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OZET

MAYA FABRIKASI ATIK ARITMA SUYUNDAN iZOLE EDILEREK
URETILEN MiKROALGAL BiYOKUTLENIN BiYOGAZ URETIMINE
ON ISLEMLERIN ETKIiSININ INCELENMESI

ERMIS, Hande

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danmismani: Prof. Dr. Meltem CONK DALAY
Eyliil,2014, 80 sayfa

Asirt sera gazi emisyonlart ve kiiresel 1sinma {izerindeki es zamanh
etkisi, diinya lizerinde c¢evresel, sosyal ve ekonomik bir tehdit olusturmaktadir.
Bu durum alternatif yenilenebilir enerji kaynaklarina yonelimi kaginilmaz
kilmaktadir. Bu ¢alisma ile maya fabrikasi atik camuruna substrat olarak eklenen
cesitli On iglemlere maruz kalmig mikroalglal biyokiitlenin toplam biyogaz
miktarina olan etkisi incelenmistir. Chlorella sp., Oscillatoria acuminata, ve
Scenedesmus armatus tiirlerinden olusan karisik mikroalg kiiltiirii, maya fabrikasi
atiksu aritma tesisinin son havuzundan toplanarak izole edilmistir. On islem
olarak mikrodalga, otoklav ve sonikasyon yontemleri Oncelikle Spirulina
platensis’e uygulanmis ve yiiksek verim veren 6n islem se¢ilmistir. Biyogaz
deney dizayni olarak, 1 litrelik karistirmali anaerobik reaktor 1/10 seyreltilmis
metajonik maya camuruyla inokiile edilmis, sicaklik 35 °C ye sabitlenerek,
reaktorlere 30 giin isletim siiresi olacak sekilde giinliik cikartilan miktarda
mikroalgal biyokiitle beslemesi yapilarak, biyogaza olan etkisi incelenmistir. On
calisma olarak Spirulina platensis biyokiitlesine uygulanan mikrodalga, otoklav
ve sonikasyon yontemleri sonucunda, metan miktarinda sirasiyla % 23.6, % 18
ve % 16, ve biyogaz miktarlarinda ise sirasiyla %58, %57 ve %38 ‘lik bir artis
gbzlenmistir. Ayn1 prosediirde mikrodalga 6n islemine maruz birakilan karigik
mikroalg kiiltiirlinlin i¢erdigi kalin hiicre duvarl tiirlerden dolayi, iglem siiresi

yetersiz kalarak bir artis gozlenememistir.

Anahtar sozciikler: Anaerobik pargalama, Biyogaz, Mikroalg,

Yenilenebilir enerji, On islem
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ABSTRACT

THE EFFECT OF PRE-TREATED MICROALGAE BiIOMASS
ISOLATED FROM YEASY FACTORY WASTE WATER ON
THE TOTAL AMOUNT OF THE BIOGAS

ERMIS,Hande

Msc in Bioengineering
Supervisor: Prof. Dr. Meltem CONK DALAY
September 2014, 80 pages

Due to decreased fossil fuel reserves and increased prices of
petrochemical fuels, and the simultaneous effect of fossil fuels on excessive
greenhouse gas emissions leading global warming, the world is trying to find an
alternative renewable energy sources. Due to not requiring arable land, their
higher productivity and higher biofuel yield compared to terrestrial plants,
microalgae has the highest attention in the field of bioenergy. In this study, it is
aimed to determine the effect on the total amount of the biogas by adding
differently pretreated algal biomass as a substrate in yeast factory sludge. Mixed
culture, including Chlorella sp., Oscillatoria acuminata, and Scenedesmus
armatus , were collected and isolated from last settling tank grown in yeast waste
water treatment system. As a pretreatment, physical processes were carried out
which were microwave, sonication, and autoclaving on Spirulina platensis as a
pre-study. For biogas experiments, the reactors (1L) were inoculated with a
methanogenic yeast sludge. The CSTRs were operated by each daily feeding
event being initiated by the removal of an appropriate volume at a hydraulic
residence of 30 d at 35 °C. As a pre-study with Spirulina platensis, the methane
content were increased % 23.6, % 18 ve % 16 and the biogas amount were
increased %58, %57 and %38 with microwave, sonication, and autoclaving,
respectively. Due to the strong cell wall of the species presenting in the mixed

culture, pre treatment time was not efficient enough to increase biogas amount.

Key words: Anaerobic digestion, Biogas, Microalgal biomass, Renewable energy,Pretreatment
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1.GIRIS

Fosil yakitlarin siirekli tiikenmesi, alternatif yenilenebilir enerji
kaynaklar1 bulma yoniinde yapilan c¢abalar1 arttirmaktadir. Mikroalgler, karasal
bitkilere oranla daha yiiksek biiylime hizlar1 ve biyoyakit verimlerine sahip
olmalarindan dolayr biyoenerj alaninda 6nem kazanmustir. Karasal bitkilere
kiyasla bir diger avantaji ise, alglerin yag veriminin 1000-6500 galon/dontim/y1l
'e kadar ¢ikabilmesidir. Bu verim, yag igerigi fazla olan soya fasiilyesi, palmiye
yag1 ve ay¢icegi gibi toprak bitkilerinden 20 kat daha fazladir (Chisti, 2007;
Wigmosta et al., 2011). Ancak lipid ekstraksiyonunun yiiksek maaliyeti ve algal
biyoyakitlarda bulunan yiiksek miktardaki doymamis yag asitleri, alglerin
biyoyakit {liretimi igin biiyiik 6l¢ekli uygulanmasini engellemistir (Sialve et al.,
2009).

