 20
Chlorella sorokiniana 19-22 44,7
Chlorella vulgaris 5-58 11,2-40
Dunaliella salina 6-25 116
Isochrysis sp. 7,1-33 37,8
Nannochloris sp. 20-56 60,9-76,5
Scenedesmus sp. 19,6-21,1 40,8-53,9
Tetraselmis suecica 8,5-23 27-36,4

Yag oranmin yanisira yag aside metil esterlerinin igerigi de lretilecek biyodizelin
karakterizasyonunda olduk¢a 6nemlidir. Mikroalg kiitlesinden elde edilecek biyodizel
C12-C22 karbonlu doymus ve doymamis yag asitlerinden olusmaktadirlar.
Mikroalglerden elde edilen lipit’in C16 ve C18 yag asidi metil esterlerini igermesi,
kaliteli biyodizelin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Mohd-Sahib ve ark.,
2017; Gao ve ark., 2019). Chlorella vulgaris, yiiksek lipit i¢erigi ve hizli bityiime hizi
nedeniyle farkli atik su tiirlerinde iiremek i¢in en ¢ok tercih edilen mikroalg
suslarindan biridir (Chinnasamy ve ark., 2010; Sydney ve ark., 2011; Cabanelas ve
ark., 2013; Liang ve ark., 2013; Gao ve ark., 2015; Su ve ark., 2016; Ji ve ark., 2018).
Bu caligmalardan elde edilen yag asidi metil ester (FAME) tiirleri de atiksuda
yetistirilen Chlorella vulgaris'in biyodizel iiretimi i¢in uygun bir sus oldugunu

gostermistir (Chinnasamy ve ark., 2010; Cho ve ark., 2011; Sydney ve ark., 2011;
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Cabanelas ve ark., 2013). Ayn1 zamanda mikroalg gelisimi ve atiksu aritimi amaciyla
Chlorella vulgaris'in yetistirildigi atik sularda; NH4* ve PO4™ igin yiizde 99'a varan
yiiksek giderim verimleri elde edilmistir (Su ve ark., 2016).

2.3.2. Mikroalg yetistirme yonteminin belirlenmesi

Mikroalg yetistirme yoOnteminin sec¢iminde ve tasarlanmasinda dikkat edilmesi
gereken bazi onemli noktalar bulunmaktadir. Bunlar su ihtiyaci, kullanilan suyun
mikroalg tlirline uygun olarak tatl ya da tuzlu su olmasi, kullanilan sistemin acik ya
da kapal1 sistem olmasi, kesikli ya da siirekli system tercihi, besin ilavesi periyodu,
hasat periyotlari, mevsimsel kosullar, sicaklik ve pH kontrolii olarak siralanmaktadir

(Mata ve ark., 2010).

Segilen mikroalg tiiriiniin tatli su veya tuzlu su mikroalgi olmasi, alg gelisim ortami
icin hayati dneme sahiptir. Tath su mikroalgleri iizerinde ozmotik basing sebebiyle
yiiksek tuzlulugun olumsuz etkileri olmaktadir (Andersen, 2005). Suyun Onemli
olmasimin bir diger sebebi olusan metabolic atiklarin mikroalg {izerine olan toksik
etkisinin azaltilmasidir. Kesikli veya siirekli system olmasma bagli olarak suyun
miktar1 bu sebeple Onemlidir. Benzer sekilde ¢ok yogun gelisen mikroalg
biyokiitlesinin 1s1ga homojen sekilde ulasamamasina bagli olarak mikroalg gelisimi

olumsuz etkilenmektedir (Ogbonna ve Tanaka, 2000).

Kullanilacak mikroalg yetistirme sisteminin agik veya kapali olmasinin yaninda
gelistirilecek mikroalg biyokiitlesinin amacina hizmet edecek bir sistem olmasi ds
gerekmektedir. Biiylik hacimli acik havuzlar genel olarak protein, b-karoten ve saglikli
besin takviyesi tiretilmek amaciyla tercih edilmektedir (Yin ve ark., 2020). Diisiik su
icerigine sahip ve kontaminasyona ag¢ik mikroalg tiirlerinin gelistirilmesinde, 6nemli
parametrelerin daha kolay kontrol edilebilecegi kapali sistemler tercih edilmektedir

(Andersen, 2005).

Kurulacak mikroalg gelistirme sisteminin kesikli, yar1 kesikli/stirekli ya da siirekli

olmasi1 da olduk¢a dnemlidir. Kesikli ya da siirekli system secilmesine bagli olarak
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hasat ve besin ilavesinin yapilma periyotlar1 yetistirilen tiire gore belirlenmesi
gerekmektedir. Kesikli sistemler ¢ogunlukla laboratuvar tipi 6n ¢alismalar i¢in uygun
olmaktadir. Niitrient giderim yiizdeleri yiiksek olmakla birlikte diisiik kontaminasyon
riskine sahiptirler. Bu durumun yanisira diisiik biyokiitle iiretkenligi elde edilmektedir.
Kesikli sistemler tek bir mikroalg gelisim dongiisiine sahiptir. Yart kesikli sistemler
ise ytiiksek biyokiitle tiretkenligine ve yiiksek atiksu aritma kapasitesine sahiptirler.
Dezavantaj olarak bu sistemlerin yatirim maliyeti yliksek, uzun siireli performansinin
siirekliligi ongoriilememekte ve kontaminasyona daha agik oldugu bilinmektedir.
Siirekli sistemlerde ise mikroalg gelisme oranlar1 uzun siireli olarak ayarlanabilir ve
korunabilmektedir. Siirekli sistemlerde kullanilan mikroalg tiirii bagka tiirler ile
kontamine olabilir ve zaman icerisinde baskin olan mikroalg tiirii de bu sebeple
degisebilmektedir. Bu durum mikroalg gelistirme amacina uygun olmayan ve

istenmeyen bir tiiriin gelismesine sebep olabilir (Yin ve ark., 2020).

Ozellikle agik sistemlerde; sistemlerin kurulacag bolgenin mevsimsel kosullari, hava
sicakligl, sistemin yalitimi, buharlasma durumu goz Oniinde bulundurulmalidir.
Secilen mikroalg tiiriine bagli olarak ¢evresel kosullarin uyumlu olmasi, sistemin uzun
sireli devam edebilmesi acisindan oOnemlidir ve 1yi bir planlama yapilmasi
gerekmektedir.  Mikroalg gelisim sisteminin agik ve kapali olmasi, karbon
kaynaklarina ulasim agisindan dikkat edilmesi gereken bir konudur. Karbon miktarinin
yetersiz geldigi durumlarda uygun oranda seyreltilmis CO ilavesi yapilmasi ya da
baska bir karbon kaynagidan saglanmasi gerekmektedir. Mikroalg gelisimi i¢in
gerekli niitrient ve iz elementelerin de kesikli sistemlerde uygun miktarda baslangicta
kiiltiir ortaminda bulunmas1 gerekmektedir. Devamli sistemlerde ise besin miktari
kontrol edilerek gerekli araliklarla kiiltiir ortamina ilave edilmesi gerekmektedir (Mata

ve ark., 2010).

Mikroalglerin saglikli gelisimi icin tiirlerine gore de degisiklik gdsteren uygun pH
araliklart bulunmakadir. Cogu mikroalg tiirii i¢in 6-8 pH aralig1 saglikli hiicre gelisimi
icin uygun olarak kabul edilir. Genis bir pH araliginda gelisebilien Chlorella vulgaris
tiirtiniin aksine, ¢ogu mikroalg tiirii hiicre bliylimesi igin elverissiz ortam yaratan pH

degerlerin meydana gelen ¢ok kiiciik degisikliklere karsi hassastirlar (Suparmaniam
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ve ark., 2019). Mikroalgal aktivite sirasinda karbondioksitin azalmasina bagli olarak
kiiltir ortaminin pH'1 ylikselme egilimindedir. pH'1 ayn1 seviyelerde tutmak, saglikli
mikroalg hiicrelerinin gelisimi i¢in daha iyidir. Aym1 zamanda mikroalg gelisimi
devam ederken, baslangigtaki pH'dan bagimsiz olarak, ortam pH' 10 civarinda

sabitlenmektedir (Gong ve ark., 2014).

Son yillarda mikroalg gelistirilmesinin ve mikroalglerin atiksu aritma kapasitesinin
beraber incelendigi ¢alismalar yapilmaktadir (Zhang, 2015; Taskan, 2016; Gao ve ark.,
2019; Sharma ve ark., 2020; Teran Hilares ve ark., 2021). Bu tiir sistemlerde 6nemli
olan konu kullanilan atiksuyun aritmanin hangi boliimiinden alindig1 ve igerdigi diger
organizmalardir. Mikroalgler, atik sudaki diger organizmalarla bir konsorsiyumda
yasayabilirler (Liang ve ark., 2013; Ji ve ark., 2018), ancak rotiferler gibi bazi
organizmalar tarafindan da tiiketilebilirler. Bu nedenle mikroalg gelisimine zarar
vermeden atiksulardan mikroalglere zararli olan organizmalarin uzaklastirilmasi

gerekmektedir (Cho ve ark., 2011; Kim ve ark., 2017).

2.3.3. Mikroalg hasat yontemleri

Mikroalg kiiltiirii gelistirildikten sonra yetistirilen biyokiitlenin susuzlastirilmasi
gerekmektedir. Hasat adi verilen bu proses biyokiitlenin yetistirilen ortamdan
ayristirtlmasi, susuzlastirma ve kurutma proseslerinden olusmaktadir. Yetistirilen
biyokiitlenin biyodizel iiretimi amaciyla kullanilacaksa icerdigi yiiksek miktardaki
sudan arindirilmasi gerekmektedir. Kullanilacak hasat yontemi belirlenirken mikroalg
gelistirme yontemi de dikkate alinarak maksimum biyokiitle geri kazanimi, minimum
isletme, enerji, bakim maliyetlerinin gozetilmesi ve diisiik bir gevresel etki ile
uygulanabilecek ideal bir yontemi se¢ilmelidir (Vasistha ve ark., 2021). Mikroalg
hasat yontemleri genel olarak; sedimentasyon, santrifiij, filtrasyon, flokiilasyon,
(nanopartikiil ~ ile  flokiilasyon, kimyasal flokiilasyon, biyoflokiilasyon,
otoflakiilasyon), elektrokoagiilasyon, flotasyon seklinde siiflandiriimaktadir (Kadir
ve ark., 2018; Chatsungnoen ve Chisti, 2019; Menegazzo ve Fonseca, 2019; Yin ve
ark., 2020; Vasistha ve ark., 2021; Khan ve ark., 2022). Bu yontemlerin farkli

avantajlari, dezavantajlar1 ve bazi limitleyici faktorleri vardir.
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Sedimentasyon diisiik biitgeli ve isletilmesi kolay bir yontemdir. Biyokiitlenin
cokmesinden sonra kalan sivi kisim tekrar mikroalg gelistirme sistemine verilebilir.
Ancak herhangi bir flokiilant eklenmedigi i¢in askida Kkiiltiirlerin ¢okelmesi igin
gereken siire (0,1-2,6 cm/sa) olduk¢a uzundur ve kisa bekletme stireleri i¢in hasat
verimi diisiik bir yontemdir (Khan ve ark., 2022). Santrifiij yontemi ile kisa siirede
biyokiitleyi s1vi kisimdan ayirmak miimkiin olmaktadir. Hizli bir yontem olmasinin
yanisira neredeyse tiim mikroalg tiirleri i¢in uygundur. Hiicre yapisina zarar verebilir
ve blyiik 6l¢ekli olarak kurulmasi durumunda yiiksek yatirnm maliyetine sahip bir
yontemdir (Yin ve ark., 2020). Filtrasyon yontemlerinin; mikro, makro, ultra, vakum
filtrasyon gibi g¢esitleri bulunmaktadir (Yin ve ark.,, 2020). Bu filtrasyon
yontemlerinden birisinin uygulanmasi i¢in en 6nemli parametre mikroalg capidir.
Filtrasyon yonteminde gelisen en 6nemli sorun gozeneklerin kiiciik capli mikroalgler
ile tikanmasidir. Bu sebeple filtrelerin diizenli olarak temizlenmesi gerekmektedir. Bu
filtrasyon teknigi genellikle ipliksi tiirler gibi biiyiik boyutlu alglerin hasat edilmesinde
kullanilir. Bu islem Chlorella, Dunaliella, Scenedesmus vb. gibi mikroalg tiirleri i¢in
uygun degildir (Enamala ve ark., 2018). Flokiilasyonun; nanopartikiil ile flokiilasyon,
kimyasal flokiilasyon, biyoflokiilasyon, otoflakiilasyon gibi cesitleri bulunmaktadir.
Genel olarak yiiksek verimlilige, diislik enerji maliyetine sahiptirler. Ancak kullanilan
flokiilanta bagli olarak isletme maliyeti yliksek olmaktadir. Baz1 mikroalg, bakteri ve
mantar tiirleri kullanilarak da biyoflokiilasyon yoluyla hasat edilebilirler. Ancak bu
durum maliyeti azaltirken baska sorunlara sebep olmaktadir. Hasat edilen biyokiitlenin
igerigi biyoflokiilantlar ile degismektedir (Suparmaniam ve ark., 2019). Bir diger
hasat yontemi olan flotasyon yonteminde hava kabarciklari, mikroalg hiicrelerinin zeta
potansiyeli ile etkili bir sekilde etkilesime girmektedir. Bu yontem yiiksek hacim
olgeginde uygun maliyetlidir. Hava kabarciklarinin boyutu ve mikroalg caplarinin
boyutu hasat verimini etkilemektedir (Yin ve ark., 2020).

2.3.4. Lipit ekstraksiyonu
Yag asidi molekiilii hidrofobik bir hidrokarbon zincirinin bir ucuna bagh bir hidrofilik

karboksil grubundan olugsmaktadir (Sekil 2.4.). Yag asitleri, hidrokarbon zincirindeki

toplam karbon atomu sayis1 ve hidrokarbon zinciri boyunca ¢ift baglarin sayist temel
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alinarak isimlendirilmektedir. Doymus yag asitlerinde c¢ift bag bulunmazken,
doymamis yag asitleri en az bir ¢ift bagdan olusmaktadir (Moser, 2009). Yag asidi
molekiiliiniin karboksil ucu, gliserol gibi yliksiiz bir bas grubuna baglandiginda,
triacilgliserol gibi nétral bir lipit molekiilii olusmaktadir. Benzer sekilde, bir yag asidi
molekiili gliserol ve fosfat kompleksi gibi yiiklii bir bag grubuna baglandiginda

fosfolipit gibi bir polar lipit molekiilii olusturur.

Karboksil grup O\ //0

Hidrokarbon zinciri

Doymus yag asidi Doymanus yag asidi

Sekil 2.4. Yag asidi zincirleri (Halim ve ark., 2012)

Lipitler genel olarak bas grubun polaritesine gore nétral ve polar lipitler olarak iki
kategoride siniflandirilirlar. Polar lipitler, fosfolipitleri ve glikolipitleri icermektedirler
(Deshmukh ve ark., 2019). Polar lipitler paralel sekilde dizilerek mikroalg hiicresinin
cift katmanli hiicre zarlarini olustururlar (Sekil 2.5.). Nétral lipitler, agilgliserolleri ve
serbest yag asitlerini igerirler. Notral lipitler mikroalg hiicrelerinde enerji deposu
olarak kullanilirlar. Agilgliserolleri; monoagilgliseroller (MG), diasilgliseroller (DG),
triagilgliserol (TG) olusturur. Serbest yag asitleri ise bir hidrojen atomuna bagl yag

asididir (Arif ve ark., 2020).
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Sekil 2.5. Lipit molekiilleri (Halim ve ark., 2012)

Lipit ekstraksiyonu i¢in yontem belirlenirken; lipit ekstraksiyon veriminin yiiksek,
ekonomik, biiyiik capli kullanilabilen, ¢cevreye zarar1 az olan, ekstraksiyon siiresi kisa
olan, kullanilacak biyokiitle miktarina uygun olmalidir. Yontem karar1 verilirken
ekstraksiyon sonrasi proseslerin de degerlendirilmesi gerekmektedir (Mubarak ve ark.,
2015).

2.3.4.1. Lipit ekstraksiyonu icin 6n islem

Mikroalgler son derece karmasik hiicre duvarlarindan, protein ile etkilesimli
polisakkaritlerden olugsmaktadir. Hiicre duvarini kirmak ve lipiti tamamen ¢ikarmak
icin 1yl bir ¢oziicii ve enerji harcanmasit gereken mekanik bir metoda ihtiyag
duyulmaktadir. Geleneksel lipit ekstraksiyon yontemlerinde fazla miktarda solvent
gereklidir. Cok fazla solvent kullanimi gevre kirliligine, maliyetleri artisina ve
ekstraksiyon siirecinde ¢ok fazla enerji tiiketilmesine neden olur. Bu nedenle lipit
ekstraksiyonundan 6nce, mikroalg hiicre tipine bagli olarak uygun bir hiicre pargalama
yonteminin secilmesi gerekmektedir (Dai ve ark., 2014). Mikroalg hiicrelerinin
parcalanmas1 ve lipitlerin ekstraksiyon veriminin arttirilmasi ig¢in hiicre yikim
isleminin uygulanmasi 6nemlidir (Vasistha ve ark., 2021). Mikroalgden biyodizel
eldesinde yiiksek enerji gerektiren lipit ekstraksiyonunun verimini artirmak amaciyla
farkli yontemler ile hiicre duvar1 parcalanmaktadir. Hiicre duvarinin yikimi mekanik,
mekanik olmayan yontemler veya ikisinin kombine edilmesi ile gercgeklestirilir.

Mekanik yontemler yiiksek basingli homojenizasyon, ultrasonikasyon, boncuk gilitme
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(bead beating), otoklavlama, liyofilizasyon (dondurarak kurutma) ve mikrodalgay1
icerirken; mekanik olmayan yontemler genellikle mikroalgal hiicrelerin asitler,
alkaliler, enzimler veya ozmotik soklarla pargalanmasini igermektedir (Halim vd.,
2012). Kullanilan yontemlerin uygulama verimliligi ve farkli mikroalg tiirleri
tizerindeki etkileri farkli arastirmacilarca calisgilmigtir. (Lee ve ark., 2010, 2014,
Prabakaran ve Ravindran, 2011; Florentino de Souza Silva ve ark., 2014; Arif ve ark.,
2020; Nzayisenga ve ark., 2020).

Mikrodalgalar, esit ve hizli 1sitma, az solvent tiikketimi ve kisa ekstraksiyon siiresi
saglamasi gibi bir ¢ok avantaja sahiptir (Dai ve ark., 2014). Mikrodalgalar 6zellikle
polar molekiiller ile etkilesime girip 1s1 iiretmektedir. Bu sekilde mikroalg hiicre zari
zarar gormekte ve lipitler ekstrakte edilebilmektedir. Mikrodalga ile hiicre pargalama
islemi, kuru veya su igeren mikroalg biyokiitlesi i¢in etkin bir sekilde kullanilmaktadir.
Ultrases sividaki solventlerin molekiiler enerjisini ve ayrica hiicre duvarini yok etmek

icin gliglii bir yontemdir (Dai ve ark., 2014).

Farkli hiicre pargalama metodlarinin kullanilmasimin ardindan lipit ekstraksiyon
veriminin arastirildigi ¢caligsmalar literatiirde mevcuttur. Dondurarak kurutma, boncuk
ile 6glitme, mikrodalga gibi farkli metotlarin lipit ekstraksiyonunun verimini artirici
etkisi arastirilmistir Elde edilen sonuglara gore mikrodalga ile hiicre pargalama en
yiiksek lipit verimin elde edilmesini sagladigini gostermistir (Meullemiestre ve ark.,
2016).

Otoklav ile hiicre par¢alama yontemleri tek basina ya da seyreltik asit ilavesi ile
birlikte farkli aragtirmacilar tarafinda calisilmistir. NHOs ve H>SOgs’tin diisiik
konsantrasyonlarda (%0,1 - %0,9) biyokiitle iizerine ilave edilmesi ile hiicre
pargalamanin etkisi arttirtlmistir (Lee ve ark., 2014). Otoklavin tek basina kullanilmas1
mikrodalga yontemine gore daha diisiik verim gostermesine ragmen (Florentino de
Souza Silva ve ark., 2014), diisiik konsantrasyonlarda asit ilavesi ile etkisini arttirmak

miimkiin olmustur (Lee ve ark., 2014).
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2.3.4.2. Lipit ekstraksiyon yontemleri

Lipitler, organik ¢6ziiciilerde ¢oziinebilen biyolojik molekiillerdir. Hem nétral hem de
polar lipit molekiillerinin ana bilesenleri olan yag asitleri, doymus ve doymamis
tiplerden olusmaktadir. Doymus yag asitlerinde ¢ift bag bulunmazken doymamis yag
asitlerinde en az bir ¢ift bag bulunmaktadir. Mikroalglerin lipit icerigi, tiirlerine gore
farkliliklar gosterir. Ayni mikroalg tiiriinden ekstrakte edilen lipitlerin bilesimi ve yag
asidi profili; ortam bilesimi, sicaklik, aydinlatma yogunlugu, aydinlik/karanlik
dongiisii oran1 ve havalandirma hizi gibi yetistirme kosullarindan etkilenmektedir.
Mikroalglerden elde edilen yag asidi metil esterleri 12 ila 22 karbonlu olarak
degismektedir (Mubarak ve ark., 2015).

Kullanilan lipit ekstraksiyon metotlari, fiziksel ve kimyasal metotlar olarak
simiflandirilirlar. Fiziksel metotlar; yag presleme, ultra ses katkili metotlar ve
mikrodalga katkili metotlar olarak simiflandirilirlar. Yag presleme yontemi yiiksek
miktarda biyokiitlenin ekstraksiyonu i¢in tercih edilmektedir ancak verimi solvent
ekstraksiyonu kadar yiiksek degildir (Halim ve ark., 2013). Kimyasal metotlar ise
solvent ekstraksiyonu, siiperkritik ekstraksiyon ve iyonik sivi ekstraksiyonu olarak
siniflandirilirlar. Iyonik sivilar; ugucu olmamalari, termal kararliliklar ve sentetik
esneklikleri nedeniyle mikroalglerden lipit ekstraksiyonu igin uygun bir yontem olarak
kabul edilmektedir (Vasistha ve ark., 2021). Superkritik akigskan ekstraksiyonu
yontemi ile lipit ekstraksiyonu i¢in yiiksek basing altinda sivi haline doniistiiriilen CO2
yardimiyla lipit ekstrakte edildikten sonra basincin disiiriilmesiyle CO tekrar gaz
fazina gecer. Superkritik akiskanlar lipit ekstraksiyonu icin solvent igermeyen bir
yontem olmasi agisindan dnemlidir. Superkritik akiskanin ¢dziicii giicii, yogunlugunun
bir fonksiyonu olarak, ekstraksiyon basinci ve sicakliga bagl olarak degisiklik
gostermektedir. Siiper kritik CO2 (SCCO»), orta kritik basinct (7,4 MPa) ve diisiik
kritik sicaklig1 (31,1°C) nedeniyle stiper kritik siv1 ekstraksiyonlarinin cogunda yaygin
olarak kullanilan birincil ¢oziiciidiir (Mubarak ve ark., 2015). Siiperkritik akiskan

yonteminin en 6nemli dezavantaji yiiksek yatirim ve igletme maliyetidir.
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Polar ve polar olmayan solventlerin beraber kullanildig1 hiicresel parcalama
yontemleri, lipit ekstraksiyon verimini agik ve Onemli bir sekilde artirmaktadir.
Kloroform/metanol, hegzan/etanol, diklorometan/metanol gibi polar ve polar olmayan
solvent karisimlarinin kullanilmasi, tek solvent ile yapilan ekstraksiyona kiyasla

genellikle daha verimli sonuglar vermektedir (Menegazzo ve Fonseca, 2019).

Lipit ekstraksiyonu i¢in farkli solventlerin ayri ya da farkli oranlarda karistirilarak
kullanildig, farkli alg tiirleri ile yapilan bir ¢ok ¢alisma literatiirde mevcuttur (Lee ve
ark., 2010; Halim, Harun, ve ark., 2012; Soares ve ark., 2014; Meullemiestre ve ark.,
2016). Farkli ¢oziiciilerin kullanilmasi ile yetistirilen mikroalg biyokiitlesinden en
yiiksek verimle lipit ekstraksiyonunun elde edilmesi icin ¢aligmalar yapilmaktadir. n-
heptan, isopropanol ve n-heptan/isopropanol ile yapilan bir ¢alismada ekstraksiyon
calismalar1 sonucunda en yiiksek lipit ekstraksiyon verimi n-heptan/isopropanol ile
elde edilmis olup biyokiitle kuru agirligimin %30’u kadar lipit elde edilmistir
(Meullemiestre ve ark., 2016). Baska bir arastirmada ii¢ farkli mikroalg tiirii igin
hegzan, hegzan/etanol, kloroform/metanol, metanol/kloroform/su,
diklorometan/metanol metodlar1 kullanilarak en etkili solvent igin arastirmalar
yapilmustir. Elde edilen sonuglara gore ti¢ mikroalg tiirii i¢in de en yiiksek lipit oranlar
kloroform/metanol ve DCM/metanol ile saglanmistir (Soares ve ark., 2014). Yiiriitiilen
bir diger ¢alismada ise, C. pyrenoidosa‘dan lipit ekstraksiyonu i¢in farkli solventlerin
lipit ekstraksiyonuna etkisi calisilmistir. Kloroform/metanol, metanol, kloroform,
etanol ve hegzan kullanilarak gergeklestirilen ¢calismada en yiiksek lipit ekstraksiyon
veriminin kloroform/metanol (2:1 v/v) karisimi ile elde edildigi; hegzan kullanilarak

ise en diislik ekstraksiyon verimini elde edildigi belirtilmistir (D’oca ve ark., 2011).

2.3.5. Transesterifikasyon

Biyokiitleden lipit ekstrakte edildikten sonra solventin uzaklastiriimasiyla lipit elde
edilmektedir. Biyodizel eldesi i¢in en yaygin yontem transesterifikasyon yoluyla elde
etmektir (Sekil 2.6.). Transesterifikasyon yoluyla elde edilen biyodizel motorlarda saf
ya da dizele karistirilarak kullanilabilir (Suali ve Sarbatly, 2012). Transesterifikasyon,

ekstrakte edilen trigliseridlerin asit veya alkali bir katalizor yardimi ile alkolle
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(metanol,etanol) reaksiyona girmesi, reaksiyon sonucunda ester ve gliserin ortaya

¢ikmasi olarak tanimlanmaktadir (Mata ve ark., 2010).

O 0
CH; — 0 —C—R, R —(I?— OR’ CH; — OH
;’ Katalizér (I)
CH —0—C—R; 4+ 3ROH = gR,—C—oORrR + CH — on
o 0
CH; — O — C—R, R, — C — OR’ CH; — OH
Trigliseritler Alkol Esterler Gliserol

Sekil 2.6. Transesterifikasyon prosesi (Mata ve ark., 2010)

Transesterifikasyon prosesi asidik katalizorlii veya alkali katalizorlii olarak
gerceklestirilir. Son yillarda gergeklestirilen caligmalarda direkt transesterifikasyon
adi verilen bir prosesle lipit ekstraksiyonu ve transesterifikasyonu birlikte
gerceklestirilmigtir. Direkt transesterifikasyon ile sulu biyokiitlenin kurutulmasina

gerek kalmadan esterlestirme prosesi gerceklestirilmektedir.

Aragtirmacilar tarafindan ¢ogunlukla NaOH veya KOH kullanilan alkali katalizorli
transesterifikasyon tercih edilmektedir. Alkali katalizoriin ~ kullanilmasiyla
gerceklestirilen transesterifikasyon diislik sicaklik ve basingta meydana gelmektedir.
Reaksiyon hizli bir sekilde gerceklestirilir. Bu reaksiyonun tek dezavantaji serbest yag
asitlerinin sabunlagma reaksiyonu ile sabun olusturmasi ve olusan metil esterlerin
miktarin1 potansiyel miktara gore azalmasidir. Sabun olusumunu Onlemek igin,
stilfiirik veya hidroklorik asit gibi asitler kullanarak asit katalizli transesterifikasyon
tercih edilmektedir. Bu yontemin en 6nemli dezavantaji ise kullanilan asidin korozif
olmasi, yliksek miktarda metanole ihtiya¢ duyulmasi, yiiksek sicaklik gerektirmesi ve
alkali katalizotlii transesterifikasyona gore c¢ok daha yavas gergeklesmesidir
(Dickinson ve ark., 2017). Katalizér kullanilmadan transesterifikasyon, metanoliin

siiper kritik kosullar1 altinda meydana gelebilmektedir. Ancak metanoliin yiiksek
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sicaklik ve hacim gereksinimleri, bu segenegi ekonomik olarak da elverissiz

kilmaktadir.

Ekstraksiyon ve transesterifikasyon islemlerinin tek adimda gergeklestigi dogrudan (in
situ) bir transesterifikasyon yontemi olarak mikroalgal biyokiitleye uygulanmaktadir.
Bu islem, bir katalizor varliginda lipit i¢eren biyokiitle ile genellikle metanol olan
kimyasal bir ¢oziicii ile dogrudan reaksiyona girmesidir. Direkt transesterifikasyonun
geleneksel biyodizel iiretim yontemine gore avantaji, ¢oziicli ayirma adimini en aza
indirmesi, islem siiresini kisaltmasi ve islem iretim maliyetini diistirmesidir. Bu
islemin en Onemli dezavantaji ise elde edilen toplam lipitin ya da mikroalg

biyokiitlesinin lipit oraninin tespit edilememesidir.

Bunun yanisira direkt transesterifikasyon ile iki asamali transesterifikasyon
yontemlerini kullanarak elde edilen yag asidi metil esterlerinin kiyaslandigi
calismalarda daha diislik miktarlarda elde edildigi bildirilmistir. (D’oca ve ark., 2011;
Soares ve ark., 2019). Ornegin bir ¢alismada metanol kullanilarak oda sicakliginda
ekstraksiyon ve ardindan transesterifikasyon yapilmasi ile ger¢eklestirilen iki asamali
islem ile tek asamada gerceklestirilen dogrudan transesterifikasyon ile elde edilen yag
asidi metil esterlerinin miktarlar1 kiyaslanmistir. Iki asamali gerceklestirilen lipit
ekstraksiyonu ardindan asit katalizorlii transesterifikasyon ile daha fazla miktarda yag
asidi  metil ester {rettiklerini belirtmislerdir. Ayn1 zamanda dogrudan
transesterifikasyonun, fazla miktarda asit ve alkoliin mikroalgal biyokiitleye
eklendigini, fazla kullanilan bu kimyasallarin geri kazaniminin enerji maliyeti ve
cevreye olabilecek zararin daha fazla oldugunu belirtmislerdir (D’oca ve ark., 2011).
Bagka bir caligmada ise direkt transesterifikasyonun, yag ekstraksiyonu ve saflagtirma
asamalarin1 ortadan kaldirarak ekstraksiyonda kullanilan solvent hacmini, biyodizel
iretim siiresini  ve maliyetini azaltigin1  belirtmislerdir.  Ancak, direkt
transesterifikasyon ile elde edilen FAME veriminin iki agsamali ekstraksiyon ve
transesterifikasyon ile elde edilen FAME veriminden degerlerinden ¢ok daha diisiik

oldugu belirtilmistir (Soares ve ark., 2019).
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2.3.6. Yag asidi metil esterleri (FAME)

Mikroalglerden elde edilen biyokiitlenin elde edilen biyodizelin uygunlugunun kontrol
edilmesi gerekmektedir. Elde edilen biyodizelin bazi 6zelliklerinin test edilmesi ve EN
14214 (Avrupa Standartlar Komitesi Biyodizel Kalitesi Standardi) gibi uluslararasi
standartlar ile kiyaslanmasi gerekmektedir. Bu standartlarin amaci, alternatif bir
ulasim yakit1 olarak elde edilen biyodizelin ekonomik ve ¢evre dostu kullanimini

saglamaktir (Deshmukh ve ark., 2019).

Biyodizel, ¢ogunlukla 16 ila 18 karbon atomundan olusan yag asidi esterlerinin
karisimindan olugmaktadir. Yag asidinde bulunan karbon atomlarinin sayis1 ve tiirleri
(doymus ve doymamis yag asitleri), biyodizel ozelliklerini kontrol eden baslica
faktorlerdir. Kalorifik deger, viskozite, dizel yakitlarin yanma hizinin ve atesleme i¢in
gerekli olan basincin bir gostergesi olan setan sayisi, kaynama noktasi gibi 6zellikler
karbon zinciri uzunlugu ile artmaktadir. Cift bag sayisindaki artis ise bu 6zelliklerin
azalmasina neden olmaktadir. Uzun zincire sahip doymus yag asitleri (SFA), yiiksek
setan sayis1 nedeniyle daha iyi yanma 6zelliklerine sahiptir. Ancak ayni zamanda sahip
olduklar1 yiiksek viskozite yakitin atomizasyonunda sorun olusturabilmektedir
(Mohd-Sahib ve ark., 2017). Doymamis yag asitlerinin atmosferik oksijen ile
reaksiyona girerek istenmeyen iriinlerin olusmasina ve bozunmaya duyarli hale
gelmesine neden olmaktadir. Bu nedenle, biyodizelde yiiksek karbonlu ¢oklu
doymamis yag asitlerinin (PUFA) varligi, daha diisiik oksidatif stabiliteyi
gostermektedir. Soguk akis 6zellikleri, yakitin motorda sorunsuz kullanilabilecegi
sicaklik kosullarinmi belirler. Tek tip yag asidi metil esterinin olusturdugu biyodizel
aciklanan sebeplerden dolay: tercih edilmemektedir. Ideal olarak kaliteli bir biyodizel
uzun zincirli doymus yag asitleri (SFA) ve kisa zincirli tekli (MUFA) ve coklu
(PUFA) doymamis yag asitlerinin karisimindan olusmasi beklenmektedir (Chisti,
2007; Komolafe ve ark., 2014; Mohd-Sahib ve ark., 2017).

Mikroalglerden elde edilen C16 yag asidi esas olarak doymus yag asidi (Palmitik asit,
C16:0) seklinde bulunmaktadir ve literatiirde bazi mikroalg tiirlerinde Palmitik asit

yiizdesi %50'ye kadar ¢ikmaktadir. Buna ek olarak C18 yag asitleri esas olarak
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doymamis formda bulunmaktadirlar (C18:1, C18:2 ve C18:3). Birkag mikroalg
tiriinde, oleik asit (C18:1) bilesimi %60'a kadar ulasmaktadir (Deshmukh ve ark.,
2019). EN 14214 (Avrupa standartlar komitesi biyodizel kalitesi standarti)’da
belirtildigi tizere asil sinirlayic1 faktor, tiim yag asitleri igerisinde %12 oranin
geememesi gereken C18:3 linoleik asit olarak belirtilmistir. Mikroalglerden elde
edilen biyodizelin ¢ok yiiksek miktarda linolenic asit igermesi standartlarin getirdigi
sinirlar1  karsilamamaktadir. Bu nedenle, mikroalglerin biyodizel yakiti iiretme
potansiyeli yiiksek olmasina ragmen, elde edilen yakitin diistik kaliteli olma ihtimali
bulunmaktadir. Bu durum elde edilen dizelin motorda kullanilmas1 6niinde engel teskil
etmektedir. Ancak belirli oranla dizel yakita karistirilip kullanilmasi da miimkiin

olmaktadir (Mohd-Sahib ve ark., 2017).

2.4. Mikroalg Enzim Aktiviteleri

2.4.1. Oksidatif stres ve reaktif oksijen tiirleri (ROT)

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirleri (ROT) firetimi ile hiicrelerin enzimatik
(stiperoksit dismutaz, katalaz ve cesitli peroksidazlar) ve enzimatik olmayan
savunmalarimi (E vitamini ve diger antioksidanlar) kullanarak bunlari kolayca
detoksifiye etme kapasitesi arasindaki dengesizlige bagli durumdur (Bindoli ve
Rigobello, 2013). Cesitli stres faktorleri sebebiyle hiicrede meydana gelen oksidatif
stres; reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusmasina neden olur. Olusan ROT lar, lipit
peroksidasyonu tizerinde 6nemli bir role sahiptirler (Kaplan ve ark., 2016). Serbest
radikaller; kararsiz, molekiiler agirlig diisiik, bir veya daha fazla eslesmemis elektronu
olan, kisa Omiirli ve ¢ok etkin molekiiller olarak tanimlanmaktadir. Oksijenden
meydana gelen serbest radikaller, aerobik organizmalarda oksijen kullaniminin dogal
bir sonucu olarak olusmaktadirlar. Oksijenden meydana gelen baslica reaktif oksijen
tirleri; Stiperoksit (O2¢-), Singlet Oksijen (‘O2), Hidrojen Peroksit (H20), Hidroksil
(OHe*), Hipokloréz Asit (HOCI), Peroksil (ROO"), Perhidroksil (H202") olarak
siralanmaktadir (Zagal, 2008).
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2.4.2. Serbest radikallerin lipitlere etkisi

Ortamda bulunan serbest radikallerin etkisi ile yag asitlerindeki konjuge ¢ift baglardan
hidrojen atomunun kopmasi sonucu lipit radikali olusur. Lipit radikali (L") nin
molekiiler oksijenle (O2) etkilesmesi sonucu lipit peroksit radikalleri (LOO") meydana
gelmektedir. Lipit radikalleri, membran yapisindaki diger doymamis yag asitlerini
etkileyerek yeni lipit radikallerinin olusumuna yol agmaktadir. Ardindan a¢iga ¢ikan
hidrojen atomlari ile lipit peroksitlerine (LOOH) dondisiirler (Kaplan ve ark., 2016).

Aerobik organizmalarda lipit peroksidasyon firiinleri lipit, DNA ve protein yapisinin
da zarar gérmesine neden olmaktadirlar. Lipit peroksidasyonun artig1 ve antioksidan
gorevi goren enzimlerin azalmasi sonucu lipit peroksitleri; DNA, RNA ve proteinlere
kovalent olarak baglanmaktadirlar. Bu reaksiyonlar dncelikle lipit sonrasinda ise

hiicrenin yikimina neden olmaktadirlar (Hamed ve ark., 2017).

2.4.3. Antioksidan enzim aktiviteleri

2.4.3.1. LPO, lipit peroksidaz enzim aktivitesi

Enzimler tarafindan etkisiz hale getirilemeyen oksidanlar hiicre membranindaki
lipitlerin lipit peroksidasyonuna ugramasina sebebiyet verirler (Kaplan ve ark., 2016).
Lipit peroksidasyonundaki artis, O2" olusturmak iizere molekiiler oksijenin
oksidasyonu yoluyla meydana gelmektedir. Bu reaksiyon ayni zamanda H20O:
oksidasyonu yoluyla da meydana gelmektedir. Radikallerin {iretimi, membranlarda
olusan doymamis yag asitlerinin kaynagi olarak bilinmektedir. O™ radikallerinin
peroksidasyonun baslamasi ile malondialdehit (MDA) seviyelerinde bir artisa neden
olmaktadir. Mikroalg hiicresindeki enzimatik savunmanin yeterli olmamasi lipit

peroksidasyonu artigina sebep olmaktadir (Zagal, 2008).

Lipit peroksidasyon enzim analizi (LPO), malondialdehit (MDA) cinsinden dlgiilerek
ifade edilmektedir (Ohkawa ve ark., 1979). MDA, lipit peroksidasyonunun son

iriintidiir ve hiicrelerde olugsan oksidatif hasarin seviyesinin belirlenmesinde
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kullanilmaktadir. ~ Yiiksek konsantrasyonda tespit edilen MDA, membran

deformasyonunun gerceklestigini gostermektedir (Ozkaleli, 2014).

2.4.3.2. SOD, siiperoksit dismustaz enzim aktivitesi

SOD, oksijeni fizyolojik olarak metabolize ederek hiicreleri siiperoksit radikalinin lipit
peroksidasyonu gibi zararli etkilerine kars1 korumaktadir (Zagal, 2008). SOD enzimi,
stiperoksit anyonlarin1 (O2¢-) ve hidrojen peroksiti (H202) de etkisiz hale
getirmektedir. Siiperoksit anyon radikallerini katalizleyerek hiicreleri savunan bir
enzimdir. Bu reaksiyon sonucunda molekiiler oksijen (O2) agiga ¢ikmaktadir (Kaplan
ve ark., 2016). Mikroalg hiicrelerinde olusan SOD miktari lipit peroksidasyonuna karsi
ne kadar korunma saglandiginin bir gostergesidir. SOD miktar1 ne kadar ytliksek
olursa, lipit peroksidasyonuna o kadar fazla engel olunabilmektedir (Dhindsa ve ark.,
1981).

2.4.3.3. APOD, askorbat peroksidaz enzim aktivitesi

Lipit degredasyonuna karsi savunma amaciyla iiretilen APOD enzimi hiicre igerisinde
olusan reaktif oksijen tiirlerine karsi savunma amagli iiretilmektedir. Askorbat,
Kloroplastlarda hidrojen peroksitin temizlenmesi igin elektron verici olarak rol
almaktadir (Nakano ve Asada, 1981). APOD, askorbat ile hidrojen peroksitin suya
indirgemesini kataliz etmekte rol almaktadir. Ayni zamanda olusan askorbat-

peroksidaz reaksiyonu ile dokularda olusacak yeni H>O2’in Oniine gegmektedir.



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Mikroalg Kiiltiiriiniin Yetistirilmesinde Kullanilan Besin Ortam

Chlorella vulgaris Beijerick 1890 (IBL-C105) Sakarya Universitesi, Miihendislik
Fakiiltesi, Cevre Miihendisligi laboratuarlarinda yetistirilmektedir. Chlorella vulgaris
(C.vulgaris) mavi-yesil alg tiridiir ve sterilize edilmis BG-11 besin ortami
kullanilarak yetistirilmektedir. BG-11 besin ortaminin 1 litresinde; 1,59 NaNOs, 0,04
g KoHPO4, 0,075 g MgS04.7H,0, 0,036 g CaCl».2H-0, 0,006 g sitrik asit, 0,006 gr
demir (1) amonyum sitrat, 0,001 g EDTA (disodyum tuzu), 0,02 g Na,COsz ve 1 mL
iz element karisimi bulunmaktadir. iz element karisiminin 1 L’si ise 2,86 g H3BOs3,
1,81 g MnCl2.4H20, 0,222 g ZnS04.7H20, 0,39 g CuSO4.5H.0 ve 0,0494 ¢
Co(NO3)2.6H20 igermektedir (Stanier ve ark., 1971; Andersen, 2005).