Anaerobik pargalama, yetistirilen algal biyokiitleden enerji geri
kazanimi i¢in kullanilan baska bir yoldur. Anaerobik parcalama ile enerji
korunurken, hem ekolojik hem de ekonomik faydalar saglayan ‘biyogaz’ enerjisi
uretilir. Fakat bazi calismalar, alglerin giicli ve kalin hiicre duvarlarinin
anaerobik parcalamayr smirlandirarak, diisilk biyogaz verimlerine neden
oldugunu gostermistir.  Alg hiicrelerinin  parcgalanabilirligi i¢in, olas1
yontemlerden biri olarak, on islem yontemi Onerilmistir. Sonikasyon, 1s1 islemi,
alkalin islemler, mikrodalga, otoklav yada bu islemlerin kombinasyonlar1 gibi
farkli fiziksel ve kimyasal On islemler, substratin anaerobik mikrooganizmalar

tarafindan daha kolay erisilebilir hale gelmesini saglamaktadir (Chu et al., 2002).

Bu ama¢ dogrultusunda, bu ¢alismada, Spirulina platensis 6n ¢alisma
olarak kullanilmis ve sirasiyla sonikasyon, mikrodalga ve otoklav on isleme
maruz birakilmistir. Maksimum miktarda biyogaz verimi gozlenen mikrodalga
on islemi, maya atiksu aritma havuzundan izole edilen karigik mikroalg
biyokiitlesine uygulanmistir. Reaktorlerde inokulum olarak 1:10 seyreltilmis
metanojenik maya ¢amuru kullanilmis ve her giin reaktorden ¢ikartilan miktarda

algal biyokiitle beslenerek, biyogaz miktarina olan etkisi incelenmistir.



2.LITERATUR OZETi
2.1. Biyogaz ve Anaerobik par¢alama

Biyogaz, anaerobik (oksijensiz) sartlarda organik maddenin bakteriyel
dekompozisyonu sonucu ortaya ¢ikan metan ve karbondioksit karisimi enerji
igerigi yiiksek, yanabilir bir gazdir. Bilesenleri ise;

%50 -70 Metan, CHy,

%30-40 Karbon dioksit, CO,,

%5-10 Hidrojen, Hy,

%1-2 Azot, N,

ve eser miktarda Hidrojen siilfiirdiir, H,S (Oztiirk, 2005).

Bu proseste bircok bakteri birbirleriyle etkilesim i¢inde olup, bir grup
bakterinin varligi, baska bir grup bakteri tarafindan iiretilen iirline baglidir (Sekil
2.1).

Proses 4 temel asamadan olugmaktadir:

1) Hidroliz: Karbonhidrat, lipid, protein ve anorganik maddelerden olusan
atiklarin  kompleks yap1 taglarinin fermentasyon ve hidroliz islemlerinde
gerceklestirilen mikroorganizmalar yardimiyla basit pargalara ayrilmasi,

2) Asidojenik reaksiyonlar: Gliikoz gibi monomerlerin olusturuldugu birinci
basamak iriinlerinden, oksijensiz ortamda hidrojen iireten asetojenik
mikroorganizmalar tarafindan asetik asit, propiyonik asit, butirik asit ve etanole
doniistiiriilmesi,

3) Asetojenik reaksiyonlar: Ugucu yag asitlerinin asetatlara doniistiiriilmesi,

4)  Metanojenik  reaksiyonlar: Olusan temel asitlerin  metajonik

mikroorganizmalar yardimiyla metana ¢evrilmesi.



Kompleks Organik Madeller
(Polisakarit,yag, protein)

Hidroliz bakterileri

Monomerler

(Glikoz, aminoasit, yag asidi)

Fermentatif asidojenik bakteriler

Organik asitler, alkoller ve
ketonlar

Asetojenik bakteriler

Asetat, CO, ve H,

Metanojenler (metan iireten bakteriler)

Metan (CH,)

Sekil 2.1 Anaerobik par¢alamanin asamalari ve rol oynayan bakteri gruplar1 (Parkin et al., 1986)

Bu reaksiyonlarin yerine getirilmesi, esas olarak alt1 bakteri grubunun

ortaklasa faaliyetleri sonucu olmaktadir:
Hidrolitik bakteriler (hidrolizden sorumlu bakteriler),
Hidrojen iireten asidojenik bakteriler,
Hidrojen tireten asetojenik bakteriler,
Hidrojen tiiketen asetojenik bakteriler ,
Karbondioksit indirgeyen metanojenler,
Asetoklastik metanojenler.
Biyokiitlenin kompozisyonu anaerobik pargalamada en Onemli
verilerden biridir. Angelidaki ve Sanders (2004)' a gore, organik maddenin
bilesiminin bilinmesi ile, anaerobik ¢iirimeden beklenen teorik metan ve

amonyum verimlerinin hesaplanmasi miimkiin olmaktadir. Bu verimler, Symons

ve Buswell (1933) 'dan uyarlanan asagidaki formiille hesaplanabilir.



da—b—2c+3d da+b—2c—3d da—b+2c+3d
] e e L

CaHbOCNd-l-( ) 2 )

)co2 + dNH,
[d.1]

Bu denklemde, organik madde stokiyometrik olarak metan,
karbondioksit ve amonyaga doniismektedir. Boylece spesifik metan {iretimi,
ucucu kati madde (VS) grami basma CHj litre olarak asagidaki gibi
hesaplanabilir:

4a+ b —2c —3d
*Vm
12a + b + 16¢ + 14d

Metan verimi (L/g(VS)parcalanan) =

[d.2]

Vm, metanin normal molar birimidir ya da 0 °C ve 1 atmde 22.14 L'dir.
Ciriitiicideki amonyum iretim verimi ise asagidaki denklem kullanilarak

degerlendirilebilir:

d*17 * 1000
12a + b + 16¢ + 14d

Yn-nuz(mg gvVS™h) =
[d.3]

Ancak bu denklem ugucu katilarin %100 olarak biyogaza doniistiiglini
farz etmekte, ayrica bakteriyel hiicre gelismesi ve anabolizmasi i¢in gerekli

ithtiyaclar1 g6z oniine almamaktadir.