BG-11 besin ortaminda gelistirilen Chlorella vulgaris deneysel ¢alisma i¢in kullanilan
biyolojik olarak aritilmis kanatli hayvan kesimhanesi atiksuyu igerisine
asilanmaktadir. Kullanilan atiksu, 24 saatlik kompozit numune olup Sen Pili¢ —
Tiirkiye’nin kanathh hayvan kesimhane atiksuyu aktif ¢amurlu biyolojik aritma
tesisinin ¢ikis kismindan alinmistir. Biyolojik olarak aritilmis suyun kompozisyonu

Tablo 3.1.’de verilmistir.

Tablo 3.1. Biyolojik olarak aritilmis kanatli hayvan kesimhanesi atiksuyu (Sen Pili¢ Atiksu Aritma Tesisi)

Parametre Deger Parametre Deger
KOI (mg/L) 200 NH.,-N (mg/L) 1372
Yag&Gres (mg/L) 25 TN (mg/L) 168
NO,-N 033 TOC(mg/L) 17,3
NOs -N (mg/L)  100,6 pH 6,94

PO&-P (mg/L) 3,76
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3.2. Kanath Hayvan Kesimhanesi Atiksuyunda Mikroalg Yetistirilmesi

Kullanilan biyolojik olarak aritilmis kanatli hayvan kesimhanesi atiksuyunda rotifer
ve bakteriler bulunmaktadir. Ozellikle rotiferler mikroalgleri tiiketmektedirler ve bu
sebeple kiiltiir ortamina herhangi bir miidahale edilmemesi sonucunda kisa siire
icerisinde alg 6liimii ger¢eklesmektedir. Bu nedenle ortam pH’ina miidahale ederek
farkli yontemler ve 151k yogunluklarinda optimum Chlorella vulgaris yetistirilmesi

amagclanmustir.

3.2.1. pH soklama calismasi

Chlorella vulgaris mikroalg kiiltiirii iceren numuneler ile 151k yogunlugu ve karistirma
hiz1 sabit tutularak, 150 rpm karistirma hizi ile saglanacak havalandirma ile, her bir
kiiltir ortami1 800 mL olmak iizere 1 L’lik erlenlerde gerceklestirilmistir. Isik
yogunlugu 60 umolphoton/m?s olarak belirlenmistir. Ortam pH’1 belirli (5 ve 10 dk)
stirelerle 2’ye diistiriiliip tekrar 8’e yiikseltilmistir. Bu degisim belirli periyodlarla (1,
2 ve 3 giin) tekrarlanmistir ve alg gelisimi i¢in en uygun sartlar belirlenmistir (Sekil

3.1).

pH 8'den —» pH 2 ‘ye disirilmistir —» pH 8'e gikartilmustir

{pH soklama siiresi)
I Sve 10 dk

(pH soklama periyodu)
1,2 ve 3 giin

Sekil 3.1. pH soklama ¢alismasindaki pH degistirme siiresi ve periyodu

3.2.2. Alkali pH’ta Chlorella vulgaris kiiltiirii gelistirme ¢alismalari

Chlorella vulgaris mikroalg kiiltiirii igeren numuneler ile 100 umolphoton/m?s 151k
yogunlugunda, 150 rpm karistirma hiz1 ile saglanacak havalandirma ile, her bir kiiltiir

ortam1 800 ml olmak tizere 1 L’lik erlenlerin igerisinde gergeklestirilmistir. Mikroalg
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hiicrelerine zarar vermeden rotifer ve bakterileri yok etmek amaciyla alkali pH'larda
calisilmigtir. Atiksu iceren kiiltiir ortami i¢in 5 farkli numune hazirlanip pH’lar

sirastyla; pH 9,5, pH 10, pH 10,5, pH 11 ve pH 11,5°da sabit tutulmustur.

3.2.3. Optimum sartlarda is1k yogunlugunun etkisinin incelenmesi

20, 60, 100 ve 140 pumolphoton/m?s 1sik yogunluklarinda 12 giin boyunca BG11,
BG11pH, C5,2 ve pH 10,5 numunelerinde Chlorella vulgaris kiiltiirii gelistirilmistir.
150 rpm karistirma hizi ile saglanacak havalandirma ile, her bir kiiltiir ortam1 800 mL
olmak tizere 1 L’lik erlenlerin igerisinde gergeklestirilmistir. Her bir 151k yogunlugu
i¢in 4 farkli numune hazirlanmistir. Bu numuneler BG11, BG11pH, C5,2 ve pH 10,5
olarak isimlendirilmistir. Numunelerden iki tanesi besin ortami olarak BG11 igerirken,
iki tanesi ise biyolojik olarak aritilmis kanatli hayvan kesimhanesi atiksuyunu

icermektedir.

- BG11, kontrol numunesi olup hi¢bir sekilde pH’ina miidahale edilmemistir.

- (5,2 numunesinin pH’1, atiksu igerisindeki zararli mikroorganizmalari
6ldiirmek amaciyla, 2 giinde bir 5 dakika boyunca pH 2’de tutulup 5. dakika
sonunda pH 8’e ayarlanmistir (Sekil 3.2.).

-  BGI11pH numunesi atiksu i¢in yapilan pH soklama isleminin BG-11 iceren
besin ortaminda yetisen mikroalgleri nasil etkilediginin incelenmesi amaciyla
hazirlanmistir. pH soklama islemi C5,2 numunesi ile aymi sartlarda
gergeklestirilmistir.

- pH 10,5 numunesi ise mikroalglerin alkali ortamda atiksu igerisinde
gelisimlerinin belirlenmesi ve pH soklama sartlar1 (C5,2 numunesi ile)

kiyaslanmasi i¢in hazirlanmistir.

pHE — pH?2 —> pH 8
T (pH soklama siiresi: 5 dk) —‘

(pH soklama perivodu: 48 saat)

Sekil 3.2. Optimum 151k yogunlugunu belirlenme ¢alismasindaki pH soklama siiresi ve periyodu
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3.2.4. Optimum sartlarda COz ilavesinin etkisinin incelenmesi

Optimum sartlarda mikroalg gelisim ortamina CO> ilavesinin alg kiiltiir gelisimine ve
lipit miktarma etkisinin incelenmesi amaciyla 151k yogunlugu ve karistirma hizi sabit
tutularak BG11, BG11-C, C5,2 ve C5,2-C olarak isimlendirilmis 4 farkli numune ile

calisilmistir. 8. giin sonunda deney sonlandirilmaistir.

- BGI11, kontrol numunesi olup hi¢bir sekilde pH’ina miidahale edilmemistir.

- BG11-C numunesi igerisine deney baslangicinda ve 4. giinde 10’ar saniye 5
L/dk debi ile CO> ilave edilmistir.

- (5,2 numunesinin pH’1, 2 giinde bir 5 dakika boyunca pH 2’de tutulup 5.
dakika sonunda pH8’e ayarlanmistir.

- C5,2-C numunesinin pH’1, 2 giinde bir 5 dakika boyunca pH 2’de tutulup 5.
dakika sonunda pH 8’e ayarlanmustir. Icerisine deney baslangicinda ve 4.
giinde 10’ar saniye 5 L/dk debi ile CO> ilave edilmistir.

3.2.5. Optimum sartlarda Kkiiltiir ortamina nanopartikiil ilavesi ile Chlorella
vulgaris’in enzim aktiviteleri ve toplam lipit miktarlar: iizerine etkisinin

belirlenmesi

Optimum sartlarda mikroalg gelisim ortamina nanopartikiil ilavesinin alg kiiltiir
gelisimine ve lipit miktarina etkisinin incelenmesi amaclanmstir. Isik yogunlugu ve
karistirma hizi sabit tutularak, belirlenen pH soklama sartlarinda atiksulu kiiltiir
ortamina 8 farkli nanopartiikiil ilave edilmis ve kontrol numunesi olarak nanopartikiil
eklenmemis C5,2 numunesi olmak {izere toplam 9 farkli numune ile ¢alisilmistir.
Kullanilan nanopartikiiller; CeO2<25 nm, CeO»<50 nm, TiO2<25 nm, CeO2<100 nm,
ZnO<50 nm, ZnO<100 nm, Al203<13 nm ve Al;03<50 nm’dir ve 10 mg/L

konsantrasyonunda mikroalg gelisim ortamina eklenmistir.
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3.3. Atiksu Analizleri

Mikroalglerin gelisimi i¢in kullanmis oldugu niitrientlerin belirlenmesi amaciyla dort
giinde bir alg gelisim ortamlarindan 6rnekler alinmistir. Numuneler 6ncelikle 14000
rpm'de 20 dakika siiresince +4°C’de santrifiij edilmistir. Boylece mikroalg ve besin
ortamlart  birbirinden ayrilmigtir.  Analizler sivi kisim  ile  yapilmistir.
Spektrofotometrik analizler i¢cin MERCK marka Pharo 3600 spektrofotometre
kullanilmistir. Numunelerdeki besin giderimlerini belirlemek i¢in, APHA 4500-NH4
F yontemi ile amonyum (N-NH4"), APHA 4500-NO3z yontemine ile nitrat (N-NO3),
APHA 4500-PC yontemi ile fosfat (P-POs>) esdeger analizleri spektrofotometrik
yontemler ile yapilmistir (APHA, 2017).

3.4. Yetistirilen Biyokiitlenin Analizleri

Mikroalg gelisimi pH, sicaklik (°C), toplam askida kat1i madde (mg/L) ve klorofil-a
analizleri ile izlenmistir. Biyokiitle gelisim siiresi sonunda ise susuzlastirarak
biyokiitle hasat edilmis, lipit ekstraksiyonu ve transesterifikasyon prosesleri ile

iretilen biyokiitlenin biyodizel tiretimi i¢in uygunlugu arastirilmistir.

3.4.1. Toplam biyokiitle analizi

Kiiltiir ortaminda gelisen Chlorella vulgaris kiitlesinin tespiti ig¢in toplam biyokiitle
icin Askida kati madde (AKM) ve canli Chlorella vulgaris kiitlesinin takibi i¢in
klorofil a tayinlerinden faydalanilmistir. Deney baslangicindan itibaren dort giinde bir
numune alinarak alg gelisimi takip edilmistir. Toplam biyokiitle i¢in yapilan AKM
tayini standart metotlar yontem: APHA 2540-D kullanilmistir. Sabit tartima getirilmis
standard cam elyaf 0,45um g6zenek capl filtre kagidindan siiziilerek 103-105°C’de
kurutulup sabit tartim sartlarinda tekrar tartilmasi ile belirlenip (Denklem 3.1) ile
hesaplanmistir (APHA, 2017).

AKM (mg/L) = 4= (3.1)
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A= Filtre kagid1 + kuru kalintinin tartim1 (mg), B= Filtre kagidinin tartim1 (mg), ve

V= Numune hacmi (ml)’ni ifade etmektedir.

3.4.2. Klorofil-a analizi

Karakteristik bir alg pigmenti olan klorofil a, planktonik alg biyokiitlesinin kuru
agirhiginin yaklasik %1-2 olusturur (EPA, 1991). Bu nedenle biyokiitle takibi i¢in
Klorofil-a tayini olduk¢a Onemlidir. Klorofil-a analizi i¢in, toplam biyokiitle
analizinden elde edilen filtre kagidi iizerindeki alg kiitlesi ile ESS Method 150.1:
Chlorophyll — Spectrophotometric yontem ile klorofil-a tayini yapilmistir (EPA,
1991). Filtre kagidi makas yardimiyla kiigiik pargalara kesilmis ve tizerine 5 mL aseton
eklenmigtir. 5 giin siire sonunda spektrofotometrik analiz ile 663, 665, 630 ve
bulaniklik kontrolii i¢in 750 nm dalga boylarinda 6l¢iim alinmistir. Elde edilen
absorbans degerleri (Denklem 3.2) ile klorofil a miktar1 hesaplanmuistir.

[11.64 (Abs663)—2.16(Abs645)+0.10(Abs630)]E(F)
V(L)

Klorofil a pg/L = (3.2

F = Seyreltme faktorii, E = Ekstraksiyon i¢in kullanilan aseton (mL), V = Filtre edilen

suyun hacmi (L), L = Quartz kiivet uzunlugu (cm)’i ifade etmektedir.

3.4.3. Yetistirilen biyokiitlenin hasat edilmesi

Yetistirilen biyokiitle 50 ml santifiij tliplerinin yardimi ile 4000 rpm’de 10 dk boyunca
santrifiijlemistir. Uzerindeki s1v1 kisim almarak lipit ekstraksiyonu dncesinde hiicre

parcalanmasi i¢in hazir hale getirilmistir.

3.4.4. Hasat edilen biyokiitlenin hiicre parcalanmasi i¢in uygulanan 6n islem

Lee ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢alismadaki yontem 6rnek alinarak otoklav ve
nitrik asit beraber kullanilmistir. Hiicre pargalama i¢in toplam kuru biyokiitle %0,5
nitrik asit igeren 100 ml distile su ile 121°C’de 30 dk otoklavlanmistir. Sivi kisim

35°C’de vakumlu etiivde tamamen kurutulmus ve lipit ekstrakiyonuna hazirlanmustir.
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3.4.5. Lipit ekstraksiyonu ve toplam lipit miktarlarinin hesaplanmasi

Ekstrakte edilen toplam lipit miktar1 Kloroform-metanol karisimi ile ekstaksiyonu
sonrasinda gravimetik olarak o6l¢iilmiistiir (Bligh ve Dyer, 1959; Soares ve ark., 2014).
Soares vd. (2014). tarafindan yapilan ¢alismadaki ekstraksiyon yontemi modifiye
edilerek kullanilmistir. Otoklavda pargalanan alg biyokiitlesi lipit ekstraksiyonu i¢in
15 mL kloroform/metanol (2:1 v/v) ile orbital karistiricida 150 rpm’de 2 saat boyunca
ekstrakte edilmistir. Lipit ekstraksiyonundan sonra solvent 4000 rpm'de 10 dakika
santrifiijlenmistir ve siv1 faz dnceden sabit tartimi alinmis bir viale aktarilmistir. Kati
kismu ise tekrar 15 mL kloroform/metanol (2:1 v/v) karisimi ile 1 saat ekstrakte
edilmistir. Ekstraksiyon sonunda 4000 rpm'de 10 dakika santriftijlenmistir ve ayni vial
icerisine aktarilmigtir. 35°C de vakumlu etiivde kuruyana kadar bekletilmistir. Sabit
tartim sartlarinda tekrat tartilarak gravimetrik olarak toplam lipit miktar

hesaplanmustir.

3.4.6. Transesterifikasyon islemleri

Elde edilen trigliserit igeren yag, transesterifikasyon olarak adlandirilan bir
reaksiyonda metanol ile reaksiyona girer. Bu reaksiyon sonucunda yag asitlerinin
(biyodizel) ve gliseroliin metil esterleri {retilir (Chisti, 2008). Kullanilan
transesterifikasyon yontemi ~ Soares ve ark. (2014)’den modifiye edilmistir.
Transesterifikasyon islemine baglamadan Once esterifikasyon ¢ozeltisi hazirlanmis ve
oda sicakligina sogutulmustur. Esterlestirme ¢6zeltisi, 3 g NH4Cl, 90 ml metanol ve
4,5 mL %98’lik H2SO4'lin bir geri sogutuculu sistem ile 15 dakika isitilmasiyla elde

edilmistir.

Numunelerden elde edilen toplam lipitlerin tamami, transesterifikasyon i¢in
kullanilmistir. Toplam lipit igeren viale 5 mL metanol eklenmistir. Eklenen metanol
iginde tamamen ¢6ziinen toplam lipitlere 0,5 mL 0,5 M NaOH ilave edilmistir. Sise
kapatilip 90°C'de bir su banyosunda 10 dakika boyunca isitilmis, ardindan buz
banyosunda sogutulmustur. 1,5 mL esterlestirme karisimi eklenen vial tekrar 10

dakika su banyosunda 90°C’de 1sitilmis ve ardindan buz banyosunda sogutulmustur.
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Viale 2,5 mL n-heptan ve 5 mL distile su ilave edilmistir ve vorteks ¢alkalayicida 30
saniye c¢alkalanmigtir. Fazlarin ayrilmasi i¢in bir siire bekledikten sonra ayrilan
fazlarin iist kism1 alimarak baska bir viale aktarilmistir. Ust faz, n-heptan icinde yag

asidi metil esterlerini (FAME) igermektedir.

3.4.7. GC ile yag asidi metil ester profilinin belirlenmesi

Yag aside metil esterlerinin profili, bir GC/MS detektorii ve yiiksek polar bir Rt2560
kapiler kolonu (100 m x 0,25 mm x 0,20 pum) ile donatilmis bir gaz kromatografi
(Shimadzu - QP 2010 GC/MS) iizerinde belirlenmistir. Gaz kromatografinin ilk firin
sicakligi 100°C’dir, 3°C/dk ile 220°C’ye yiikselmeye programlanmistir ve 36 dakika
boyunca tutulmustur. Enjeksiyon sicakligi 225°C, split oran1 1:50, dedektor sicaklig
175°C’dir. Tasiyic1 gaz olarak helyum kullanilmistir. Tastyic1 gaz hizi 18 cm/s ve akis
hiz1 0,33 mL/dk’dir (Tanatt1 ve ark., 2018).

3.5. Optimum Sartlarda Mikroalg Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Optimum sartlarda gelistirilen mikroalglerin stres sartlarinin olusturmasi ve lipit
miktarimi arttirmak amaciyla nanopartikiil ilavesi yapilmistir. CeO2<25 nm, CeO.<50
nm, TiO2<25 nm, Ce02<100 nm, ZnO<50 nm, ZnO<100 nm, Al>03<13 nm ve
Al203<50 nm olmak tizere 8 farkli nanopartiikiil iceren ve kontrol numunesi olarak
nanopartikiil eklenmemis C5,2 numunesi olmak iizere toplam 9 farkli numune ile
calisilmigtir. Alg gelisim ortamlarinda olusan H,O» miktari, MDA cinsinden 6l¢iilen
lipit peroksidasyon miktari, APOD enzimi ve SOD enzimleri dl¢lilmiistiir. Eklenen
nanopartikiillerin lipit {izerine etkisi ve lipit yitkimina kargi savunma amaciyla iiretilen

enzimlerin olusumlari incelenmistir.
3.5.1. H202 miktar analizi
Stres sartlarinda H,O> degisiminin saptanmast i¢in yapilan analizde Yun ve ark. (2019)

yontemi kullanilmistir. H20> analizi igin alg kiiltiir ortamindan alinan 15 mL numune

4500 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiijlenir. Elde edilen pelet 5 mL %o0,1
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triklorikasit (TCA) yardimiyla 4°C’de homojenize edilir. Homojenize edilen ¢ozelti
4500 rpm’de 15 dakika boyunca tekrar santrifiijlenir. Bir cam tiip igeriSine
santirfiijlenmis olan 0,5 mL supernatant, 1 mL 1 M potasyum iyodiir (KI) ve 0,5 mL
0,1 M Tris ¢ozeltisi (pH 7,6) eklenir. Cozeltinin absorbans degeri spektrefotometrede
390 nm dalga boyunda 6lgiiliir. Hazirlanan standart grafikten H202 miktar1 nmol/g

olarak hesaplanir.

3.5.2. Lipit peroksidasyon analizi (LPO)

Lipit peroksidasyon enzim analizi (LPO) i¢cin malondialdehit (MDA) yontemi
kullanilmistir (Heath ve Packer, 1968). Alg kiiltiir ortamindan alinan 15 mL 6rnek
4500 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiijlenir. Ardindan sivi kistm bir pipet
yardimiyla alinarak kalan alg kiitlesi ve santrifiij tiipli birlikte tartilir. Santrifiij
tiiplerinin darasinadan faydalanilarak alg kiitlesinin yas agirligi hesaplanir. Elde edilen
pellet hazirlanmis olan 5 mL %0,1 triklorikasit (TCA) yardimiyla 4°C’de homojenize
edilir. Homojenize edilen ¢6zelti 4500 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiijlenir.Bir
cam tiip igerisine santirfiijlenmis olan 0,5 mL supernatant, 1 mL %20 triklorikasit -
%0,1 tiyobarbitiirikasit (TCA-TBA) ¢ozeltisi ve 0,5 mL 0,1 M tris ¢6zeltisi (pH 7,6)
eklenir. Elde edilen ¢ozelti 1 saat boyunca 95 °C su banyosunda bekletilir. Soguduktan
sonra cozeltinin absorbans degerleri spektrofotometrede 532 ve 600 nm dalga

boylarinda 6l¢iiliir.

Abs=¢.C.L (3.3)

MDA konsantrasyonu Denklem 3.3’ten hesaplanir ve 1 gr mikroalg dokusundaki
MDA konsantrasyonu tespit edilir. MDA ekstinksiyon katsayis1 155 mM cm™ olarak
alinmigtir ve MDA miktarlar1 (nmol/mL) cinsinden hesaplanmistir (Kaplan ve ark.,
2016).
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3.5.3. Toplam askorbat peroksidaz analizi (APOD)

Toplam askorbat peroksidaz (APOD) enzim aktivitesini 6lgmek i¢in Nakano ve ark.
(1981) metodu kullanilmistir. Alg kiiltiir ortamindan alinan 2 mL 6rnek +4°C 14000
rpm’de 20 dakika santrifiijlenir. Stvi kisimdan ayrilarak alg kiiltesi pH 7,2 ayarlanan
2 mL APOD homojenizasyon ¢ozeltisi ile (0,2 M Tris, 2 mM EDTA ve 4 mM askorbik
asit ) +4°C’de homojenize edilir. Tekrar +4°C 14000 rpm’de 20 dakika tekrar
santrifiijlenir. 0,8 mL 50 mM K>HPO4 (pH 6,6), 0,1 mL 2,5 mM ASC ¢ozeltisi, 0,1
mL supernatant ve dl¢ciimden hemen 6nce 0,1 mL 10mM H20: ¢ozeltisi ilave edilir.
Spektrofotometrede 290 nm dalgaboyunda Ol¢iim alnir. 3 dakika sonrasinda 290
nm’de tekrar Ol¢lim alinir. Enzim aktivitesi, askorbatin ekstinksiyon katsayis1 2.8

mM/cm ile hesaplanir.

3.5.4. Toplam siiperoksit dismutaz analizi (SOD)

Toplam siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesini 6lgmek i¢in Dhindsa ve ark.
(1981) metodu kullanilmigtir. Alg kiiltiir ortamindan 2 mL numune alinir ve +4°C
14000 rpm’de 20 dakika santrifiijlenir. S1v1 kistimdan ayrilarak alg kiiltesi 2 mL SOD
ezme ¢Ozeltisi ile homojenize edilir. SOD ezme ¢ozeltisi; 100 mM KoHPO4 ¢ozeltisi
(pH 7,2) icermektedir. Homojenize edilen alg kiitlesi +4°C 14000 rpm’de yeniden 20
dakika santriftijlenir. SOD reaksiyon ¢ozeltisi; % 1’lik triton, 100 mM potasyum fosfat
tamponu (pH 7,8), 5,7x107° nitroblue tetrazolium (NBT), 9,9x10° M metionin
icermektedir. Cam tiip igerisine; 1 ml reaksiyon ¢dozeltisi lizerine 0,01 mL
santrifiijlenen siv1 fazi ve 0,01 mL riboflavin ¢ozeltisi ilave edilerek karistirilir. Cam
tiip 15 dakika boyunca 1000 Watt’lik 151§a maruz birakilir. Daha sonra 560 nm’de
spektrofotometreden 6l¢iim alinir. Hazirlanan standart grafikten toplam SOD enzim

miktar1 (U/mg protein) cinsinden hesaplanmaktadir.

3.6. Kinetik Hesaplamalar

Reaksiyon siiresi ve reaksiyon hiz sabitine gore kinetik model hesaplamalari

yapilmustir. Yapilan kinetik model hesaplamalara gore regresyon katsayi degerleri
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hesaplanmistir. Mikroalglerin gelisimi igin biyokiitle ve klorofil-a artislar1 igin yapilan
kinetik hesaplamalarda birinci derece ve ikinci derece kinetik modeller incelenmistir.

Incelenen kinetik modeller igin k ve R? degerleri hesaplanmistir.

Kinetik denklemler (Denklem 3.4.) ve (Denklem 3.5.) asagida verildigi gibidir, (Lam
ve ark., 2017):

1. mertebe Kinetik : ln% =kt (3.4)

2. mertebe kinetik

11
R (3.5)



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. pH Soklama Caliymalan

Kullanilan biyolojik olarak aritilmis kanatli hayvan kesimhanesi atiksuyunda rotifer
ve bakteriler bulunmaktadir. Rotiferlerin mikroalgleri tiikketmesi sebebiyle mikroalg
oliimleri gerceklesmektedir. Bu nedenle ortam pH’ina miidahale ederek pH soklama
yontemi ile Chlorella vulgaris yetistirilmesi amaglanmistir. En uygun pH soklama
stiresinin ve periyodunun belirlenmesi amaciyla Chlorella vulgaris kiiltiirii igceren
numuneler ile 60 pmolphoton/m?s 151k yogunlugunda ve 150 rpm karistirma hizinda
her bir kiiltlir ortam1 800 ml olmak iizere 1 L’lik erlenlerde gerceklestirilmistir. 30 giin

boyunca mikroalg gelisimi takip edilmistir.
4.1.1. pH soklama calismalarinin biyokiitle artisina etkisi

Deney baslangicindan itibaren 30 giin boyunca 6 giinde bir olmak {izere biyokiitle
takibi gerceklestirilmistir. Sekil 4.1.’de verildigi iizere; baslangicta 26 mg/L mikroalg
iceren numunelerde biyokiitle, zamana bagli olarak tiim numunelerde artis
gostermistir. pH soklamanin rotiferler {izerine olan olumsuz etkisinin azalmasi ile
zaman igerisinde mikroalg artisinin hiz kazanmistir. Biyokiitle artisi agisindan her giin
pH’1 2°de 5 ve 10 dakikalik siirelerde tutulan C5,1 ve C10,1 numunelerinde deney
sonunda daha fazla miktarda mikroalg biyokiitleleri elde edilmistir. pH’1 {i¢ giinde bir
pH 2’ye getirilen C5,3 ve C10,3 numunelerinde rotiferlerin yok olmasi uzun zaman

aldig1 i¢in daha uzun siire sonra belirgin biyokiitle artislar1 gozlemlenmistir.
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Biyoktle
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Baglangi¢ 6.gln 12.gln 18.glin m24.gun m30.gln

Sekil 4.1. pH soklama ¢alismasinda zamana bagl biyokiitle grafigi. Isik yogunlugu: 60 umolphoton/m?s

Biyokiitle miktar1 hem canli, hem 06lii ancak pargalanmamis hiicreleri icermektedir.
Klorofil-a miktar1 ise canli ve saglikli mikroalg hiicresinde bulunan klorofil pigmentini
temsil etmektedir. pH soklama deneyinde zamana bagl klorofil-a miktarmin degisim
grafigi Sekil 4.2.’de verilmistir. Baslangicta 1,12 mg/L olan 6l¢iilen klorofil-a miktar
zamanla genel olarak tim numunelerde artis gostermistir. Klorofil-a miktarlari
incelendiginde zamanla meydana gelen artisin besin azalmasi, pH soklamanin alg
izerine olan olumsuz etkileri, kiiltiir ortami icerisindeki yaslt alg hiicrelerinin artmasi
gibi sebepler ile azalma egilimine girdigi anlasilmaktadir. pH soklama deneylerinde,
deney baslangicinda eklenen biyolojik olarak aritilmis atiksu disinda deney siiresi
icerisinde herhangi bir besin ilavesi yapilmamistir. Besin azalmasimin etkisi ile de
mikroalg gelisimi bir siire sonunda durgunluk fazina ve ardindan 6liim fazina
gecmistir. Zamanla 6lii mikroalg hiicrelerin sayisinin yiikselmesiyle sabit kalan hiicre
konsantrasyonunda azalis baglamistir ve “6liim faz1” ad1 verilen son evreye ulagilmistir

(Cirik ve Gokpinar, 2008).
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Sekil 4.2. pH soklama ¢alismasinda zamana bagl klorofil-a grafigi. Isik yogunlugu: 60 umolphoton/m?s

Ozellikle klorofil-a sonuglarma gore deney siiresinin 30 giinden daha kisa siireli olmasi
gerektigine karar verilmistir. Tim pH soklama numunelerinin rotifer Sliimii ve
mikroalg artisi tizerinde etkili oldugu Sekil 4.1.’den ve Sekil 4.2.’ten anlagilmaktadir.
Biyokiitle artis1 ve klorofil-a miktarinin artisinin yanisira optimum pH soklama siiresi
ve periyodunun belirlenmesi i¢in biyodizel liretiminde 6nemli olan toplam lipit miktar1
ve yag asidi metil ester igerikleri acisindan da incelenmesi ve yorumlanmasi

gerekmektedir.

4.1.2. pH soklama ¢alismalarinin toplam lipit ve yag asidi olusumuna etkisi

pH soklama yapilan numunelerin toplam lipit miktarina ve kuru biyokiitledeki lipit
oranina etkisi Tablo 4.1.”de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore en fazla lipit C5,2
numunesinde, en az lipit miktar1 ise C10,3 numunesinde olusmustur. C5,2
numunesinin toplam lipiti 0,118 gr olarak hesaplanmistir. Kuru biyokiitledeki lipit
orani ise en fazla C5,2 numunesinde %17,35 ile; en diisiik ise C5,3 numunesinde %12
ile elde edilmistir. pH degerinin 2’de kaldig: siirenin uzunlugu olusan toplam lipit

miktarin1 olumsuz etkilemistir.
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Tablo 4.1. pH soklama c¢alismasinda elde edilen toplam lipit miktar1 ve kuru biyokiitledeki lipit orani. Isik
yogunlugu: 60 umolphoton/m?s

Toplam lipit Kuru biyokiitledeki

Numune (9" lipit orant (%)
C5,1 0,072 15,00
C5.2 0,118 17,35
C53 0,066 12,22
C10.1 0,083 14,72
C10,2 0,076 14,62
C10,3 0,062 15,12

Elde edilen toplam lipitlerden transesterifikasyon prosesi ile yag aside metil esterleri
(FAME) olusturulmustur. Elde edilen FAME tiir ve toplam gelisen mikroalgdeki
oranlar1 Sekil 4.3.’te verilmistir. Olusan tiir ve miktar olarak C5,2 numunesi toplam
lipitte de oldugu gibi en yliksek FAME igerigini vermistir. Mikroalg biyokiitlesinden
elde edilen yag asidi metil ester icerigi, mikroalglerin biyodizel iiretimi igin
uygunlugunu degerlendirmek i¢in 6nemli bir parametredir. C16 ve C18 yag asidi metil
esterlerinin varligi, kaliteli biyodizelin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir
(Mohd-Sahib ve ark., 2017; Deshmukh ve ark., 2019; Gao ve ark., 2019).

10,3 —
10, —
—
C10,1 mC18:3
—— m C18:2
C5,3
Cc18:1
e
5,2 C16:2
C5,] — C16:0

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08

Kuru mikroalg kitlesindeki yag asidi metil esterlerin oranlari (%)

Sekil 4.3. pH soklama caligmasinda elde edilen yag asidi metil esterlerinin toplam biyokiitledeki oranlari. Isik
yogunlugu: 60 umolphoton/m?s
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Elde edilen yag asidi metil esterlerinin miktar ve tiirleri agisindan degerlendirildiginde,
151k yogunlugunun etkisinin belirlenmesi ¢alismalarinda C5,2 numunesine uygulanan
pH soklama sartlarinin kullanilmasina karar verilmistir. C5,2 numunesinin yag asidi
metil esterlerinin igerigi GC-MS ile belirlenenmistir. Elde edilen FAME tiirlerine

iligkin kromotogram Sekil 4.4.’de verilmistir.

Clo:0 C18:2
C18:1
] Cla:2 C18:3
A S e e .'L.....'..‘E'.I'.. IIIJIIII

Sekil 4.4. C5,2’nin igerdigi yag asidi metil esterlerinin kromotogramu. Isik yogunlugu: 60 pmolphoton/m?s

4.2. Alkali pH’ta Mikroalg Kiiltiirii Gelistirme Calismalari

Kullanilan biyolojik olarak aritilmig kanatli hayvan kesimhanesi atiksuyunda bulunan
rotifer ve bakterilerin o6ldiiriilmesi i¢in ortam pH’min alkali bir degerde sabit
tutulmasinin mikroalg gelisimine olan etkisinin incelenmesi i¢in bir deney seti
yirtitilmiistiir. Alkali sartlarda gelisen mikroalglerin biyolojik olarak artilmis suyun
azot ve fosfor igeriginin ileri aritimina olan etkisi de incelenmistir. En uygun alkali
pH’m belirlenmesi amaciyla Chlorella vulgaris kiiltiirii iceren numuneler ile 100
pmolphoton/m?s 151k yogunlugunda ve 150 rpm karistirma hizinda her bir kiiltiir

ortam1 800 ml olmak iizere 1 L’lik erlenlerde gerceklestirilmistir. 12 giin boyunca

mikroalg gelisimi ve kiiltiir ortamindaki nutrient igerigi takip edilmistir.
4.2.1. Alkali pH’1n biyokiitle artisina etkisi
Farkli pH degerine sahip orneklerin zamana bagl biyokiitle artiglar1 Sekil 4.5.te

verilmistir. Baglangigta 280 mg/L biyokiitleyi sahip numunelerden en yiiksek
biyokiitle artis1 660 mg/L ile pH 10,5te meydana gelmistir. Chlorella vulgaris'in
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gelisimi i¢in pH 11 ve pH 11,5 numunelerinin pH’1 alg 6liimlerine neden oldugu i¢in
uygun olmamistir. pH 11,5’ta hizli bir sekilde alg 6liimii gerg¢eklesirken, pH 11 de daha

yavas bir ivmede mikroalg biyokiitlesi azalmaya baglamistir.

700
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300
20
10 I
: [
0 4 8 12

Gun

Biyokutle (mg/L)

o

o

HmpH9.5 pH10 ®WpH10.5 mWpHI11 pH 11.5

Sekil 4.5. Alkali pH’ta zamana bagli biyokiitle miktarmin degisimi. Isik yogunlugu: 100 umolphoton/m?s

Ayrica pH 9,5 ve pH 10 numuneleri mikroalg gelisimi i¢in uygun pH degerlerine
sahipken, ayni zamanda mikroalg tiikketen rotiferler ve zararli mikroorganizmalar i¢in
de uygun bir gelisim ortam: saglamaktadir. Bu nedenle pH 9,5 ve pH 10
numunelerinde iireme firsati bulan zararli organizmalar bu numunelerde Chlorella
vulgaris oliimlerine neden olmustur. Bununla birlikte, mikroalgler, pH 10'da az

miktarlarda da olsa deney siiresinin sonunda yagsamaya devam etmistir.

pH 9,5'te, 4. giinden sonra biyokiitle miktarlar1 (Sekil 4.5.) ve klorofil-a (Sekil 4.6.)
sonuglarina gore mikroalg Oliimleri gézlenmistir. Klorofil-a miktarlarmin degisimi
incelendiginde; baslangigtan itibaren, mikroalgler biyokiitlelerini artirmaya devam
etmislerdir. Ote yandan al gelisim ortami, zararli mikroorganizmalarm yasamasi ve
bliylimesi i¢in de uygun oldugundan pH 9,5’ta 4. giinden itibaren ¢ogalan rekabetci

mikroorganizmalar mikroalg 6liimlerine neden olmustur.
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Sekil 4.6. Alkali pH’ta zamana bagli klorofil-a miktarmin degisimi. Isik yogunlugu: 100 umolphoton/m?s

pH 10'da, 6rnegin pH"1 zararli mikroorganizmalarin biiylime ve mikroalg tiiketme
hizin1 azaltsa da, uygun mikroalg kiiltiirii yetistirmek i¢in yeterli olmamaistir. Biyokditle
ve klorofil-a analizlerinin sonuglarina gore, pH 10,5 optimum biyokiitle gelisim
degerlerini gostermistir. Mikroalg biyokiitlesi pH 10,5'te 12 giinde 262 mg/L'den 660
mg/L'ye yiikselmistir. Benzer sekilde, pH 10,5 numunesindeki klorofil-a miktar1 12
giin sonra 1,92 mg/L'den 2,6 mg/L'ye cikmistir. pH kontrol edilmediginde,
baglangictaki pH degerinden bagimsiz olarak, mikroalgler gelistikce pH hizla
yiikselmekte ve 10 civarinda sabitlenme egilimi gostermektedir. Alg kiiltiir ortaminin
pH degerini ayn1 seviyelerde tutmak hiicre biiyiimesi i¢in daha iyidir (Gong ve ark.,
2014). Benzer sekilde, alkali sartlarda da pH 10,5'te optimum mikroalg biiylimesi elde
edilmigtir. pH 10,5'e kiyasla pH 10'da daha az mikroalg biiyiimesinin nedeni, zararl

mikroorganizmalarin tamamen yok olmamasidir.

Yakin zamanda gergeklestirilen bir c¢alismada, Chlorella pyrenoidosa mikroalg
kiiltirli, otoklavlanmis kiimes hayvani mezbaha atiksuyu ile pH 10,16'da
gelistirilmigtir.  Otoklavlanmis  ve  aritilmamis  mezbaha  attk  suyu,
mikroorganizmalardan arinmis bir besin ortami saglamistir. 15. giliniin sonunda
olgiilen en yiiksek mikroalg biyokiitlesi 430 mg/L, klorofil-a miktart ise 15,31 pg/mL
olarak belirlenmistir (Azam ve ark., 2020). Benzer ozelliklere sahip atiksular

kullanilsa da, gelistirilen mikroalg biyokiitle miktar1 ve bunlarin lipit, klorofil-a
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icerikleri gibi yapisal 6zellikleri mikroorganizmalarin varligina, mikroalg tiirlerine ve
yetistirme kosullarina bagli olarak farkli sonuglar vermektedir. Ek olarak,
mikroorganizmalar-mikroalg konsorsiyumu veya atik sudaki rekabet biiyiik 6l¢iide
onemlidir ve mikroalg biiyiimesini dogrudan etkileyen parametrelerdir (Cho ve ark.,
2011; Kim ve ark., 2017; Ji ve ark., 2018).

4.2.2. Alkali pH’1n niitrient giderimine etkisi

pH 9,5’te numunede zararli mikroorganizmalarin g¢ogalmasi nedeniyle, deney
sirasinda mikroalg Oliimleri meydana gelmistir. Benzer sekilde hem Chlorella
vulgaris'in hem de zararli mikroorganizmalarin yasayamayacagi kadar yiiksek pH
degerlerine sahip olan pH 11 ve 11,5’te mikroalg &liimleri meydana gelmistir. Bu
sebeplerden dolay mikroalg kiiltiiriiniin gelisebildigi pH 10 ve pH 10,5 6rneklerinin
atiksularindan Chlorella vulgaris'in kullandigi azot ve fosfor miktarlari aragtirilmistir.
Chlorella vulgaris, kanatli mezbaha atik suyunda yiiksek amonyum giderme
kapasitesine sahiptir (Sekil 4.7.). Baslangic ve 12. gin NH4" miktarlart
karsilastirildiginda, amonyum giderimi pH 10°da yaklasik %92 ve pH 10,5’te yaklasik
%99'dur.
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Sekil 4.7. NH4* ve PO4® konsantrasyonlarinin zamana bagli giderimleri. Isik yogunlugu: 100 pmolphoton/m?s
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Mikroalglerin zamana bagli olarak nitrat kullanimlar1 incelendiginde nitrat
miktarlarinda giderim yerine azalma ve artislardan dolayr dalgalanmalar
goriilmektedir (Tablo 4.2.). Bu durumun nedeni, amonyumun bir kisminin mikroalgler
tarafindan kullanilmasinin yami1 sira nitrifikasyon yoluyla amonyumun nitrata
doniistiiriilmesidir. Mikroalgler, nitrojen kaynagi olarak oncelikle amonyag: tercih
etmektedirler (Zhang, 2015). Ancak bu duruma ek olarak mikroalglerin nitrat

formunda da nitrojen kullandig1 bilinmektedir (Cabanelas ve ark., 2013).