Teorik metan miktari, enerji miktar1 yiiksek olan yag oraninin artmasi
ile artmaktadir. Angelidaki ve Sanders'in protein, seker ve yaglarla yaptigi teorik
metan verimi galismasinda, sirasiyla 0.50, 0.42 and 1.01 L/g VS sonuglari elde
edilmistir (Angelidaki ve Sanders, 2004). Ancak, yag oranin yiiksek olmasi
anaerobik proseslerde bazi dezavantajlar getirmektedir. Yagin hidrolizi, protein
ve Kkarbonhidratla Kkarsilastirildiginda daha yavas olmasindan dolayi, proses
yavaglamaktadir. Pavlostathis and Giraldo-Gomez (1991) yaptiklari caligmada bu
stireyi, karbonhidrat i¢in 0.18 giin, protein i¢in 0.43 giin ve yag i¢in 3.2 giin
olarak hesaplamistir. Hidroliz siiresi disinda, yaglarin diislik alkalinite ve
tamponlama kapasiteleri ile, uzun zincirli yaglh asitleri (LCFAs) ve ugucu yag
asitleri (VFA) gibi ara {irlinlerden kaynaklanan inhibasyona kars1 daha yiiksek
hassasiyete sahip olmalar1 da bir bagska dezavantajdir (Sialve et.al. 2009).



2.1.2. Anaerobik Pargalamay1 Etkileyen Baslica Faktorler

Anaerobik tepkimeleri birden ¢ok bakteri grubunun meydana getirmesi,
sistemi hassaslagtirmakta ve belirli faktorler tarafindan etkilenmesine neden

olmaktadir. Bu parametreler asagida siralanmustir:
Hidrojen miktart

Hidrojen, asit olusturan bakterilerin ¢ogu lizerinde toksik etKki
yaratabilmektedir, bu nedenle siiratle sistemden uzaklastirilmas: gerekmektedir.
Bu noktada, hidrojenin metanojenik bakterilerce, karbondioksitin metana
indirgenmesi sirasinda enerji kaynagi olarak kullanilabiliyor olmasi, sistemden
cabucak uzaklastirilmasini kolaylastirmaktadir. Hidrojen kismi basincinin 10*
atm degeri agsmasi durumunda, propiyonik ve butirik asit gibi bazi organik asit
konsantrasyonlarinda artis olmakta ve metan doniisiimii engellenebilmektedir.
Dolayisiyla, reaktér icinde hidrojen seviyesinin belli bir aralikta tutulmasi
gerekmektedir.

Stcaklik

Sicaklik, diger ¢evresel etkenlere gore, anaerobik pargalama prosesinin
en Onemli parametrelerinden biridir. Bunun nedeni, mikroorganizmalarin
metabolik aktivitelerinin biiyiikk oranda sicakliga bagli olmasidir. Sicaklik
degisimlerine kars1 olduk¢a hassas olan metanojenik bakteriler, ¢ok yiiksek ve
cok diisiik sicaklik degerlerinde aktif olamamaktadir. Bu durum biyogazin
tretimine veya hizina dogrudan etki etmektedir. Sicakligin diizeyine gore
siniflandirilmasi ti¢ sekilde yapilabilir:

1. Psikrofilik sicaklik araligi = 12-20 Derece
2. Mesofilik sicaklik araligi = 20-40 Derece
3. Termofilik sicaklik aralig1 = 40-65 Derece
Yapilan arastirmalar, termofilik kosullarinin metan miktarini arttirdigini

gostermektedir. Ornegin sicakligm 15 °C den 52 °C ye ¢ikmasi, Spirulina
maxima tiirlinde metan miktarini arttirmistir (Sialve et al., 2009). Ayrica karisik


http://tr.wikipedia.org/wiki/Metanojenler

mikroalgal biyokiitlelerde 1sinin 35 °C den 50 °C ye ¢ikmasi da, alglerin
parcalanma hizin1 % 5 den % 10" a ¢gikarmustir (Sialve et al., 2009).

Tchobanoglous’a gére mezofilik kosullarda anaerobik parcalanma ig¢in
20 °C in altindaki psikrofilik ¢evre kosullarinda mikroorganizma verimi
diismekte ve bu sebeple anerobik reaktoriin isletmeye alma ve baslangi¢ evresi
gecikmektedir. Yaptiklari ¢alismada, reaktdr sicakligmm 25-35 °C arasinda
tutulmasi, optimum biyolojik reaksiyon hizinin saglanmasina ve reaktérde denge

kosullarinin yaratilmasina yardimci olmustur (Tchobanoglous et al, 2003).

Artan sicakliklarin  amonyak {iretimine neden olarak inhibasyon
yaratmasi, mezofilik 1silarin algler i¢in en uygun 1s1 araligi oldugu yapilan
calismalarda belirtilmistir. Chen'in yaptig1 calismada, 40 °C maksimum metan
miktarini vermistir (Chen, 1998).

Karistirma

Karistirma, olusan gazin sivi lizerinde meydana gelen kopiigii gegip
yiizeye ¢ikmasini sagladigi gibi sividaki malzemelerin dibe ¢okmesini 6nlemekte
ve bakterilerin organik maddelerle homojen bir sekilde temas etmesini
saglamaktadir (Giilen, 2005). Karim et al. yaptiklar1 ¢calismada, % 5, % 10 ve %
15 'lik konsantrasyona sahip giibre igeren ciiriitiiclilerde karigtirmanin etkisini
incelemistir. %35 konsantrasyonda giibre iceren ciiriitiiciide karistiricinin bir etkisi
gozlenmemisken, konsantrasyonun artmasiyla, karistirmali reaktorlerde %10-30

miktarinda biyogaz artis1 gézlenmistir.
Alikonma Stiresi (HRT)

Alikonma siiresi (HRT), atiklarin iirete¢ icinde kaldig: siireyi ifade eder
ve mikrobiyal metabolizma hizina bagli parcalanma derecesini belirten bir
parametredir (Speece, 1996). Organik maddelerin parcalanarak gaz agiga
cikarmast ve bu islemleri gerceklestiren bakterilerin lireme hizlar1 alikonma
stiresine baglhdir. Kullanilan atigin tiiriine ve {irete¢ ¢esidine gore degismektedir
(Tuluk, 2007). Kisaca HRT, sindirici i¢inde, organik maddelerin bakteriler
tarafindan c¢iiriitiilmesi sonucu biyogaz iiretmesi ig¢in gerekli olan siire olarak
tarif edilir.



[d.4]

Organik yiikleme hizi (OLR)

Anaerobik parcalanma prosesi esasen yiiksek organik yiikleme hizlari
ile karakterize edilmektedir. Yiiksek OLR, birim reaktér hacmi basina daha ¢ok

parcalanmasi gereken atik su oldugunu ifade eden bir parametredir.

Organik yiikleme hizi gida-mikroorganizma (F/M) oranina etki eder.
Gida substratlar1 ve mikroorganizma igerigi dengede iken sistem dengeye ulasir.
Dengesizlik bas gosterdigi zaman, ortamda ¢ok fazla substrat ya da ¢ok az
substrat, belki de cok fazla organizma ya da ¢ok az organizma bulunabilir.
Bunlardan herhangi biri F/M oran parametresindeki dengeye etkiyerek prosesin
istikrarini bozar ( Hilkiah Igoni et al., 2008).

CiQ
OLR = —
v

[d.5]

C; atik sudaki biyobozunur KOI konsantrasyonu (mg/L), Q atik suyun debisi

(m3/giin), V ise anaerobik reaktdr hacmi olarak ifade edilir.
pH

Biyogaz iretiminde pH derecesinin, reaksiyon hizi ve diger
parametrelere 6nemli bir etkisi vardir. Anaerobik parcalama i¢in ideal pH 6-8
arasindadir. Asit lireten bakteriler metan iireten bakterilerden daha hizh
cogaldiklarindan, asit tiiretimi sistemde artarak metan ireten bakterilerin
aktivitesini diistirebilir (Tuluk, 2007).

pH'm diismesiyle siilfiir salinimi ve iyonize olmamis ugucu yag
asitlerinin konsantrasyonlari artar ve metan tiretimi durur. Artan pH ise amonyak
salmimina neden olarak yine toksik etki yaratir ve inhibasyona neden olur. Bu

sebeple sistemin pH’ s1 siirekli kontrol altinda tutulmalidir.



Alkalinite

Alkalinite suyun asit noétralize etme kapasitesidir. Anaerobik
sistemlerde, tamponlama kapasitesi olarak da bilinen alkalinite, ugcucu yag
asitlerinden dolayr olusan ani pH disiislerine kars1 veya pH

dalgalanmalarina kars1 tampon gorevi gorerek sistemi korur.
2.2. Mikroalgler

Mikroalgler; farkli sicaklik, pH ve besin kosullar1 altinda, tatli su ya da
deniz sistemlerinde bulunabilen, fotosentetik tek hiicreli prokaryotlar
(siyanobakteriler) ve Okaryot mikroorganizmalar grubudur (Meng et al., 2009).
Fotosentetik organizmalar olarak, zengin biyolojik  ¢esitlilige sahip sucul
ekosistemlerin {iyeleri icerisinde 6nemli bir grubu temsil etmektedirler. Bunun
nedeni, mikroalglerin mikroskobik canlilardan baliklara ve oradan da insana
kadar uzanan besin zincirinde, basta klorofil olmak {izere sahip olduklar
fotosentetik pigmentler yoluyla birincil {iretimi gerceklestirmeleri ve zincirin ilk
halkasin1 olusturmalaridir. Bitkilerin aksine, kok ve yaprak yapilari yoktur.
Atmosferik oksijenin yaklasik yarisini lireten mikroalgler, ayn1 anda sera gazi
karbondioksitini kullanarak fotoototrofik olarak biiylimektedir (Starcx,2012)

Mikroalgler cok genis bir biyogesitlilige sahiptir. Yaklasik 200,000-
800,000 tiirlin oldugu var sayilmakta, fakat yalniz 50,000 tiirii agiklanabilmistir.
Bu mikroalg tiirlerinin bir ¢ogu kendine 6zgii liriinler iiretebilmektedir, drnegin
karotenoidler, antoksidanlar, yag asitleri, enzimler, polimerler, toksinler ve
steroller gibi (Cardozo et al., 2006).