Tablo 4.2. NH4*, NOs~ ve PO4*® konsantrasyonlarinin zamana bagli degisimi. Isik yogunlugu: 100 pmolphoton/m?s

NH;" (mg/L) NO; (mg/L) POs? (mg/L)

Gin pH10 pH105 pHI10 pH105 pHI0 pH105

0 13 13 100 100 1,4 1,4
4 5,7 0.54 100 104 0,9 0,8
8 2,42 0.22 110 102 0,4 0,3
12 0,92 0.12 120 100 0,21 0,05

pH"1 daha yiiksek pH10,5 numunesinin daha yiiksek PO4 giderim oranlarina sahip
oldugu Tablo 4.2.’den anlasilmaktadir. Elde edilen sonuglara goére, pH 10 ve pH
10,5'te %85 ile %96,43 arasinda, Chlorella vulgaris tarafindan PO4 giderilmistir.
Mikroalgler, azotlu bilesiklerden daha az fosfora ihtiya¢ duymaktadirlar.
Mikroalglerin ihtiyag duydugu N/P orani 16/1 olarak kabul edilmesi sebebiyle,
Chlorella vulgaris tarafindan PO4iin NHs"ten daha az konsantrasyonlarda
tiiketilmesi oldukca dogaldir. Benzer galismalarda da yiiksek oranda NH4* ve PO4?
giderimi elde edilmistir. Ikincil aritma atik suyunda Chlorella vulgaris kiiltiirii ile
yapilan bir ¢alismada %95’e varan NH4* giderimi ve %86’ya varan PO4 giderimi
saglanmigtir (Gao ve ark., 2015). Chlorella vulgaris ve Botryococcus terribilis
kullanilarak 6n aritilmig evsel atiksu ile yapilan bir ¢alismada, her parametre icin
yiiksek giderim veriminin elde edildigi bulunmustur (Cabanelas ve ark., 2013). Benzer
sekilde C.protothecoides, C.vulgaris ve S.obliquus ile bes giin boyunca kesimhane
atiksularinda yapilan deney sonucunda %67 TN ve %69 PO4 giderimi elde edilmistir
(Hu ve ark., 2019).
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4.2.3. Alkali pH’1n toplam lipit ve yag asidi olusumuna etkisi

Biyolojik olarak aritilmis kanatli hayvan kesimhanesi atiksuyunda alkali sartlarda
yetistirilen Chlorella wvulgaris’in biyodizel {iiretimine uygun olup olmadigini
belirlemek i¢in toplam lipit ve yag asidi metil ester miktarlar1 aragtirilmistir. Atiksu
besin ortaminda ve BG11 yapay besin ortaminda gelistirilen Chlorella vulgaris
kiltliriiniin yag oranlar1 ve toplam biyokiitlesi karsilagtirilmistir. Biyolojik olarak
aritilmis kanatli mezbaha atik suyunda, pH 10,5°te yetistirilen mikroalg biyokiitlesi
0,462 mg ve sentetik besin ortami olan BG11 igerisinde yetistirilen mikroalg
biyokiitlesi ise 0,501 mg’dir. Bununla birlikte, pH 10°da gelistirilen Chlorella vulgaris
miktar1 nispeten daha diistiktiir (Tablo 4.3.).

Chlorella vulgaris kuru biyokiitlesinin yag igerigi %5-58 arasinda degismektedir (Safi
ve ark., 2014; Schnurr ve Allen, 2015; Ru ve ark., 2020). Mikroalglerin tirettigi yag
miktar1, mikroalg tiirlerine, miksotrofik kosullara (Ru ve ark., 2020) azot sinirlamasina
(Chinnasamy ve ark., 2010), fosfat tiikenmesine (Mandal ve Mallick, 2009) ve besin
acligina bagli olarak degismektedir. Tablo 4.3.’te verildigi iizere, toplam yag oranlari
kuru biyokiitle ile karsilastirildiginda, pH 10,5'te atik su 6rneginde % 17,403, BG11
besin ortaminda ise % 17,283 toplam lipit yiizdesi elde edilmistir. pH 10°daki atik su

orneginde ise kuru biyokiitledeki lipit oran1 % 14,857 olarak hesaplanmistir.

Tablo 4.3. Alkali sartlarda gelistirilen mikroalg kuru biyokiitlerindeki toplam lipit ve FAME orani. Isik yogunlugu:
100 umolphoton/m?s

Toplam  Toplam Kuru biyokiitledeki Doymus ve doymamis
lipit lipit FAME orani (%) FAME (%)
(mg) (%) Cl16:0 C18:0 C18:1 Ci182 Cl18:3 SFA MUFA PUFA
pH 10 156 14,857 0,086 - 0,010 0,016 0,014 68,20 7,95 23,86
pH 10,5 804 17,403 0,093 - 0,080 0,032 0,011 42,98 37,05 19,95

BGl1 865 17,283 0,228 0,02 0,011 0,076 0,034 67,23 3,02 29,75

Palmitik asit (C16:0), oleik asit (C18:1), linoleik asit (C18:2) ve linolenik asit (C18:3)
pH 10.5’te ve BG11 orneginde olusmustur. pH 10’da palmitik asit baskin olarak
olusmustur ve kuru biyokiitledeki oran1 %0,086’dir. Palmitik asit, pH 10,5’te BG11'de
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kuru alg biyokiitlesinin %0,228°1 ve atiksuda %0,093’# olarak hesaplanmistir (Tablo
4.3.).

Chlorella wvulgaris'in FAME sonuglar1 incelenmis; doymus ve doymamis yag
asitlerinin olusum miktarlar1 hesaplanmistir. BG11'de doymus yag asitleri (SFA)
C16:0 (palmitik asit) ve C18:1 (oleik asit) %67 oraninda olusturulmustur. Tekli
doymamis yag asidi C18:1 (oleik asit), atik su 6rneklerinde BG11 6rneginde %3,02
oraninda, pH 10°da %7,95 oraninda ve pH 10,5’da %37,05 oraninda olusmustur.
Coklu doymamis yag asitleri (PUFA) olan C18:2 (linoleik asit) ve C18:3 (linolenik
asit); BG11°de %23,86 oraninda, C5,2 numunesinde %19,95 oraninda ve pH 10,5’ta
%29,75 oraninda olusmustur. Yag asidi metil ester profili mikroalglerin biiyiime
kosullarina gore degismektedir (Safi ve ark., 2014). Mikroalg biyokiitlesinden elde
edilen yag asidi metil ester icerigi, mikroalglerin biyodizel iiretimi i¢in uygunlugunu
degerlendirmek i¢in 6nemli bir parametredir. C16 ve C18 yag asidi metil esterlerinin
varhigi, kaliteli biyodizelin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Mohd-Sahib ve
ark., 2017; Gao ve ark., 2019).

4.3. Optimum Sartlarda Isik Yogunlugunun Etkisinin Belirlenmesi

20, 60, 100 ve 140 umolphoton/m?s 151k yogunluklarinda 12 giin boyunca BG11,
BG11pH, C5,2 ve pH 10,5 numunelerinde Chlorella vulgaris kiiltiirii gelistirilmistir.
150 rpm karistirma hizi ile, her bir kiiltiir ortam1 800 ml olmak tizere 1 L’lik erlenlerin
icerisinde gerceklestirilmistir. Her bir 151k yogunlugu i¢in 4 farkli numune
hazirlanmistir.  Bu numuneler BG11, BG1lpH, C5,2 ve pH 10,5 olarak
isimlendirilmistir. Numunelerden iki tanesi besin ortami olarak BG11 igerirken, iki
tanesi ise biyolojik olarak aritilmis kanatli hayvan kesimhanesi atiksuyunu
icermektedir. 12 giin boyunca zaman bagli olarak biyokiitle ve klorofil-a miktarlarinin

degisimleri takip edilmistir.
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4.3.1. Isik yogunlugunu calismalarinin biyokiitle artisina etkisi

Isik yogunlugunun degisimi ile mikroalg gelisiminin takibi i¢cin 4 farkli 151k
yogunlugunda diger tiim parametreler sabit tutularak ¢alisilmistir. 20, 60, 100 ve 140
pmolphoton/m?s’de 12 giin siire ile deneyler yiiriitiilmiistiir. Baslangigta eklenen
BGl11 ve atiksu numuneleri diginda herhangi bir besin ilavesi yapilmamistir. Mikroalg
gelisiminin besin eksikligine bagli olarak gelisiminin etkilenmesini azalmak amaciyla
12 giin ile simirlandirilmistir. Ayn1 zamanda fazla 151k yogunlugunun kiiltiir ortami
tizerinde olacak olumsuz etkilerini azaltmak amaciyla da en yiiksek 151k yogunlugu

140 pmol photon/m?s olarak belirlenmistir.

4.3.1.1. 20 pmolphoton/m?s

Isik yogunlugu en diisiik seviye olan 20 umol photon/m?s olarak ayarlanmustir.
Kanigtirma hizi ve atiksu alg miktarlar1 sabit tutularak 4 numune olarak deney
yiirlitiilmistir. Zamana bagli olarak diizenli alinan orneklerle biyokiitle tayini,
klorofil-a tayini, NH4* tayini ve PO4® tayinleri yapilmustir. Sekil 4.8.’de verildigi
tizere, kiiltlir ortami icerisindeki biyokiitle miktar1 baslangigta 215 mg/L iken, 12. giin
sonunda 470-720 mg/L arasinda artmistir. En yiiksek biyokiitle 720 mg/L ile atiksu
numunesi olan C5,2 igerisinde olusurken, en az biyokiitle artisin1 470 mg/L ile BG11

numunesi gostermistir.

Biyokditle (20 ymolphoton/m?2s)
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Sekil 4.8. Zamana bagli biyokiitle olusumu mg.L . Isik yogunlugu: 20 umolphoton/m?s
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20 pmol photon/m?s 151k yogunlugunda C5,2 numunesi 1,72 mg/L’den 12. Giin
sonunda 2,73 mg/L olarak ol¢iilmistiir (Sekil 4.9.). 8. Giin sonunda 2,75 mg/L olarak
Olctilen klorofil-a miktar1 151k yetersizligi sebebiyle baslayan mikroalg 6liimlerinin
sonucu olarak azalma egilimine girmistir. Benzer sekilde diger numuneler de oncelikli
olarak artmis daha sonra 1sik yogunlugunun az olmasi sebebiyle sabit miktarlarda

kalmis ya da azalma egilimine girmislerdir.

Klorofil-a (20 pmolphoton/m?s)
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Sekil 4.9. Zamana bagli klorofil-a olusumu mg.L™. Isik yogunlugu: 20 pmolphoton/m?s

Biyokiitle miktar1 tiim canli ya da pargalanamamis Olii mikroalg hiicrelerini
icermektedir. Klorofil-a miktar1 ise canli ve saglikli hiicre icerisinde bulunan klorofil
pigmentini temsil etmektedir (Andersen, 2005). Bu sebeple kiiltiir ortaminda
gerceklesen alg 6liimlerinin hizinin artis noktasinin yorumlanmasi zamana bagl takip

edilen klorofil-a miktar ile miimkiin olmaktadir.

4.3.1.2. 60 pmolphoton/m?s

60 umol photon/m?s 151k yogunlugunda zamana bagli olarak diizenli alinan rneklerle
mikroalg gelisiminin takibi i¢in biyokiitle ve klorofil-a tayinleri yapilmistir. Sekil
4.10.’da verildigi lizere, kiiltlir ortam1 igerisindeki biyokiitle miktar1 baglangigta 220
mg/L iken. 12. glin sonunda 650-990 mg/L arasinda artmistir. En yiiksek biyokiitle
990 mg/L ile BG11 besin ortamini igeren ve pH soklama yapilmig BG11pH atiksu
numunesinde olusurken, en az biyokiitle artisint 650 mg/L ile pH10,5 numunesinde

Olciilmiistiir. pH soklama yapilan kanatli hayvan kesimhanesinin biyolojik olarak
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aritilmis suyunu igeren C5,2 numunesinde ise 12. giin sonunda 860 mg/L biyokiitle
olusmustur. pH soklama yapilan numunelerde daha yiliksek biyokiitle artisinin
goriilmesi  mikroalglerin  ortam  stres sartlarina  verdikleri yanit olarak
yorumlanabilmektedir. Canli organizma olan mikroalgler ortam sartlarina adapte
olmak amaciyla olusan strese yanit olarak farkl tepkiler vermektedirler. Hizli tireme
ya da kiigiik hiicreler olusturarak pigment, lipit, karbonhidrat ve protein oranlarini

degistirmektedirler (Cabanelas ve ark., 2013).

Biyokitle (60 pmolphoton/m?2s)
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Sekil 4.10. Zamana bagh biyokiitle olusumu mg.L™. Isik yogunlugu: 60 pmolphoton/m?s

60 pmol photon/m?s 151k yogunlugunda C5,2 numunesi 1,72 mg/L’den 12. Giin
sonunda 3,45 mg/L olarak olgtilmistir (Sekil 4.11.). pH 10,5 numunesinde ise
mikroalg gelisimi hemen hemen sabit kalmistir ve az miktarda bir pigment artigi
olmustur. 12. Giin sonunda pH10,5 numunesinde 1,91 mg/L klorofil-a miktar: tespit
edilmistir. BG11 iceren numunelerdeki klorofil-a artis1 atiksulu numunelerden fazla

miktarda ve 4 mg/L’nin {izerinde klorofil-a miktarina sahiptirler.
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Klorofil-a (60 pmolphoton/m?2s)
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Sekil 4.11. Zamana bagh klorofil-a olusumu mg.L™. Isik yogunlugu: 60 pmolphoton/m?s

4.3.1.3. 100 pmolphoton/m?s

100 pmol photon/m?s 151k yogunlugunda zamana bagli olarak diizenli alian &rneklerle
mikroalg gelisiminin takibi i¢in biyokiitle ve klorofil-a tayinleri yapilmistir. Sekil
4.12.°de verildigi iizere, kiiltiir ortami igerisindeki biyokiitle miktar1 baslangigta 270
mg/L iken. 12. giin sonunda 670-1180 mg/L arasinda artmistir. En yiiksek biyokiitle
1180 mg/L ile BG11 numunesinde olusurken, en az biyokiitle artisin1 670 mg/L ile pH

10,5 numunesinde 6l¢iilmistiir. C5,2 numunesinde ise 12. giin sonunda 1000 mg/L

biyokiitle olusmustur.
Biyokutle (100 pmolphoton/m?s)
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Sekil 4.12. Zamana bagli biyokiitle olusumu mg.L™. Tsik yogunlugu: 100 pmolphoton/m?s
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100 pmol photon/m?s 151k yogunlugunda C5,2 numunesi 1,60 mg/L’den 12. Giin
sonunda 3,38 mg/L olarak oOlglilmistir (Sekil 4.13.). 12. giin sonunda pH 10,5
numunesinde 2,73 mg/L klorofil-a miktar1 tespit edilmistir. BGI11 ve BG11pH
numunelerinin Klorofil-a miktarlar1 sirasiyla 3,86 ve 3,56 olarak Ol¢iilmiistiir. C5,2

numunesi BG11 i¢eren numuneler ile yakin miktarda klorofil-a pigmenti igermektedir.

Klorofil-a (100 pmolphoton/m?2s)
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Sekil 4.13. Zamana bagli klorofil-a olusumu mg.L . Isik yogunlugu: 100 umolphoton/m?s

4.3.1.4. 140 pmolphoton/m?s

140 pmol photon/m?s 151k yogunlugunda zamana bagl olarak diizenli alinan &rneklerle
mikroalg gelisiminin takibi i¢in biyokiitle ve klorofil-a tayinleri yapilmistir. Sekil
4.14 ’te verildigi tizere, kiiltiir ortami igerisindeki biyokiitle miktar1 baslangicta 220
mg/L iken. 12. giin sonunda 820-1020 mg/L arasinda artmistir. En yiiksek biyokiitle
1020 mg/L ile BG11 numunesinde olusurken, en az biyokiitle artisin1 820 mg/L ile pH
10,5 numunesinde dlgiilmiistiir. C5,2 numunesinde ise 12. giin sonunda 860 mg/L

biyokiitle olusmustur.
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Biyokutle (140 pmolphoton/m?2s)

1200
— 1000
®

800
E BG11
2 600
5 mBG11pH
S 400
> mC5,2
B |

0 H pH10,5
Baslangi¢ 4 8 12

Gln

ekil 4.14. Zamana bagli biyokiitle olusumu mg.L™. Isik yogunlugu: umolphoton/m?s
Sekil 4.14. Z bagl biyokiitle ol L. Isik yogunlugu: 140 Iphoton/m?

140 pmol photon/m?s 151k yogunlugunda C5,2 numunesi 1,60 mg/L’den 12. Giin
sonunda 3,16 mg/L olarak ol¢iilmiistir (Sekil 4.15.). 12. giin sonunda pH 10,5
numunesinde 2,83 mg/L Klorofil-a miktar1 tespit edilmistir. BGI11 ve BG11lpH

numunelerinin  klorofil-a miktarlar1 sirasiyla 3,99 mg/L ve 3,83 mg/L olarak

Olclilmiistiir.
Klorofil-a (140 pmolphoton/m?s)
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Sekil 4.15. Zamana bagli klorofil-a olusumu mg.L™. Isik yogunlugu: 140 pmolphoton/m?s

4.3.1.5. Isik yogunlugu degisiminin biyokiitle artisina etkisi

Mikroalg gelisimi i¢in farkli 1s1k  yogunluklarinda (20, 60, 100 ve 140
umolphoton/mzs) yiiriitiilen deneylerde BG11, BG1l1lpH, C52 ve pH 10,5
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numunelerinde gelisen Chlorella vulgaris biyokiitleleri ve bu numunelerin klorofil-a
pigment igerikleri kiyaslanmigtir. Zamana ve 151k yogunluguna bagl olarak tiim
numuneler i¢in biyokiitle grafikleri ¢izilmis ve Sekil 4.16.’da verilmistir. Tim
numunelerde 151k yogunlugu arttik¢a biyokiitle miktarlar1 da 12 giin boyunca siirekli
artig gostermistir. C5,2 numunesinde kontrol numunesi olan BG11’e kiyasla daha az
miktarda biyokiitle artis1 olmustur. BG11pH’m biyokiitle artisinin BG11°e kiyasla
daha yavas ger¢eklesmesi pH soklamanin mikroalgler iizerine olan etkisi olarak
aciklanabilmektedir ve mikroalglerin ortama adaptasyonu ile BGI11 igeren
numunelerde sonug itibariyle yakin miktarlarda biyokiitle artis1 olmustur. pH 10,5 tiim
numuneler icerisinde en az ve yavas mikroalg gelisiminin tespit edildigi numune, 20
pmolphoton/m?s ise mikroalg gelisimi igin yetersiz kalan 151k yogunlugudur. BG11
iceren numuneler 12. giin sonunda 100 ve 140 pmolphoton/m?s 151k yogunluklarinda
200 mg/L civarindan biyokiitlelerini 1000 mg/L’nin lizerine ¢ikartmislardir. C5,2
numunesi ise 100 pmolphoton/m?s’de 1000 mg/L biyokiitle miktarma ulasirken, pH
10,5 numunesi 140 pmolphoton/m?s’de 800 mg/L biyokiitle icermektedir. Bunun
sebebi numunelerin atiksu ya da yapay besin ortami ile beslenmesi, bu ortamlarin besin
icerigi, ortamdaki yariscil mikroorganizma varliginin etkisidir. Bu ¢alismada oldugu
gibi literatiirdeki calismalarda da ytiksek 151k yogunlugunun alg gelisimi tizerine bir
noktadan sonra etkisi azalmakta oldugu ve neredeyse sabitlendigi belirtilmistir (Yan

ve ark., 2013; Ananthi ve ark., 2021).

Klorofil-a miktarinin zamana ve 1s1k yogunluguna bagli olarak 6l¢iimii numunelerdeki
mikroalg gelisiminin takibi i¢in 6nemli bir parametredir. 12 giin boyunca 4 farkl1 151k
yogunlugunda olciilen klorofil-a miktarlar1 Sekil 4.17.’te gdsterilmistir. En yiliksek
Klorofil-a miktar1 kontrol numunesi olan BG11 ile elde edilmistir. 12 giin sonunda
Klorofil-a miktar1t BG11 ve BGI11 pH igin sirasiyla 4,40 ve 4,19 mg/L olarak
Ol¢iilmiistiir. BG11pH ve C5,2 numunelerindeki klorofil-a miktarlarindaki artis ve
azaliglar pH soklamanin etkisi ve alg adaptasyonunu igaret etmektedir. Atiksu iceren
numunelerde ise 140 pmolphoton/m?s’de C5,2 icin en yiiksek klorofil-a 3,32 mg/L;
pH 10,5 igin ise 2,83 mg/L olarak ol¢iilmiistir. 20 pmolphoton/m?s’de tiim
numunelerde mikroalg oOliimlerine bagh klorofil-a miktarlar1 azalmistir  ve

gerceklestirilen bu deney sartlarinda mikroalg gelisimi i¢in yetersiz kalmistir.
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Klorofil-a miktar1 canli ve saglikli alg hiicrelerini temsil etmektedir. Bu sebeple toplam
biyokiitle miktarindan farkli ve az miktarda artis gosterdigi sonuglarin kiyaslanmasi
ile anlasilmaktadir. Isik yogunlugunun artmasi mikroalg hiicrelerinde klorofil-a
sentezini dnemli 6l¢iide artirmaktadir (Gim ve ark., 2016). Isik yogunlugunun etkisinin
incelendigi bir calismada yiiksek 151k yogunluklarinda klorofilin bozulmaya bagladig:
belirtilmistir. Ayn1 ¢alismada Chlorella sp. i¢in siirekli 1s1kta orta yogunlukta 1s18in
(200 pmolphoton/m?s) biyokiitle artisi igin en iyisi oldugu belirtilmistir (He ve ark.,
2015).
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Sekil 4.16. Zamana ve 151k yogunluguna bagl biyokiitle degisim grafikleri (BG11, BG11pH, C5,2 ve pH 10,5 numuneleri i¢in)
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Sekil 4.17. Zamana ve 151k yogunluguna bagl Klorofil-a degisim grafikleri (BG11, BG11pH, C5,2 ve pH 10,5 numuneleri i¢in)
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4.3.2. Isik yogunlugunu calismalarinin niitrient giderimine etkisi

Isik yogunlugunun degisiminin atiksu aritimina olan etkisinin takibi igin yiiriitiilen
biyokiitle artisinin etkisinin izlendigi deney setleri ile es zamanli olarak 1s1k
yogunlugunun nutrient giderimine etkisi de incelenmistir. Baslangigta eklenen BG11
ve atiksu numuneleri diginda herhangi bir besin ilavesi yapilmamistir. Mikroalg
gelisiminin besin eksikligine bagli olarak gelisiminin etkilenmesini azalmak amaciyla
12 giin ile siirlandirilmistir. Ayn1 zamanda fazla 151k yogunlugunun kiiltiir ortami
tizerinde olacak olumsuz etkilerini azaltmak amaciyla da en yiiksek 151k yogunlugu

140 pmol photon/m?s olarak belirlenmistir.