2.3. Mikroalgler ve Biyoyakit

Artan kiiresel niifus ile fosil yakit kullanimina artan talep, biyokiitle
doniistimlii yenilenebilir enerji kaynaklarma olan ilgiyi arttirmistir. Tarimsal
kaynakli biyokiitleden biyoyakit liretimi ivme kazanmis fakat bu ilgi beraberinde
kaynaklarin azalmasi, ve mevcut tarim uygulamalarindan dolay1 biyogesitliligin
azalmasi gibi bazi sorunlar1 da beraberinde getirmistir (Fenton and Ohuallachain,
2012). Mikroalgler, bu durumda biyoyakit iiretimi i¢in ilging bir alternatif
kaynak haline gelmektedir. Mikroalgler yiiksek verimde ekim alanina ihtiyag
duymadan biiyiiyebilir ve gida {iretimi i¢in uygun olmayan arazilerde
yetistirilebilirler (Collet, 2011). Yillik olarak bélgelere gore 1200-2000 kWh/m?



giines enerjisi alan Tiirkiye’de bu enerjiden faydalanilarak mikroalgal fotosentez
ile biyokiitle liretimi, yalnizca yesil enerji kullanimi ile c¢evreye verilen zarari
azaltmakla kalmayip, ayn1 zamanda proses sirasinda algler tarafindan hammadde
olarak kullanilan CO; sayesinde de iilkemizin karbon ayak izini de biiyiik oranda
kiigliltecegi diistiniilmektedir (Say, 2010).  Mikroalgler CO, emisyonunu
kullanma potansiyeline sahip olarak karbon notr biyoyakit iiretimi saglamaktadir.
Biyogazin ig¢inde bulunan karbon "biyojenik karbon"dur (Yusuf, 2007). Bu
diinyanin dogal karbon dongiisiiniin bir par¢asidir. Yanan biyogazdan ¢ikan CO»,
bitkilerin biiyiimesi esnasinda kullanilan CO, miktar1 kadardir ve bitkiler
tarafindan kullanilir. Bu yiizden biyogazin yanmasi, CO, emisyonunu azaltarak
kiiresel 1sinmanin 6nlenmesine yardimci olmaktadir. Fosil yakitlardaki karbon ise
yeryliziinde milyon yillar boyunca saklanmis bir karbondur ve bu karbonun
yakilmasi atmosfer i¢indeki CO; seviyesini arttirmaktadir. 1 MWh dogal gazin
yanmas1 sonucunda atmosfere 0,6 ton CO; salinimi1 yapilmaktadir. Bu verilere
gore dogal gazla ¢alisan termik santralarimizdan bir yilda salinan CO, miktar1
57144000 ton dolayindadir. Bu miktar Tiirkiye’nin CO; saliniminin yaklasik %
20’ sini olusturmaktadir (Ulukardesler, 2012). Algler bu durumda biiyiik bir rol
oynamaktadir ¢linkii 1 ton algin biiyliyebilmesi i¢in 1,8 ton CO; 'e ihtiyag
duyulmaktadir bu da mikroalgleri biiyiik bir CO;, absorplayicist yapmaktadir
(Sudhakar, 2011).

Biyoenerji tiretim amaci ile mikroalg yetistiriciligine ilgi 1950" lerde
dogmustur. Kiiresel petrol kaynaginin 1970' lerde kesintiye ugramasi ile birlikte,
biyoenerji iiretimi igin yiiksek verime sahip makroalglerin yetistirciligine ilgi
artmaya baslamustir. Otrofik sahil kiyilarinda yiiksek biiyiime hizlar1 sayesinde
makroalgler biyoyakit hammedesi olarak biyiik bir ilgi goérmiistiir. Biyogaz
iretimi i¢in makroalgler anaerobik pargalanmaya maruz birakilmak istenmis ve
gerekli biyokiitle eldesi i¢in kapsamli deniz ciftlikleri planlar1 yapilmigtir. Fakat
ekonomik ve jeopolitik iklim kosullari, bu planlarin basarisiz olmasina neden
olmustur. Deniz makroalglerinin anaerobik pargalanmasiyla ilgili sorunlarindan
bir digeri ise polifenol, seliilozik fiber ve lignin gibi bakterilerin par¢alayamadigi,
anaerobik parcalanmayr ve gaz {retimini limitleyen, direngli bilesenleri
icermesidir. Ayrica, yiiksek siilfit iceren bazi makroalg tiirlerinin de anaerobik
parcalama prosesini inhibe ettigi de tespit edilmistir. Makroalglerden biyoyakit
tiretimi ile ilgili bir diger sorun ise makroalglerin, tiirlerine gére mevsimsel
olarak biiyiimelerindeki degisimdir (Golueke et al., 1957)
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Mikroalgal biyokiitleden biyoyakit iiretimi, diger yakitlarla rekabet
edebilecek fiyatta ve kalitede iiretim yapan ana endiistri haline gelebilmesi i¢in
once bazi zorluklarin iistesinden gelinmesi lazimdir. Mikroalglerin kullanmasi
icin gerekli olan nutrientler, hasat ve susuzlastirma i¢in gerekli yliksek enerji
gereksinimi ve lipid ekstraksiyonu gibi biyoyakit doniisiimiinde gerekli olan
enerji ihtiyaci, sanayinin karsilastigi sorunlarin basinda gelmektedir. Anaerobik
cliriitme, elde edilen biyogazin elektrik iiretimi veya termal enerji iiretiminde
kullanimi ile iiretim dongiisiiniin giderlerinin bazilarin1 ortadan kaldirmak igin
ikinci bir yol sunmaktadir. Buna ek olarak, anaerobik ¢iiriitme yoluyla
biyokiitleden degerli firiinleri kurtarma, algal biyoyakit endiistrisinin

stirdiiriilebilirligi i¢in esastir.

Algal biyodizel operasyonlarinin iiretim verimliligi, icerdikleri lipid
miktarmma ve alglerin hiicre biiylime oranimna baghdir. Yapilan arastirmalar,
alglerdeki yag oraninin % 2 den % 75' e kadar degisebilecegini gostermektedir
(Mata et al., 2010). Fakat yiiksek oranlarda bulunan lipidin gelisimi sinirli besin
durumunda, ozellikle nitrat eksikliginde, tetiklendigi goriilmektedir. Stres
zamanlarinda, algler biyosentetik yollarim1 degistirerek enerji ve karbon
depolama amaciyla, sitoplazma i¢inde biriken bir yag iiretmektedirler. Buna
triacilgliserol denmektedir. Ancak, ©6zel olarak stres kosullarinda yetistirilen
alglerde hiicre boliinmesi durmakta ve toplam yag verimini azaltmaktadir. Algal
biyodizelin aksine, anaerobik parcalama prosesleri lipid igeriginden bagimsiz bir
sekilde metan acisindan zengin biyogaz iiretme yetenegine sahiptir. Sialve ve
arkadaglar1 (2009) anaerobik olarak parcalanan algal biyokiitlelerin %2 ile 22
arasinda degisen yag oraninin, teorik olarak 0.47 ile 0.80 m® CHu/kg VS arasinda
degisen metan verimine sahip oldugunu gostermistir. Ancak, deneysel sonuglar
bu araligm 0.17 ve 0.45 m® CHy/kg VS arasinda degistigini gostermektedir.
Deneysel veriler ve teorik hesaplamalarin arasindaki farka ragmen, alglerden elde
edilen metan verimliliginin deneysel sonuglart domuz atiklar1 (0.19 m® CHu/kg
VS), seker pancari (0.21 m® CHy/kg VS), atik su camurlari (0.23 m® CHu/kg VS)
ve yonca otu ( 0.34 m*® CHu/kg VS) ile karsilastirilabilecek yeterliliktedir. Ayrica
anaerobik parcalama i¢in gecerli substrat bilesenlerinin genis araligi, algal
biyodizele kiyasla, algal biyogaza daha fazla islevsel esneklik saglamaktadir
(Wiley, 2011).
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2.4. Mikroalgler ve Anaerobik Parcalama

Makroalg, mikroalg ve siyanobakterilerin anaerobik parcalanmasi,
gelecegin enerji iiretim teknolojisi olarak tanimlanmaktadir. Tiirkiye gibi enerji
iiretimi pahali ithal benzin ve komiire bagl olan iilkelerde, anaerobik proseslerle
elde edilen yenilebilir enerji geri kazanimi biiyiik énem tagimaktadir. 1 m?
biyogazin sagladigi 1s1 miktar1 4700-5700 kcal/m®dir. 1 m® biyogaz; 0,62 litre
gazyagi, 1,46 kg odun komiirt, 3,47 kg odun, 0,43 kg biitan gazi, 12,3 kg tezek
ve 4,70 kWh elektrik enerjisi esdegerindedir. 1 m® biyogaza 0,66 litre motorin,
0,75 litre benzin ve 0,25 m® propan esdeger yakit miktarlaridir. Elekrik isleri etiit
idaresi genel miidirliigiiniin yaptigi hesaplamalarda, algler biiyiikk miktarda
biyogaz verimine sahiptir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1 Biyogaz kaynaklar1 - Biyogaz verimi ve Metan orani (Elekrik isleri

etiit idaresi genel mudiirliigii, 2005)

Kaynak Biyogaz Verimi (litre/lkg | Metan Oram (Hacim %si)
UKM)

Si1gir Giibresi 90-310 65

Kanath Giibresi 310-620 60

Domuz Giibresi 340-550 65-70

Bugday Samani 200-300 50-60

Cavdar Samant 200-300 59

Arpa Samant 290-310 59

Masir saplari ve atiklart 380-460 59

Keten ve Kenevir 360 59

Cimen 280-550 70

Sebze atiklar1 330-360 Degisken

Ziraat atiklar1 310-430 60-70

Dokiilmiis agag yapraklar 210-290 58

Algler 420-500 63

Atik su gamuru 310-800 65-80

Mikroalgler biiyiik bir CO, absorplayicist olmasinin yani sira karasal
bitkilerle kiyaslandiginda, ekim alanlarina ihtiyag¢ yoktur; tiim yila yayilabilen bir
tiretim olanagina sahiptirler, ve logaritmik {ireme fazindaki ikiye katlanma

stireleri 3,5 saate kadar kisalabilmektedir. Alan verimliligi olarak, mikroalgler
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karasal bitkilerle kiyaslandiginda, yillik hektar basina 36.5 ile 183 ton gibi bir
miktar vermektedir. Literatiirde en yiiksek mikroalgal biyokiitle verimliligi 358
ton hektar yil olarak belirtilmistir (Pulz 2007). Karsilastirma olarak, misir, tath
sorgum, ve seker kamisi igin sirasiyla hektar basina yillik 13-24, 44 and 73-87
ton olarak rapor edilmistir (Huber et al., 2006). Bu sonuglar, anaerobik enerji

tiretimi i¢cin mikroalglerin rekabet giiciinli gostermektedir.