4.3.2.1. 20 pmolphoton/m?s

Kanatli hayvan kesimhanesi atiksuyunda bulunan amonyumun besin ortami igerisinde
Mikroalgler tarafindan kullanimi zamana bagli olarak takip edilmistir. BG11 besin
ortami igersinde az miktarda bulunan NHs" mikroalgler tarafindan kisa siirede
tiikketilmis ve azot ihtiyacin1 BG11 igerisinde bulunan NaNOs3 formu ile karsilamistir.
Atiksulu numunelerde ise NH4" igerigi C5,2 ve pH 10,5 numunelerinde 20 pmol
photon/m?s 151k yogunlugunda azalmistir. Sekil 4.18.’te gosterildigi {izere, 12. giin
sonunda atiksulu kiiltiir ortamlarindan C5,2 numunesi 16,1 mg/L NH4" igerirken, pH
10,5 numunesinde neredeyse NHs"lin tamamu tiiketilmistir. Baslangic NH4*
miktarlart BG11 ve BG11pH’ta 2,4 mg/L; C5,2 ve pH 10,5 numunelerinde 73 mg/L
olarak oOlgiilmiistiir. Bu calismanin asil amaci kanathi hayvan kesimhanesi biyolojik
aritma suyunda mikroalg kiiltiirii gelistirilmesi oldugu ve mevcut sartlarda
mikroalglerin kullandig1 niitrientler ile NH4" ve PO4 acisindan ileri aritim saglandig

icin mevceut sartlarin nutrient giderimleri incelenmistir.
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Sekil 4.18. Zamana bagli NH4* konsantrasyonlarinin degisimi. Isik yogunlugu: 20 pmolphoton/m?s

Baslangigta BG11°li besin ortaminda atiksudan fazla miktarda PO4 bulunmaktadir.
Mikroalg gelisimi ile birlikte tiim numunelerdeki PO4 miktarlar1 azalmistir (Sekil
4.19.). Ancak mikroalglerin fosforlu bilesiklere azotlu bilesiklere nazaran daha az
ihtiyag duymalar1 sebebiyle (Chisti, 2008), daha az PO4 kullanmuislardir. 20 pmol
photon/m?s 151tk yogunlugunda baslangigta 0,75 mg/L olarak &lgiilen C5,2
numunesinin PO4 degeri 12. giin sonunda 0,18 mg/L’ye diismiistiir. pH 10,5’ta da
benzer sekilde 0,09 mg/L’ye diismiistiir.

PO,3 (mg/L) - 20 umolphoton/m?s
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Sekil 4.19. Zamana bagli PO4 konsantrasyonlarinin degisimi. Isik yogunlugu: 20 pmolphoton/m?s
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4.3.2.2. 60 pmolphoton/m?s

60 pumol photon/m? 1sik yogunlugunda, baslangic NHs* miktarlart BG11 ve
BGl1pH’ta 2,4 mg/L; C5,2 ve pH10.5 numunelerinde 73 mg/L olarak ol¢iilmiistiir.
Sekil 4.20.’de gosterildigi tizere, 12. Giin sonunda atiksulu kiiltiir ortamlarindan C5,2
numunesi 5,55 mg/L NHs" igerirken, pH 10,5 numunesinde neredeyse NHs"iin
tamami tiiketilmistir. Isitk yogunlugunun 20 pmol photon/m?s’den 60 pmol

photon/m?s’ye ¢ikartilmasi ile NH4* giderimi de artmustir.

NH,* (mg/L) - 60 umolphoton/m?s
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Sekil 4.20. Zamana bagli NH4* konsantrasyonlarinin degisimi. Isik yogunlugu: 60 pmolphoton/m?s

60 umol photon/m?s 151k yogunlugunda baslangicta 0,75 mg/L olarak &lgiilen C5,2
numunesinin PO4 degeri 12. giin sonunda 0,14 mg/L’ye diismiistiir (Sekil 4.21.). pH
10,5’ta da olgiilen POs? miktar1 0,1 mg/L’ye diismiistir. BG11 ve BGI1lpH
numunelerinde de ayni sekilde PO4™ miktarlar1 azalmistir. Isik yogunlugunun 20 pmol
photon/m?s’den 60 pmol photon/m?s’ye cikartilmasi ile tim numunelerde PO47

giderimlerini arttirmigtir.
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PO,3 (mg/L) - 60 umolphoton/m?s

6
5
jan
Eﬂ 4
—3
o2
[a W
: i
Baslangig 4 8 12
Gln

BG11 mBG1llpH mC5,2 pH10,5

Sekil 4.21. Zamana baglhi PO4® konsantrasyonlarinin degisimi. Isik yogunlugu: 60 pmolphoton/m?s

4.3.2.3. 100 pmolphoton/m?s

100 umol photon/m?s 151k yogunlugunda, baslangic NH4* miktarlar1 C5,2 ve pH 10,5
numunelerinde 93 mg/L olarak 6l¢iilmiistiir. Sekil 4.22.te gosterildigi iizere, 12. giin
sonunda C5,2 numunesinde, 8. Giin sonunda ise pH10.5 numunelerinde NH.*
tamanmiyla tiikenmistir. Istk yogunlugunun 60 pmol photon/m?s’den 100 pmol

hoton/m?s’ye cikartilmasi ile NH4" giderimi de artmistir.
Y v g

NH,* (mg/L) - 100 pmolphoton/m?s
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Sekil 4.22. Zamana bagli NH4* konsantrasyonlarinin degisimi. Isik yogunlugu: 100 pmolphoton/m?s
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100 pmol photon/m?s 151k yogunlugunda PO4™ miktarlar1 C5,2 ve pH 10,5 numuneleri
icin baglangicta 1 mg/L olarak olclilmiistiir. Sekil 4.23.’te gosterildigi iizere, 12. giin
sonunda C5,2 ve pH 10,5 numunelerinde PO4® tamamiyla tiikkenmistir. Bu durum 1s1k
yogunlugunun 60 pmol photon/m?s’den 100 pmol photon/m?s’ye ¢ikartilmast ile tiim

numunelerde PO4 giderimleri arttigini gdstermektedir.

PO, (mg/L) - 100 pumolphoton/m?2s
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Sekil 4.23. Zamana bagl PO4 konsantrasyonlarinin degisimi. Isik yogunlugu: 100 pmolphoton/m?s

4.3.2.4. 140 pmolphoton/m?s

140 pmol photon/m?s 151k yogunlugunda, baslangic NH4* miktarlar1 C5,2 ve pH 10,5
numunelerinde 93 mg/L olarak dl¢iilmustiir. Sekil 4.24.’te gosterildigi lizere; 12. giin
sonunda C5,2 numunesinde, 8. Giin sonunda ise pH 10,5 numunelerinde NHs*
tamamiyla tiikenmigtir. 8. giin C5,2 numunesinin NH4" miktar1 incelendiginde ve 100
pmol photon/m?s ile kiyaslandiginda hemen hemen ayni konsantrasyonda olduklar
tespit edilmistir. Isik yogunlugunun 100 pmol photon/m?s’den 140 pmol
photon/m?s’ye ¢ikartilmasi ile NH4* giderimi degisiklik gostermemistir. Bu durum 151k
yogunlugu artiginin mikroalg gelisimi iizerine bir noktadan sonra sabit etkisi oldugunu

gostermektedir (Ogbonna ve Tanaka, 2000).
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Sekil 4.24. Zamana bagh NH4* konsantrasyonlarinin degigimi. Isik yogunlugu: 140 pmolphoton/m?s

140 pmol photon/m?s 151k yogunlugunda PO4™ miktarlar1 C5,2 ve pH 10,5 numuneleri
icin baslangigta 1 mg/L olarak olgiilmiistiir. Sekil 4.25.te gosterildigi lizere, 8. giin
sonunda C5,2 numunesinde ve 12. giin sonunda pH 10,5 numunesinde PO4*
tamamiyla tiikenmistir. 100 pmol photon/m?s’deki 8. giin C5,2 numunesinin PO4?
miktart ise 0,03 mg/L olarak Ol¢iilmiistiir. Bu durumda 151k yogunlunun 100 pmol
photon/m?s’den 140 pmol photon/m?s’ye ¢ikartilmasi ile PO4™ giderimi iizerinde fazla

degisiklik gdstermedigi ancak az miktarda da olsa PO giderimini arttirmis oldugu

gbzlemlenmistir.
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Sekil 4.25. Zamana bagli PO4 konsantrasyonlarinin degisimi. Isik yogunlugu: 140 pmolphoton/m?s
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Isik yogunlugu artisinin mikroalg gelisimi ve ayni sekilde nutrient giderimi iizerine
belli bir 151k yogunlugundan sonra sabit fazda devam ettigini géstermektedir (Bazdar
ve ark., 2018). Daha yiiksek 151k yogunluklarinda ise “fazla 1s1k yogunlugunun
mikroalg gelisimini inhibe etme 6zelligi” ile NH4" ve PO4 giderimleri olumsuz

etkilenmesi beklenmektedir (Ogbonna ve Tanaka, 2000).
4.3.2.5. Isik yogunlugunun niitrient giderimine etkisi

Tiim 151k yogunluklarinda 12. giin sonundaki NH4* ve PO4™ giderimleri incelenmistir.
Alg gelisimin smirli oldugu ve calisilan en diisiik 151k yogunluguna sahip 20
umolphoton/m?s’de en diisiik NH4" giderimine sahiptir. Ancak bu duruma ragmen
atiksu iceren numunlerde %77,95 oraninda C5,2 numunesinde NHs™ giderimi
saglanmustir (Sekil 4.26.). pH 10,5 numunesinde tiim 151k yogunluklarinda NHs*
gideriminin yiiksek olmasinin sebebi, yiiksek pH etkisi ile NHs"”iin NHs’e
dontismesidir. Karistirma hizinin da etkisi ile NHs havaya karisarak ortamdan

uzaklagmistir.

NH," giderimi (%) - 12. giin
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Sekil 4.26. Isik yogunluguna bagli NH4* giderimi (%)

100 umol photon/m?s 151k yogunluguna kadar 151k yogunlugunun artmast ile birlikte
NH4* giderimi de artis gdstermistir. 100 ve 140 pmol photon/m?s’de ise giderimi

miktarlar1 olduk¢a yiiksek oldugundan sabitlenme egiliminde olmustur. Bir diger
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sebebi de mikroalg gelisiminin 100 ve 140 pumol photon/m?s’de benzer ve yiiksek
konsantrasyonlarda olmasidir. C5,2 ve pH 10,5 numunelerinin PO43 giderimi 151k
yogunlugunun artmastyla birlikte artmistir. 100 ve 140 umol photon/m?s’de C5,2 ve
pH 10,5 numuneleri i¢in %100 PO+ giderimine ulasilmistir (Sekil 4.27.).

PO,3 giderimi (%) - 12. glin
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Sekil 4.27. Isik yogunluguna bagli PO4 giderimi (%)

PO, giderimleri, mikroalglerin fosforlu bilesiklere olan ihtiyacinin azotlu bilesiklere
oranla 1/16 az olmasi sebebiyle NH4" giderimlerine gore az olmustur. Ayn1 zamanda
kullanilan atiksuyun igerdigi PO4 konsantrasyonun diisiik olmas1 sebebiyle de PO4*
giderimi oraninin yiiksek olmasinim bir diger sebebidir. Ozellikle C5,2 numunesinin
PO, 2 giderimi 151k yogunlugunun artmastyla birlikte artmistir. 100 ve 140 pmol
photon/m?s’de %100 PO4™ giderimine ulasilmistir.

Isik yogunlugu arttik¢a niitrient giderimlerinin artmis, atiksu iceren numunelerde en
diisiik 151k yogunlugunda bile yilizde 70’den fazla nutrient giderimi elde edilmistir. Bu
sebeple biyodizel tiretimi igin atiksuda Chlorella vulgaris kiiltiiriiniin yetistirilmesinin
yanisira nutrient giderimini artirmak amaci ile disiik 1s1k yogunluklarinda yiiksek
verim elde edilmistir. Diisiik 151k yogunlugunda 14 pmol/m?s gergeklestirilen bir
calismada, anaerobik atiksu aritma ikincil ¢ikig suyu ile Chlorella vulgaris kiiltiirtiniin
gelistirildigi 8 gilin sonunda amonyum %93,5, fosfat ise %11,1 oraninda giderilmistir
(Cheng ve ark., 2017). Baska bir calismada ise yine Chlorella vulgaris ile aritilmis
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evsel atik sudan 3500 lux (= 50 pmolphoton/m?s) 151k yogunlugunda 14 giinliik kiiltiir
stiresinden sonra %79,63'liik nitrat ve %100°’liik fosfat giderilmistir (Sydney ve ark.,
2011). Farkli tiir mikroalgler ile atiksuda 1s1k yogunlugunun etkisinin arastirildigi bir
calismada 151k yogunlugu arttik¢a Chlorella vulgaris igin toplam azot gideriminin
azaldigi, toplam fosfor gideriminin ise arttigir bulmustur. 8 giin sonunda toplam azot
ve toplam fosfor tiim mikroalg tiirleri ile %75 oraninda giderildigi hesaplanmigtir
(Nzayisenga ve ark., 2020). Literatiirdeki ¢calismalar incelendiginde; niitrient giderim
oranlar1 mikroalg gelisimi ile ilgili olmakla birlikte baglangi¢ konsantrasyonu, kiiltiir
stiresi, mikroalg tiirii ile degistigi anlagilmaktadir. Ayrica 151k yogunlugu arttikca
mikroalg gelisiminin bir noktaya kadar arttigi ve ¢ok yiiksek 1s1k yogunlugunun

mikroalg gelisimi ve niitrient giderimi i¢in inhibe edici olacagr kanitlanmistir

(Ogbonna ve Tanaka, 2000).

4.3.3. Isik yogunlugunun toplam lipit ve yag asidi olusumuna etkisi

Chlorella vulgaris’in gelisebilmesi igin fotosententez sirasinda ihtiya¢ duydugu en
onemli parametrelerden biri 1s1ktir. Ancak mikroalg biyokiitlesinin lipit igerigi ve yag
aside metil ester kompozisyonu icin 6nemli olan 1518in dalga boyu ve 151k
yogunlugudur (Ananthi ve ark., 2021). Tablo 4.4., 1s1ik yogunlugu arttik¢a tiim
numuneler i¢in toplam lipit tiretiminin arttigin1 gostermektedir. Elde edilen sonuglara
gore lipit tiretimi agisindan pH 10,5 yonteminin kullanilmasimin uygun olmadig:
aciktir. pH soklama yontemi ile gelistirilen atiksulu C5,2 numunesi BG11 kontrol
numunesi ile kiyaslandiginda lipit iiretimi agisindan yakin sonuglar elde edilmistir. pH
soklamanin mikroalg gelisimi lizerindeki etkisi ise BG11pH numunesi ile kontrol
numunesinin kiyaslanmasi ile ortaya ¢ikmaktadir. BG11pH numunesi igin elde edilen
toplam lipit oranlari kontrol numunesi ile kiyaslanmasi sonucunda diisiik 151k
yogunluklarinda %1-3 oranda daha az, yiiksek 151k yogunluklarinda ise %1’den az
olmak iizere daha fazla lipit olusturmustur. Toplam lipit i¢in C5,2 numunesi 0,1142 gr
olarak en yiiksek miktar1 140 pmolphoton/m?s iin lgiilmiistiir. En diisiik lipit miktar
ise 20 pmolphoton/m?s igin 0,0886 olarak olgiilmiistiir. Istk yogunlugunun artisi ile
birlikte elde edilen kuru biyokiitlenin lipit oranlar1 da artig gostermistir. Literatiirdeki

caligmalar incelendiginde; 151k yogunlugunun artmasiyla mikroalg biyokiitlesi
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artarken, lipit tiretimi ¢ogunlukla mikroalg tiirlerine ve diger ¢evresel kosullara bagli
olarak artmis (Seo ve ark., 2017; Nzayisenga ve ark., 2020), bazi ¢calismalarda azalmis
(Cheirsilp ve Torpee, 2012; George ve ark., 2014) ve bazi1 c¢alismalarda ise 151k

yogunlugundan etkilenmemistir (Pancha ve ark., 2015).

Tablo 4.4. Isik yogunluguna bagli toplam mikroalgde gelisen toplam lipit (g) ve FAME oranlar1 (%)

Toplam  Lipit

lipit oram  Cl16:0 Cl6:1 C18:0 Cl18:1 Cl18:2 C18:3
(gr) (%)

BGl1 0,078 11,986 0,032

BGlIpH 0072 12,966 0,022

Isik yogunlugu
(umolphoton/m?s)

200 52 0089 16407 0,120 0010 0,010 0,049
pHIOS 0056 13455 0,045 0.012
BGIl 0105 1369 0227 0009 0012 0007 0019
BGIIpH 0111 16609 0272 0,030 0,060 0.075
60 52 103 15785 0208 0021 0,043 0.070
pHIOS 0056 1279 0,047 0.010
BGIl 0087 17283 0211 0,047 0076 0,034
BGIIpH 0107 16612 0,152 0.026 0052 0,019
100 5o o109 19517 0,184 0.033 0.074 0,023
pHIOS 0079 18769 0,067 0.025 0.021
BGIl 0121 18311 0,147 0,034 0,050 0,009
BGIIpH 0119 17.633 0,162 0,042 0.074 0,019
M0 csp oq1a 20420 0,158 0,030 0.064 0,017

pHI05 0052 9,756 0,013

C5,2 numunesinde kuru biyokiitledeki lipit oranlari incelendiginde, 6zellikle 100 ve
140 pmolphoton/m?s 151k yogunluklarinda, sirasiyla kuru biyokiitlenin %19,5 ve
%20,5 toplam lipit olarak elde edilmistir. Elde edilen bu lipit oranlar1 BG11’den az da
olsa bir miktar daha yiiksektir. Farkli mikroalg tiirleri ile kesimhane atiksuyunda
gelistirilen biyokiitlede en yiiksek %14,8 lipit icerigi elde edilmistir (Hernandez ve
ark., 2016). pH 10,5 numunesi her 151k yogunlugunda en diisiik lipit oraninin elde

edildigi numune olmustur.

Isik yogunlugunun ¢ok yiiksek olmasi lipit igeriginin azalmasina sebep olmaktadir. He
ve ark. (2015) tarafindan yapilan 151k yogunlugunun etkisinin incelendigi bir
calismada, yiiksek 151k yogunluklarinda klorofilin bozulmaya basladigi ancak

biyokiitlenin igerdigi lipit oraninin arttig1 belirtilmistir. Bir ¢alismada fotobiyoreaktor
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lizerinden verilen bir érnekte 150 pmolphoton/m?s’den yiiksek 151k yogunluklarinda
mikroalg tiiriine de bagl olarak 15181n mikroalg gelisimini engelledigi agiklanmistir
(Ogbonna ve Tanaka, 2000). Bu sebeple ¢ok yiiksek 1s1k yogunluklarinda istenilen
verimde mikroalg gelisiminin elde edilmesi miimkiin olmamaktadir. Distik 1s1k
yogunlugu ise lipit birikimi i¢in daha uygundur bunun sebebi yiiksek 151k
yogunlugunda mikroalgin lipit artirmadan ziyade g¢ogalma egiliminde olmasidir
(Cheirsilp ve Torpee, 2012). Bu sebeple lipit tiretimi i¢in optimum 1s1k yogunlugunun
belirlenmesi oldukca 6nemlidir. Yag asidi metil esterlerinde 140 umolphoton/m?s’de
151k yogunlugunda 100 pmolphoton/m?s’ye oranla goriilen azalma ve yiiksek 151k
yogunlugunun inhibe edici dzelligi sebebiyle bu calismada 140 pmolphoton/m?s 151k
yogunlugundan daha yiiksek 151k yogunluklarinda c¢alisilmamistir. pH soklama
yontemi ile gelistirilmis atiksu igceren C5,2 numunesi ve BG11 kontrol numunesi
kiyaslandiginda elde edilen toplam lipit miktarlar1 ve kuru biyokiitledeki lipit oranlar
her 151k yogunlugu i¢in C5,2 numunesinde daha yiiksektir. Bunun sebebi pH soklama
ile Chlorella vulgaris’in stres altinda lipit oranini1 arttirmasi ile agiklanabilir. Ayni
sekilde kullanilan atiksuyun kanatli hayvan kesimhanesi atiksuyu olmasi, azotlu ve
fosforlu besin iceriginin BG11 e kiyasla farkli olmasi sebebiyle toplam lipit miktarinin
yiiksek olmasi1 yoniinde agiklanabilir (Chinnasamy ve ark., 2010; Cho ve ark., 2011).