Mikroalgal biyokiitleden anaerobik parcalamayla ilgili ilk caligma
Golueke ve arkadaglari tarafindan 1959 yilinda yaymlanmigstir. Atiksu aritma
stirecinin bir parcasi olarak yetisen Chlorella vulgaris ve Scenedesmus sp.
tiirlerine anaerobik parcalama prosesi uygulamistir. Literatiirde bugiine kadar
kaydedilen en yiiksek metan iiretimi, karigik tatli su mikroalg karisimindan elde
edilmigtir. De Schamphelaire ve Verstracte (2009) tarafindan yapilan bu
calismada elde edilen biyogaz miktar1 600 mL g™ VS olarak saptanmustir. ( De
Schamphelaire and Verstraete, 2009)

Cizelge 2.2 'de gosterilen veriler, bugiine kadar ¢esitli mikroalg tiirleri
lizerinde yapilan ve biyogaz iiretimi i¢cin uygun bir islem olarak goriilen

mikroalglerden gaz potansiyelini gdsteren arastirmalarin bir 6zetidir.

Cizelge 2.2 Bilimsel literatiirde rapor edilmis mikroalgal biyokiitleden anaerobik
parcalama ile metan tiretimi.

Mikroalg tiirleri Metan verimi Referans
Arthrospira maxima 173 mL gt UKM Inglesby, etal.,
2012

Arthrospira platensis

481 mL gt UKM

Mussgnung et al.,
2010

Mavi- yesil algler

366 mL gt UKM

Rui, et al., 2009

Chlamydomonas reinhardtii

587 mL gt UKM

Mussgnung et al.,
2010

Chlorella kessleri

335 mL g UKM

Mussgnung et al.,
2010

Chlorella sp., Pseudokirchneriella sp. ve | 0,28-0,60 m*kg/UKM | De Schamphelaire
Chlagmydomas sp. ve Verstraete,
2009
Chlorella sp., Scenedesmus, Euglena ve | 300-800 mL g UKM | Golueke etal.,
Oscillatoria 1959
Chlorella sp., Scenedesmus 170-320 mL g UKM Golueke et al.,
1957
Chlorella sorokiniana 212 mL gt UKM Polakovicova et
al., 2012

Chlorella vulgaris

240 mL gt UKM

Ras et. al., 2011

Chlorella vulgaris

189 mL g UKM

Polakovicova et
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al., 2012

Dunaliella sp.

440 mL gt UKM

Chen et al., 1987

Dunaliella salina

505 mL g* UKM

Mussgnung et al.,
2010

Durvillea antarctica

492 mL g UKM

Vergara-
Fernandez et al.,
2011

Euglena gracilis

485 mL g UKM

Mussgnung et al.,
2010

Microcystis sp. 70,33- 153,51 ml Zeng, S.J. etal.,
2010

Nannochloropsis oculata 204 mL gt UKM Buxy,S et al.,
2013

Nannochloropsis salina (yag ekstraksiyonu | 130 mL g UKM Park, S., Li, Y.,

yapilmis) 2012

Phaeodactylum tricornutum 0,35 L g* KOI Zamalloa,C. et

al., 2012

Scenedesmus obliquus

287 mL gt UKM

Mussgnung et al.,
2010

Scenedesmus obliquus 240 mL gt UKM Zamalloa,C. et
al., 2012
Scenedesmus sp. 170 mL gt UKM Gonzalez-
Fernandez C. et
al.,2012
Scenedesmus sp. ve Chlorella sp. 143 mL g UKM Yen, HW. , D.E.
Brune, 2007
Spirulina maxima 320 mL gt UKM Chen et al., 1987
Spirulina  platensis UTEX1926 0,40 m’kg Converti,A. et al.,

2009,

Atiksuda biiyiimiis mikroalgal topluluk

497 mL gt TKM

Salerno, M. et al.,
2009

2.4.1. Mikroalglerin Anaerobik Par¢alanmasini Etkileyen Baslica Faktorler

2.4.1.1 Hiicre duvan parcalanabilirligi

Seliiloz, hemiselilloz ve pektinden olusan karmasik mikroalg hiicre
duvari, bakteriler tarafindan zor parcalanmakta, bu durum anaerobik
pargalamanin fizibilitesi i¢in biyokiitle 6n iglemini 6nemli bir adim yapmaktadir.
Substratlara uygulanan fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6n islemler, biyokiitlenin

anaerobik pargalanabilirliligini artirmaktadir.

Golueke et al. mikroalglerin anaerobik ciiriitiiclide bozulmadan kalma
yetenegini gostermistir (Golueke, 1957). Arastirmacilar mikroalg hiicrelerinin
etkili bir sekilde bakteri saldirilarina kars1 direng gosterdigini ve ciiriitiiciide 30
giinliik hidrolik bekletme zamaninin ardindan ¢iiriitiicii icerisinde zarar gdrmemis

mikroalg hiicrelerinin bulundugunu belirtmistir. Yapilan bir diger ¢aligmada ise,
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45 giin sonra giiriitiiciiniin i¢inde halen zarar goérmemis hiicreler bulmustur
(Zhou, 2009). Anaerobik ciiriitiicii i¢erisinde zarar gérmeden en uzun siire kalan
mikroalg hiicreleri Mussgnung et al tarafindan bildirilmistir. Calismalarinda, 6
aym ardindan mikzotrofik ¢ogalmaya doniismiis olan canli Scenedesmus
hiicreleri gozlenmistir (Mussgnung, et al., 2010)

Mussgnung et al. tarafindan yapilan galismada, anaerobik pargalama
islemindeki hiicre duvarmin roli vurgulanmistir (Mussgnung, 2010). Elde
ettikleri sonuglar, yiiksek miktarda gaz iiretiminin, ya hiicre duvari olmayan ya
da proteinden olusan hiicre duvarmna sahip mikroalg tiirlerinden meydana
geldigini gostermektedir. Gaz liretiminin, yar1 seliiloz igeren karbonhidrat bazli
hiicre duvarina sahip mikroalg tiirleri i¢in azaldig1r gbzlenmistir. En diisiik gaz
tiretimi biyopolimer igeren sert hiicre duvarina sahip S. obliquus tiiriinden elde
edilmistir. S.obliquus 'ta hiicre duvar1 parcalanmasina hi¢ veya ¢ok az rastlanmig
ve substrat tarafindan c¢ok az bir gaz iretilmistir. Yazarlar hiicre duvar
pargalanmasinin anaerobik parg¢alanma siiresince iiretilen gaz miktartyla kuvvetli

bir iligkisinin oldugu yoniinde bir sonuca varmistir (Mussgnung, et al.,2010).