Lipit transesterifikasyonu sonucu elde edilen FAME’leri palmitik asit (C16:0) ve
stearik asit (C18:0) doymus yag asitleri basta olmak iizere; doymamis yag asitlerinden
palmitoleik asit (C16:1), oleik asit (C18:1), linoleik asit (C18:2) ve linolenik asiti
(C18:3) igermektedir (Sekil 4.28.). Isik yogunlugunun artmasi sonucunda yag asidi
metil esterlerinin kompozisyonunda ve konsantrasyonlarinda farkliliklar olugsmustur.
20 pmolphoton/m?s’de mikroalg gelisimi, klorofil-a pigment analizi ve biyokiitle
6l¢tim sonuglari ile paralel olarak elde edilen toplam lipit miktar1 da diisiik ¢ikmustir.
Ayni sekilde yag aside metil esterlerinin konsantrasyonu ve tespit edilen FAME tiirleri
de diger 151k yogunlugunda elde edilen konsantrasyonlar ile kiyaslandiginda oldukga
diistiktiir. Bu sebeple cok diisiik 151k yogunlugunun mikroalg gelisimi ve gelistirilen
biyokiitlenin biyoyakit hammaddesi olarak kullanilmasi agisindan bu c¢alisma igin

yetersiz bulunmustur. Siirekli olarak pH’1 10,5’da tutulan numunenin elde edilen
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FAME tiirleri ve konsantrasyonlart agisindan pH soklama yontemine kiyasla yetersiz

sonug¢ vermistir.

Yag asidi metil ester oranlari (%)
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Kuru mikroalg kiitlesindeki yag asidi metil esterler oranlari (%)

Sekil 4.28. Tsik yogunluguna bagl kuru mikroalg biyokiitlesindeki yag asidi metil esterlerinin oranlari (%)

C5,2 numunesinde yag asidi metil esterlerinin olusumu incelendiginde 60
pmolphoton/m?s’de doymus yag asitlerinde (C16:0 ve C18:0) agisindan en yiiksek
konsantrasyonlar elde edilmistir ve doymus yag asitleri toplam yag asitlerinin
%73,39’unu olusturmaktadir. En yiiksek 151k yogunlugu olan 140 pmolphoton/m?s’de
ise C5,2 numunesi, kontrol numunesinden daha fazla lipit oranina sahiptir. 100 ve 140
pumolphoton/m?s’de doymus yag asitlerinden C16:0 ve C18:0, doymamis yag
asitlerinden ise C18:2 ve C18:3 olusmustur. Mikroalg biyokiitlesinden elde edilen yag
asidi metil ester igerigi, mikroalglerin biyodizel {iretimi i¢in uygunlugunu
degerlendirmek i¢in 6nemli bir parametredir. C16 ve C18 yag asidi metil esterlerinin
varhigi, kaliteli biyodizelin bir gostergesidir (Gao ve ark., 2019). Mikroalglerden elde
edilen C18 yag asitleri; esas olarak doymamis formda bulunmaktadirlar (C18:1, C18:2
ve C18:3) (Deshmukh ve ark., 2019). Bu ¢alismada elde edilen C16-C18 doymus ve



79

doymamis yag asitleri literatiirde mikroalglerden elde edilen yag asitleri ile

ortiismektedir.

Elde edilen yag asitlerinin biyodizel eldesi i¢in uygunlugu Avrupa standartlar komitesi
biyodizel kalitesi standartt (EN 14214) ile degerlendirilmistir. EN 14214°de
belirtildigi tizere asil sinirlayici faktdr C18:2 yag asidinin toplam yag asitlerine orani
olarak kabul edilmektedir (Mohd-Sahib ve ark., 2017). Yag asitleri igerisinde %12
oranini ge¢cmemesi gereken C18:3 linolenik asit; C5,2 numunesinde tim 1s1k
yogunluklarinda bu oranin altinda kalmistir (Tablo 4.5.). 20 ve 60 pmolphoton/m?s
151k yogunluklarinda C5,2 numunesinde linolenic asit (C18:3) olugsmazken, 100 ve 140
umolphoton/m?s 151k yogunluklarinda swrasiyla %7,325 ve %6,320 olarak

hesaplanmustir.

Tablo 4.5. C5,2 numunesinin farkli 151k yogunlugunda icerdigi SFA, MUFA ve PUFA oranlari (%)

Isik Yogunlugu (umolphoton/m?s)
FAME 20 60 100 140
C16:0 0,12 0,208 0,184 0,158
Cl16:1 0,01 0,021
C18:0 0,01 0,043 0,033 0,03
C18:2 0,049 0,07 0,074 0,064
C18:3 0,023 0,017
Toplam 0,189 0,342 0,314 0,269
%SFA 68,783 73,392 69,108 69,888

%MUFA 0,015 0,029 0 0
%PUFA 25,926 20,468 30,892 30,112
% C18:3 0 0 7,325 6,320

Elde edilen biyodizelin; yanma, oksidatif stabilite, viskozite gibi 6zelliklerinin uygun
dengesinin kurulabilmesi i¢in yalnizca doymus ya da yalnizca doymamis yag
asilerinden olusmalar1 istenmemektedir. Ideal olarak Kkaliteli bir biyodizel, uzun
zincirli doymus yag asitleri (SFA), kisa zincirli tekli (MUFA) ve c¢oklu (PUFA)
doymamis yag asitlerinin karigimimdan olusmasi beklenmektedir (Chisti, 2007;
Komolafe ve ark., 2014; Mohd-Sahib ve ark., 2017). Bu durumda elde edilen

biyodizelin yakit olarak kullanilmasinin 6niinde Avrupa standartlar1 agisindan bir
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sakincas1 bulunmamaktadir. Literatiirdeki diger benzer ¢aligmalar ile kiyaslandiginda

elde edilen sonuglar benzerlik géstermektedir.

Tablo 4.5.’te verildigi tizere kanatl hayvan kesimhanesinin biyolojik olarak aritilmis
suyunda yetistirilen Chlorella vulgaris’ten elde edilen biyodizel, kaliteli bir biyodizel
icin gerekli sartlar1 saglamaktadir. Tiim 151k yogunluklarinda C5,2 numunesinden
biyodizel iiretimi i¢in uygun lipit oran1 ve FAME igerigi elde edilmistir. Kuru
biyokiitlenin lipit orani, yag asidi metil ester miktarlar1 ve tiirleri agisindan C5,2
numunesindeki mikroalg gelisimi i¢in 100 umolphoton/m?s 151k yogunlugunda en

uygun sonuglara ulasilmistir.

4.4. COz ilavesinin Mikroalg Gelisimine Etkisinin Incelenmesi

Belirlenen optimum pH soklama sartlar1 ve optimum 151k yogunlugunda kiiltiir
ortamina yapilan karbondioksit ilavesi caligmalarinda biyokiitle artisina ve lipit
olusumuna CO; etkisi arastirilmistir. BG11, BG11-C, C5,2, C5,2-C numunelerinden;
BG11-C ve C5,2-C’ye karbondioksit ilavesi yapilmistir. BG11 ve C5,2 numuneleri ise
kontrol numuneleri olarak ayni sartlarda CO> ilave edilmeden yetistirilmistir. Olusan
biyokiitle, klorofil-a, lipit miktarlar1 6l¢ililmiistiir. Ayn1 zamanda tiim numunelerde

amonyum ve fosfat giderimi 6l¢lilmiistiir.

4.4.1. COz2 ilavesinin biyokiitle artisina etkisi

Deney baslangicinda, 4. giin ve 8. giinde alinan numunelere biyokiitle ve klorofil-a
tayinleri yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore 8. giin sonunda CO: ilave edilen
BG11-C numunesinde 820 mg/L biyokiitle olusurken, BG11 numunesinde ise 760
mg/L biyokiitle artis olusmustur (Sekil 4.29.). C5,2 ve C5,2-C numunelerinde de
benzer sekilde sirasiyla 770 ve 780 mg/L biyokiitle olusmustur. Bu durum CO:
ilavesinin BG11 iizerinde az da olsa artis yoniinde bir etkisinin oldugunu, ancak C5,2

numunesinde olumlu ya da olumsuz bir etkisi olmadigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.29. CO:z ilavesinin biyokiitle miktarima etkisi. Isik yogunlugu: 100 pmolphoton/m?s

8. giin sonunda CO ilave edilen BG11-C numunesinde 4,59 mg/L, BGl1
numunesinde ise 3,86 mg/L klorofil-a miktar1 Olgtilmustir. C5,2 ve C5,2 C
numunelerinde de benzer sekilde sirasiyla 2,79 ve 2,89 mg/L klorofil-a dl¢iilmiistiir
(Sekil 4.30.). Klorofil-a miktar1 da biyokiitle miktarinda oldugu gibi, COz ilavesinin
BGI11 fizerinde az da olsa artis yoniinde bir etkisinin oldugunu, ancak C5,2
numunesinde olumlu ya da olumsuz bir etkisi olmadigin1 géstermektedir. Bu durum
mikroalg gelisim ortammna CO2’in az miktarda ilave edilmesi sonucu mikroalg
gelisimi i¢in yetersiz gelmesi olarak yorumlanabilir. Ancak saf olarak ilave edilen CO2
yiiksek debilerde eklenmesi gelisim ortaminin alg biiylimesine uygun olmadigi, pH’1n
artmasina sebebiyet vermesiyle sonucu alg 6liimlerine neden olmustur. Bu sebeple
literatiirdeki caligmalarda oldugu gibi hava ile karistirilip seyreltilerek besin ortamina
ilave edilmesi ve elde edilen verimin yiikseltmesi beklenmektedir (Singh ve Singh,
2014; Seo ve ark., 2017).
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Sekil 4.30. COz ilavesinin klorofil-a miktarma etkisi. Isik yogunlugu: 100 pmolphoton/m?s

Bir ¢alismada CO> eklenmesinin alg gelisimine etkisi incelemistir. COz ilave edilen ve
edilmeyen besin ortamlarindaki alg gelisimi takip edildiginde belirgin bir farkin
olusmadigi ifade edilmistir (Mulbry ve ark., 2008). Baska bir ¢alismada ise besin
ortamina eklenen CO; miktarinin biyokiitleye ve lipit ylizdesine etkisi aragtirilmistir.
Gelisim ortamina ilave edilen %3, %5 ve %10 CO2’in biyokiitle lizerine etkisi
incelendiginde; %2 ve %5 CO2 ilavesinde 1,5 g/L biyokiitle 6lgiiliirken, %10 CO:
ilavesinde 1.4 mg/L biyokiitle hesaplanmistir. Bu durumda seyrelterek ilave edilmis
CO2’nin mikroalg gelisimine bir etkisinin olmadigi olarak agiklanabilmektedir (Wu ve

ark., 2012).

4.4.2. COzilavesinin niitrient giderimine etkisi

CO: ilavesinin niitrient giderimine etkisinin arastirilmasi i¢in tim numuneler i¢in
amonyum ve fosfat analizleri gerceklestirilmistir ve Tablo 4.6.’da verilmistir. 8. Giin
sonunda Amonyum giderimi BG11 igin %88,983, COz ilave edilen BG11-C numunesi
i¢in ise %88,136 olarak hesaplanmistir. Fosfat giderimi ise 8. Giin sonunda BG11 i¢in
%42,012, CO> ilave edilen BG11-C numunesi i¢in ise %52,071 olarak hesaplanmustir.
Elde edilen degerlerde BG11’de CO- ilavesi ile amonyum giderimi sabit kalmis, fosfat

giderimi ise %10’luk bir artig gostermistir.
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Tablo 4.6. COzilavesinin amonyum ve fosfat giderimi oranlarina etkisi (%). Isik yogunlugu: 100 pmolphoton/m?s
BG11 BG11-C C5,2 C52-C
Amonyum giderim (%) 88,98 88,14 84,06 85,89
Fosfat giderim (%) 42,01 52,07 88,33 86,67

Deney sonunda amonyum giderimi C5,2 numunesi i¢in %84,06, CO: ilave edilen
C5,2-C numunesi i¢in ise %85,89 olarak hesaplanmistir. Fosfat giderimi ise C5,2 i¢in
%88,33, CO ilave edilen C5,2-C numunesi i¢in ise %86,67 olarak hesaplanmuistir.
Elde edilen giderim degerler incelendiginde CO: ilavesinin ile amonyum ve fosfat
giderimlerinin neredeyse etkisi olmamistir. Besin ortamina yapilan CO; ilavesinin
niitrient giderimine etkisi incelendigi bir ¢alismada CO- verilen ve CO> verilmeyen

numuneler arasinda net bir fark elde edilmedigi bildirilmistir (Mulbry ve ark., 2008).

4.4.3. COz ilavesinin toplam lipit ve yag asidi olusumuna etkisi

Besin ortamina ilave edilen CO2’in toplam lipit miktarlarina etkisi incelenmistir. Tablo
4.7.”de toplam lipit miktari, Chlorella vulgaris’in kuru agirligindaki lipit oran1 ve yag
aside metil esterlerinin tiirleri verilmistir. Toplam lipit ve lipit oran1 incelendiginde
BG11 ve atiksu igeren C5,2 numunelerinde CO> ilavesinin olumsuz etkisi olmustur.
C5,2 numunesinde yag asidi metil esterlerin kompozisyonu da ayni sekilde olumsuz
etkilenmistir. Bu durum, bu ¢alismada numunelerin siirekli karistirma ile atmosferden
mikroalg gelisim ortamina yeterli CO2 miktarinin saglandigini ve CO; ilavesine gerek

olmadigini agiklamaktadir.

Tablo 4.7. COz ilavesi ile mikroalgde gelisen toplam lipit miktar1 (gr) ve FAME oranlari (%). Isik yogunlugu:
100 pmolphoton/m?s

Toplam gelisen mikroalgdeki FAME (%)

Toplam lipit - Lipitkuruagilk 0.0 161 c18:0 C18:1 €182 €183

(gr) (%)
BGl11 0,146 29,595 0,069 0,007 0,111 0,027 0,016
BGl1-C 0,117 20,436 0,224 0,016 0,048 0,016 0,023 0,009
Cs5,2 0,092 17,032 0,165 0,049 0,021 0,008

C52-C 0,078 14,231 0,128 0,033 0,014
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Literatiirde yapilmis bir ¢aligmada besin ortamina hava ile karistirilip eklenen CO>
miktarinin lipit yiizdesine etkisi aragtirtlmistir. Gelisim ortamina ilave edilen %3, %5
ve %10 CO2’in kuru biyokiitledeki lipit orani {izerine etkisi incelendiginde; %2 CO2
ilavesinde %18,8, %2 CO: ilavesinde %20,9 ve %10 CO: ilavesinde %18,7 olarak
verilmistir. Bu durumda seyrelterek ilave edilmis CO2’nin mikroalg lipit oranina net

bir etkisinin olmadigi agiktir (Wu ve ark., 2012).

4.5. Nanopartikiil Ilavesinin Mikroalg Enzim Aktivitelerine ve Toplam Lipit

Miktarina Etkisinin Belirlenmesi

4.5.1. H2O2 miktarlari

Olusan H202 miktar1 kontrol numunesinde ve nanopartikiil eklenmis 8 numune igin
Olclilmiistiir. Besin ortaminda bulunan H2O> radikalinin miktarini belirlenmistir ve
Sekil 4.31.’de verilmistir. Al,O3<50 nm partikiili i¢in H2O, miktar1 kontrol
numunesinden yliksek ¢ikarken diger tiim nanopartikiiller i¢cin daha diisiik ¢ikmustir.
Ancak Ce0,<50 nm ve ZnO<100 nm igin de sirasiyla 0,46 ve 0,48 nmol/g H202 olmak

lizere yakin degerler ol¢iilmiistiir.
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Sekil 4.31. Nanopartikiil ilavesinin H2O2 miktarlarma etkisi. Isik yogunlugu: 100 pmolphoton/m?s



85

Olusan H202 miktarlarinin kontrol numunesine gore diisiik olmasiin nedeni SOD ve
APOD enzimlerinin H20 lizerinde etkili olmasi ile agiklanabilmektedir. APOD,
askorbat ile hidrojen peroksitin suya indirgemesinde kataliz olarak gorev almaktadir.
Ayni zamanda olusan askorbat-peroksidaz reaksiyonu ile dokularda olusacak yeni
H202’in 6niline gegmektedir SOD enzimi de hidrojen peroksiti (H20>) etkisiz hale
getirmektedir (Kaplan ve ark., 2016; Shene ve ark., 2018).

4.5.2. MDA miktarlari

MDA, lipit peroksidasyonunun son {irliniidiir ve hiicrelerde olusan oksidatif hasarin
seviyesinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Besin ortaminda bulunan MDA
miktarlar1 belirlenmistir ve Sekil 4.32.’te verilmistir. Tiim numunelerde kontrol
numunesinden fazla miktarda MDA olustur. En yiikksek MDA olusumu Ancak
Ce02<50 nm ve Al203<50 nm numunelerinde Sl¢tilmistiir. MDA’ nin en yiiksek

oldugu bu numuneler ayni zamanda en yiikksek H202 radikalinin bulundugu

numunlerdir.
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Sekil 4.32. Nanopartikiil ilavesinin MDA miktarlarina etkisi. Isik yogunlugu: 100 umolphoton/m?s

MDA miktarimin yiiksek olmasi tiim numunelerdeki hiicrelerin lipit yikimina

ugradigin1 gostermektedir. Savunmatik enzimler olan APOD ve SOD ile etkisiz hale
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getirilemeyen reaktif oksijen tiirleri 6zellikle hiicre membranindaki lipitlere zarar

vermektedirler (Ozkaleli, 2014).

4.5.3. SOD miktarlar

Olusan SOD miktarlar: kontrol numunesinde ve nanopartikiil eklenmis 8 numune igin
Ol¢tilmistiir. Besin ortaminda bulunan SOD enzimlerinin miktarlar1 Sekil 4.33.’te
verilmistir. Olciilen SOD miktarlar1 icerisinde tiim numunelerde kontrol numunesi
olan C5,2’ye kiyasla yiiksek SOD enzim aktivitesi 6l¢iilmiistiir. Bu durum hiicrenin

lipit yikim etkisine karsi savunma yaptigint gostermektedir (He ve ark., 2015). En

SOD (U/mg protein )

yiiksek SOD olusumu CeO2<50 nm’de gerceklesmistir.
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Sekil 4.33. Nanopartikiil ilavesinin SOD miktarlarina etkisi. Istk yogunlugu: 100 umolphoton/m?s

SOD aktivitesi 6zellikle stiperoksit (O2¢-) radikalini, etkisiz hale getiren ugratan bir
enzimdir. Bu nedenle lipit peroksidasyonuna kars1 yapilan enzimatik savunmayi temsil

eden SOD ve APOD enzim miktarlar1 birbirinden farkli egilimde sonug vermislerdir.
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4.5.4. APOD miktarlar

Savunmatik enzimlerden olan APOD miktarlar1 tiim numuneler i¢in 6l¢lilmiistiir ve
Sekil 4.34.’te verilmistir. Tiim numuneler i¢inde en yiiksek APOD miktar1 35,085 nm
askorbat/gr.dk olarak Al>03<50 nm numunesinde Olg¢lilmistir. Al203<50 nm
numunesi de 26,38 nm askorbat/gr.dk olarak benzer sekilde C5,2 numunesinden
yiiksek miktarda olugsmustur. Diger tim nanapartikiil eklenmis numunelerde C5,2
numunesine gore diisilk miktarlarda APOD aktivitesi Ol¢lilmiistiir. En diisiik APOD
enzim aktivitesi ise 5,029 nm askorbat/gr.dk ile ZnO<50 nm numunesinde

Olclilmiistiir.
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Sekil 4.34. Nanopartikiil ilavesinin APOD miktarma etkisi. Isik yogunlugu: 100 pmolphoton/m?s

Olusan APOD enzimi, reaktif oksijen tiirlerinin lipit yikici etkisine karsi hiicreyi
savunmaktadir. APOD enzim miktarlariin kontrol numunesine gore yiiksek olmasi,
lipit yikiminin tim numunelerde kontrol numunesine gore fazla olmasi

beklenmektedir.
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4.5.5. Biyokiitle olusumuna etkisi

Mikroalg gelisiminde azot eksikligi, 151k yogunlugu artig1 gibi ortam sartlarinin
degisimi mikroalgler iizerinde strese neden olmaktadir. Bu stres kosullari, mikroalgin
yag oranini artirmasi veya yag oranini azaltip bliylime hizint arttirmasi gibi etkilere
neden olmaktadir (Andersen, 2005). Besin ortamina optimum sartlarda eklenen
nanopartikiillerin biyokiitle olusumuna etkisi incelenmistir. Sekil 4.35.’te verildigi
tizere, C5,2 kontrol numunesi 1160 mg/L biyokiitle tiretmistir. CeO2<50 hm numunesi
ise 1420 mg/L ile en yiiksek biyokiitleyi olusturmustur. CeO2<50 nm eklenen numune
ise 1280 mg/L ile en yiiksek ikinci biyokiitlenin olustugu numune olmustur. Elde
edilen bu sonuglar CeOz nanopartikiillerinin Chlorella vulgaris tizerinde biyokiitlesini
arttiricr etkisi oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde ZnO<50nm eklenen numune
igerisinde 1060 mg/L ve ZnO<100 nm eklenen numune igerisinde 1080 mg/L ile en az

biyokiitle olusturan nanopartikiiller olmustur.

1600
1400
1200
=
™ 1000
£
2 800
v}
3
=
g. 600
[aa]
400
200
0
G G 2 2 < P 4 4 e
Q Q, ~~ ~~ %) ) /T /e $
T{f V\yo < 0 % \\\3‘0 VJOO ) So <’

Sekil 4.35. Nanopartikiil ilavesinin biyokiitle olusumuna etkisi. Isik yogunlugu: 100 umolphoton/m?s

Besin ortamina optimum sartlarda eklenen nanopartikiillerin biyokiitle olusumuna
etkisi klorofil-a,b ve ¢ cinslerinden de incelenmistir. Sekil 4.36.’da verildigi tizere,
C5,2 kontrol numunesinde 3,52 mg/L klorofil-a, 0,98 mg/L klorofil-b ve 0,42 mg/L

Klorofil-c pigmenti 6l¢tilmistiir. CeO2<50 nm numunesinde ise 4,42 mg/L klorofil-a,



89

1,25 mg/L klorofil-b ve 0,41 mg/L klorofil-c pigmenti olusmustur. CeO2<25 nm
eklenen numunede ise 4,33 mg/L klorofil-a, 1,13 mg/L klorofil-b ve 0,2 mg/L klorofil-

¢ pigmenti ile en yiiksek ikinci klorofil pigmenti 6l¢tilmiistiir.
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Sekil 4.36. Nanopartikiil ilavesinin klorofil a,b,c miktarlarina etkisi. Isik yogunlugu: 100 umolphoton/m?s

Klorofil a,b ve ¢ pigmentleri de benzer egilimle artis ve azalig gostermistir. Elde edilen
klorofil sonuglari CeO2 nanopartikiillerinin Chlorella vulgaris iizerinde biyokiitlesini
arttirict etkisi oldugunu gostermektedir. En az klorofil miktar1 ise biyokiitlede oldugu
gibi ZnO<100 nm numunesinde dl¢iilmiistiir. ZnO<100 nm klorofil a,b ve ¢ degerleri
strastyla 2,83, 0,73 ve 0,25 mg/L olarak dl¢iilmiistiir. Alg gelisim ortamina ilave edilen
bir maddenin Klorofil-a miktarin1 eklenmeyen kontrol grubuna goére daha fazla

artirmasi herbisitlerle yapilan bir calismada da bulunmustur (Er, 2019).

4.5.6. Toplam lipit miktarina etkisi

Besin ortamina optimum sartlarda eklenen nanopartikiillerin biyokiitle olusumuna
etkisinin yaninda lipit olusum miktarlar1 da incelenmistir ve Sekil 4.37.”de verilmistir.
Biyokiitle olusumunun aksine yalmizca TiO2<25 nm eklenen numunede kontrol
numunesine gore az miktarda lipit artis1 olmustur. C5,2 kontrol numunesinde 239,58

mg lipit olusurken, TiO2<25 nm eklenen numunede 251,24 mg lipit olusmustur.
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TiO2<100 nm numunesinde ise 241,16 mg lipit olusmustur. Bu durum TiO>

nanopartikiillerinin az da olsa lipit miktarini artiric etkisi oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.37. Nanopartikiil ilavesinin toplam lipit miktarlarma etkisi. Isik yogunlugu: 100 pmolphoton/m?s

Olusan biyokiitlelerin lipit miktarlart ile kuru biyokiitledeki lipit oranlar
hesaplanmistir ve Tablo 4.8.’de verilmistir. C5,2 kontrol numunesinin yag orani
%20,653 olarak hesaplanmistir. TiO2 < 100 nm eklenen numunedeki yag orani ise
%21,154 olarak kontrol numunesine gore artis gostermistir. TiO2 < 25 nm eklenen

numunede ise %19,940 ile kontrole yakin bir lipit orani elde edilmistir.

Tablo 4.8. Nanopartikiil ilavesinin biyokiitle, toplam lipit ve kuru biyokiitledeki lipit oranina etkisi. Isik
yogunlugu: 100 pmolphoton/m?s

Kuru biyokiitledeki

Numune Biyokiitle (mg/L)  Toplam lipit (mg/L) lipit orant (%)
0

Ce0,<25 1280 190,22 14,861
Ce0,<50 1420 237,46 16,723
Ti0,<25 1260 251,24 19,940
Ti02<100 1140 241,16 21,154
Zn0<50 1060 194,2 18,321
Zn0<100 1080 193,1 17,880
ALO;<13 1080 205,5 19,028
AL O5<50 1240 191,66 15,456

C5,2 kontrol 1160 239,58 20,653
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Diger nanopartikiil iceren numunelerde ise lipit oran1 C5,2 kontrol numunesine gore
diistis gostermistir. En diisiik lipit oranlari ise %14,861 ile Ce02<25 ve %16,723 ile
Ce02<50 ¢apli nanopartikiillii ilave edilen numunelerde hesaplanmistir. Chloella
vulgaris gelisim ortamina CeO2 nanopartikiiliiniin ilave edilmesi numunelerin lipit

oraninin azalmasina neden olmustur.

4.6. Kinetik Model Hesaplamalari

Optimum 151k yogunlugunda CS5,2 numunesinde gelistirilen mikroalglerin zamana
bagli olarak mikroalg gelisim kinetik model hesaplamalar1 yapilmistir. Benzer sekilde
optimum 151k yogunlugunda C5,2 numunesinde NH4* ve PO4? igin giderim kinetik

modellerinin hesaplamalar1 yapilmistir.

4.6.1. Mikroalg gelisim Kkinetikleri

Reaksiyon siiresi ve reaksiyon hiz sabitine gore kinetik model hesaplamalari
yapilmistir. Yapilan kinetik model hesaplamalara gore regresyon katsayr degerleri
hesaplanmistir. Mikroalglerin gelisimi igin biyokiitle ve klorofil-a artislari igin yapilan
kinetik hesaplamalarda birinci derece ve ikinci derece kinetik modeller incelenmistir.

Incelenen kinetik modeller i¢in k ve R? degerleri hesaplanmustir.

Kinetik denklemler, Denklem 3.4 ve Denklem 3.5. ile hesaplanmigtir (Lam ve ark.,
2017). Tablo 4.9.”da kinetik hesaplamalardan elde edilen k ve R? degerleri verilmistir.

Tablo 4.9. Kinetik hesaplamalardan elde edilen biyokiitle ve Klorofil-a igin R? ve k degerleri

Kinetik Model —Biyokitle Klorofil-a

k R? k R2
| Morebe _-0.1397 08553 0,07 0.8647
5 Mertebe  -0,0003 0,8499 0,032 07852

Sekil 4.38.°de gortildiigii lizere elde edilen deneysel sonuglar ile biyokiitle artis1 i¢in
hesaplanan 1. mertebe kinetik modele goére hesaplanan teorik sonuglar birbirine

yakindir. Ancak 8. giin sonrasinda biyokiitlenin deneysel konsantrasyon degeri
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sabitlenme egilimi gostermektedir. Bunun nedeni besin azalmasi sebebiyle mikroalg
gelisiminin besin azalmasi ile birlikte duraklama evresine girmis olmasidir. Sekil
2.1.°de gorildiigli lizere mikroalg gelisiminin logaritmik artis evresinden sonra
duraklama fazina ge¢ilmektedir. Duraklama fazinin baslangicinda ise biyokiitle artis

sabitlenme egilimi gostermektedir.
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Sekil 4.38 Kinetik hesaplamalardan elde edilen teorik biyokiitle miktarlar1 ve deneysel biyokiitle miktarlarinin
karsilastirilmasi. Isik yogunlugu: 100 umolphoton/m?s

Sekil 4.39.’da goriildiigii lizere elde edilen deneysel sonuglar ile klorofil-a artis1 i¢in
1. mertebe kinetik modele gore hesaplanan teorik sonuglar birbirine yakindir. Ancak
deneysel olarak 4. ve 8. giinde daha fazla klorofil-a artis1 gosterirken 12. giinde besin
azalmasi sebebiyle klorofil-a’nin deneysel konsantrasyon degeri teorik degere gore
azalmistir. Biyokiitle i¢in oldugu gibi klorofil-a deneysel konsantrasyon deney
sonunda sabitlenme egilimi géstermektedir. Biyokiitle ve klorofil-a artis kinetiklerinin

birbirleri ile uyumlu olmasi olusan kinetik modelin dogrulugunu kanitlamaktadir.
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Sekil 4.39. Kinetik hesaplamalardan elde edilen teorik klorofil-a miktarlar1 ve deneysel klorofil-a miktarlarinin
karsilagtiriimast. Isik yogunlugu: 100 umolphoton/m?s

4.6.2. Atiksudan niitrient giderim kinetikleri

Reaksiyon siiresi ve reaksiyon hiz sabitine gore kinetik model hesaplamalari
yapilmistir. Yapilan kinetik model hesaplamalara gore regresyon katsayir degerleri
hesaplanmustir. Mikroalgler ile atiksudan PO42 ve NH4* giderimleri icin yapilan
kinetik hesaplamalarinda birinci derece ve ikinci derece kinetik modeller
incelenmistir. Incelenen kinetik modeller igin k ve R? degerleri hesaplanmustir. Kinetik
denklemler, Denklem 3.4 ve Denklem 3.5. ile hesaplanmistir (Lam ve ark., 2017).

Tablo 4.10."da kinetik modellerden elde edilen k ve R? degerleri verilmistir.

Tablo 4.10. Kinetik hesaplamalardan elde edilen PO4 ve NH4* i¢in R? ve k degerleri

-3 +
Kinetik Model PO, NH,
k R2 k R2
1. mertebe 0,5383 0,9634 0,3911 0,8516
2. mertebe 54,853 0,5533 0,1693 0,5512

Sekil 4.40.’da goriildiigii iizere elde edilen deneysel sonuglar ile PO giderimi igin
hesaplanan 1. Mertebe kinetik modelinin R?’si %96,34 olmasi, 1. mertebe kinetik

modele gore hesaplanan teorik sonuglar birbirine yakin olmasini agiklamaktadir.
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Sekil 4.40. Kinetik hesaplamalardan elde edilen zamana bagli teorik PO4® giderim verimleri ve deneysel PO4
giderim verimlerinin karsilastirilmasi. Isik yogunlugu: 100 pmolphoton/m?s

Sekil 4.41.de gorildiigi tizere elde edilen deneysel sonuglar ile NH4™ giderimi igin
hesaplanan 1. mertebe kinetik modele gore hesaplanan teorik sonuglar birbirine
yakindir. Ancak 4. giin ve 8. giin elde edilen deneysel giderimi verimi teorik giderimi
verimine gore biraz daha diistiktiir. NH4* giderimi igin elde edilen 1. Mertebe kinetik
modelinin R?’si % 85,16 olmasi teorik ve deneysel verimlerin yakin degerler oldugunu
gostermektedir. Deneysel ve teorik degerlerin farkli olmasi, yiiksek pH degerlerinde
NH4"’ 1 NHs haline doniisiimii ve karistirmanin da etkisi ile havaya karismasindan

ileri geldigi olarak yorumlanabilmektedir.
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Sekil 4.41. Kinetik hesaplamalardan elde edilen zamana bagli teorik NH4* giderim verimleri ve deneysel NH4*
giderim verimlerinin karsilastirilmasi. Istk yogunlugu: 100 pmolphoton/m?s



BOLUM 5. SONUC VE ONERILER

Kullanilan biyolojik olarak aritilmig kanatli hayvan kesimhanesi atiksuyunda bulunan
rotifer ve bakterilerin mikroalg gelisimine zarar vermeden yokedilmesi amaciyla pH
soklama yontemi uygulanmistir. Chlorella vulgaris yetistirilmesi i¢in en pH soklama
stiresinin ve periyodunun CS5,2 numunesine ait oldugu, numuneden elde edilen lipit
miktarina ve yag asidi metil ester profiline gore karar verilmistir. C5,2 numunesinden
60 pmolphoton/m?s 151tk yogunlugunda 0,118 gr lipit elde edilmistir ve kuru
biyokiitlesindeki lipit oran1 %17,35 olarak hesaplanmustir.

Kullanilan atiksu igerisindeki rotifer ve bakterilerin 6ldiiriilmesi i¢in ortam pH’inin
alkali bir degerde sabit tutulmasinin mikroalg gelisimine olan etkisinin incelenmesi
icin bir deney seti ylritiilmiistiir. Alkali sartlarda gelisen mikroalglerin biyolojik
olarak artilmis suyun azot ve fosfor iceriginin ileri arittmina olan etkisi de
incelenmistir. Biyokiitle ve klorofil-a analizlerinin sonuglarina gére, pH 10,5 optimum
biyokiitle gelisim degerlerini gostermistir. Mikroalg biyokiitlesi pH 10,5'te 12 giinde
262 mg/L'den 660 mg/L'ye yiikselmistir. Benzer sekilde, pH 10,5 numunesindeki
klorofil-a miktar1 12 giin sonra 1,92 mg/L'den 2,6 mg/L'ye ¢ikmustir. Literatiirde bir
caligmada, Chlorella pyrenoidosa mikroalg kiiltiirii, otoklavlanmig kiimes hayvani
mezbaha atiksuyu ile pH 10,16'da gelistirilmistir 15. giinlin sonunda 6lgiilen en ytliksek
mikroalg biyokiitlesi 430 mg/L, klorofil-a miktar1 ise 15,31 pg/mL olarak
belirlenmistir (Azam ve ark., 2020). Bu ¢alismada, 12. giin sonunda NH4* giderimi pH
10'da yaklasik %92 ve pH 10,5'te yaklasik %99 olarak hesaplanmistir. Elde edilen
sonuglara gore, pH 10 ve pH 10,5'te %85 ile %96,43 arasinda, Chlorella vulgaris
tarafindan PO4? giderilmistir. Benzer sekilde ikincil aritma atik suyunda Chlorella
vulgaris kiiltiirti ile yapilan bir galismada %95'e varan NH4" giderimi ve %86'ya varan

PO47 giderimi saglanmistir (Gao ve ark., 2015).
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Mikroalg gelisimi i¢in farkli 151k yogunluklarinda (20, 60, 100 ve 140
umolphoton/m?s) yiiriitiilen deneylerde kontrol numuneleri ile C5,2 ve pH 10,5
numunelerinde gelisen Chlorella vulgaris biyokiitleleri ve bu numunelerin klorofil-a
pigment igerikleri kiyaslanmistir. C5,2 numunesi BG11 igeren numuneler ile benzer
mikroalg gelisimi elde edilmistir. Ancak pH10.5 numunesinde ¢ok daha az biyokiitle
olusmustur. C5,2 numunesi en yiiksek biyokiitleye 100 ve 140 umolphoton/m?s 1s1k
yogunlugunda ulagsmistir. Tiim numuneler i¢in de en diisiik mikroalg gelisimi 20
pumolphoton/m?s 1s1k yogunlugunda olusmustur. Istk yogunlugunun artmasi ile
mikroalg hiicrelerindeki klorofil-a miktari da artmaktadir (Gim ve ark., 2016). Bir
caligmada Chlorella sp. i¢in siirekli 1g1ikta orta yogunlukta 15181n biyokiitle artisi i¢in
en iyisi oldugu belirtilmistir (He ve ark., 2015).

Isik yogunlugunun etkisinin belirlenmesi ¢alismalarinda Chlorella vulgaris’in tiim
numunelerdeki NHs" ve PO4? giderimleri incelenmistir. En diisiik 151k yogunluguna
sahip 20 umol photon/m?s’de en diisiik NH4* giderimine sahiptir. Ancak bu duruma
ragmen atiksu igeren numunlerde % 77,95 oraninda C5,2 numunesinde NH4* giderimi
saglanmistir. En yiiksek giderime ise 100 ve 140 umolphoton/m?s 1sik yogunlugunda
%100 ile saglanmistir. 100 ve 140 pmolphoton/m?s 151k yogunlugunda POs*
giderimleri i¢in de benzer sekilde fosfatin tamami alg gelisim ortamindan

uzaklastirilmistir.

Isik yogunlugu arttik¢a tiim numuneler i¢in toplam lipit tiretimi artmugtir. Elde edilen
sonuglara gore lipit tiretimi agisindan pH 10.5 numunesi diger numunelere oranla
diisiik miktarda lipit tretmistir. C5,2 numunesi BG11 kontrol numunesi ile
kiyaslandiginda lipit iiretimi agisindan yakin sonuglar elde edilmistir. 100 ve 140
umolphoton/m?s 151k yogunluklarinda C5,2 numunesi kuru biyokiitlenin %20’si kadar
lipit olusturarak BG11’den fazla lipit elde edilmistir. Bunun nedeni yapilan pH
soklama isleminin Chlorella vulgaris’in tizerinde stres olusturdugu ve lipit miktarinin
artisina neden oldugu yoniinde yorumlanabilir. Isik yogunlugunun artis1 ile birlikte
elde edilen kuru biyokiitlenin lipit oranlar1 da artis gostermistir. Literatiirdeki

caligmalar incelendiginde; 151k yogunlugunun artmasiyla mikroalg biyokiitlesi
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artarken, lipit tiretimi ¢ogunlukla mikroalg tiirlerine ve diger ¢evresel kosullara bagh

olarak artig gostermistir (Seo ve ark., 2017; Nzayisenga ve ark., 2020).

C5,2 numunesinin yag asidi metil esterlerinin tiir ve miktarlar1 incelendiginde en
yiiksek miktarm 100 umolphoton/m?s 151k yogunlugunda olusmustur. Olusan tiirler
C16:0, C18:0, C18:2 ve C18:3 FAME’leri icermektedir. Elde edilen FAME’lerin
biyodizel eldesi i¢in uygunlugu Avrupa standartlar komitesi biyodizel kalitesi standarti
(EN 14214) ile degerlendirilmistir. Standartta sinirlayic1 faktér C18:2 yag asidinin
toplam yag asitlerine orani olarak kabul edilmektedir (Mohd-Sahib ve ark., 2017). Yag
asitleri igerisinde %12 oranin1 gegmemesi gereken C18:3 linolenik asit; 20 ve 60
umolphoton/m?s 151k yogunluklarinda C5,2 numunesinde olusmazken, 100 ve 140
umolphoton/m?s 151k yogunluklarinda swrasiyla %7,325 ve %6,320 olarak
hesaplanmistir. Elde edilen FAME tiirleri C16-C18 doymus ve doymamis yag asidi
metil esterlerinin bir karisimidir ve bu FAME’lerin varligi, kaliteli biyodizelin bir

gostergesidir (Deshmukh ve ark., 2019; Gao ve ark., 2019).

Belirlenen optimum pH soklama sartlar1 ve optimum 151k yogunlugunda kiiltiir
ortamina yapilan karbondioksit ilavesi g¢alismalarinda biyokiitle artisina ve lipit
olusumuna COy etkisi aragtirllmistir. CO2 ilavesinin C5,2 numunesinde mikroalg
gelisimi, lipit olusumu ve niitrient giderimleri tizerinde olumlu ya da olumsuz bir etkisi
olmamustir. Literatiirde de COz2 ilave edilen ve edilmeyen besin ortamlarindaki alg
gelisimi takip edildiginde belirgin bir farkin olusmadigi ¢alismalar mevcuttur (Mulbry
ve ark., 2008; Wu ve ark., 2012).

Lipit miktarinin artirilmasi igin stres olugturma amaciyla besin ortamina ilave edilen
nanopartikiillerden TiO2<25 nm partikiil ilavesiyle lipit miktarinda 12 mg lipit artist
olmustur. Ti02<100 nm partikiil ilavesiyle ise 2 mg lipit artis1 olmustur. Diger tiim
numunelerde ise toplam lipit miktarlari azalmistir. Bu durum TiO2 nanopartikiillerinin
az da olsa lipit miktarin1 artirici etkisi oldugunu gostermektedir. Biyokiitle ve klorofil-
a miktarlarinda CeO2 nanopartikiillerinin Chlorella vulgaris iizerinde biyokiitlesini
arttirict etkisi olmustur. Enzim aktiviteleri incelendiginde Chlorella vulgaris’in stres

sartlar1 altinda lipit peroksidasyonunu onlemek amaciyla APOD ve SOD enzim
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aktivitelerini artirmistir ancak ¢ogu nanopartikiilli numune i¢in yetersiz kalmistir.
Lipit peroksidasyonunun gostergesi olarak olgiilen MDA ise ¢ogu nanopartikiillii
numune i¢in kontrol numunesinden yiiksek ¢ikmistir. Bu da lipit yikiminin oldugunu
gostermektedir. Nanopartikiil ilavesi ile bir miktar biyokiitle artis1 olmasina ragmen

lipit artis1 beklenenden yetersiz olmustur.

Optimum sartlarda C5,2 numunesi igin alg gelisim ve niitrient giderim Kinetik
modelleri olusturulmustur. Elde edilen R? degerlerine gore tiim parametreler 1.

Mertebe kinetik ile uyumlu sonug¢ vermistir.
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