Golueke ve Oswald, mikroalgal tiirlerinin termal limitlerinin lizerine
c¢ikilarak hiicre par¢alanmasina neden olan bir 1s1 6n islemi ¢alismistir (Golueke
and Oswald, 1959). Daha sonra Chen ve Oswald, bu 6n isleme ek olarak
mikroalgal biyokiitleyi farkli uzunluklarda sodyum hidroksit'e maruz birakarak
kimyasal on islem ile kombinlemislerdir. Biitiin sonuglarda, 6n islemsiz
biyokiitlenin en diisiikk biyogaz verime sahip oldugu gézlenmistir (Chen and
Oswald, 1998). Mikroalgal biyokiitleden en iyi sonug, pH'in sodyum hidroksit ile
yiikseltilmeden, 100 °C de 8 saat 1siya maruz birakilmasiyla elde edilmistir. Bu
on islem, gaz verimini , on islemsiz mikroalgal biyokiitleye kiyasla, %33
arttrmistir. Bu ¢alismada ayrica ¢iiriitiiciiye eklenen 6n islemsiz mikroalgal
biyokiitlenin %60'nin, hiicre duvarlarinin pargalanabilirliliginin zorlugundan
dolayt1, parcalanmadan kaldig: belirtilmistir (Chen and Oswald, 1998). Gonzalez-
Fernandez et al.'in yaptigi daha giincel bir ¢alismada, Scenedesmus tiiriine
uygulanan termal o6n islemin metan potansiyelini arttirdigi belirtilmistir
(Gonzalez et al., 2012a). On islemsiz mikroalgal biyokiitleye kiyasla, 70 °C de,
%9'luk bir artis gdzlenirken; 90 °C de %57'lik bir artis gdzlemlenmistir.
Gonzalez-Fernandez et al.'in yaptig1 bir diger ¢caligmada, organik yiikleme hizinin
ve 90 °C de 1 saatlik termal 6n islemin etkisi incelenmis, ve sirasiyla 1 ve 2.5 kg
COD m?® organik yiikleme hizinda 2.0 ve 3.4 kat metan iretiminde artig
goriilmistiir (Gonzalez et al.,2013). Yapilan bir diger calismada ise, termal
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hidroliz ile, metan veriminde %46 dan %62 ye kadar bir artis gozlenmistir
(Alzate et al., 2012). Bu verilere ragmen, De Schamphelaire ve Verstracte
yaptiklar1 ¢alismada, 80 °C de 2.5 saatlik termal 6n isleme birakilan Chlorella,
Pseudokirchneriella ve Chlamydomonas karisik mikroalg tiirlerinden gaz artisi
alamamislardir (De Schamphelaire and Verstraete, 2009). Bu durum, yapilan her

caligmanin sonucunun tiirden tiire farklilik gosterdigini ispatlamaktadir.

Samson ve Leduy, 1s1 ve sodyum hidroksit ilaveli termo-kimyasal,
mekanik ve ultrasonik parcalamali 6n islem yontemleri incelemistir. Yazarlar, 50
°C de %20 substrat ¢oziiniiliirliigii elde ederken, 150 °C de bu orami %43 e
cikarmuslardir. Yaptiklar1 deneylerin sonuglari, ultrasonik 6n islemin 150 °C lik
termal 6n islem ile benzer sonuglar verdigini gostermistir. Ultrasonik 6n islem
icin harcanan zaman (10 dk), termal 6n islem ile harcanan zamanla (1 saat)
kiyaslandiginda, ultrasonik 6n isleminin kisa uygulama siiresinden dolay: daha
avantajli oldugu savunulmustur. Hem Paris ve Oswald hem de Samson ve Leduy,
eklenen sodyum hidroksitin mikroalgal biyokiitlenin anaerobik par¢alanmasi igin

verimsiz oldugunu belirtmistir. (Samson and Leduy, 1983)

Gonzalez-Fernandez et al. mikroalgal biyokiitle {izerinde sonikasyon ©6n
isleminin etkisini incelemistir. Farkli gii¢ seviyelerinde 20 Hzlik frekanslarda 6n
islemeé maruz birakmis tim mikroalglerin metan iiretiminde artis
gdzlemlenmistir. On islemsiz mikroalgal biyokiitleye kiyasla, toplamda
biyopargalanabilirlilikte %44 lik bir artig rapor edilmistir (Gonzalez-Fernandez,
2012b).

Samson ve Leduy, alternatif bir on islem olan, biyokiitlenin
dondurulmasimin mikroalgler {izerinde etkisini incelemistir. Bu c¢alisma ile
coziinlirlillikte %26 lik bir artis oldugunu belirtmistir (Samson and Leduy,
1983). Bu durum, mikroalglerin hiicre duvarlarinin buz kristalleri tarafindan

zarar gormesinden kaynaklanmaktadir.

Keymer et al., yiiksek basingta termal hidroliz 6n islemi uygulamistir
(160 °C de 6 bar basing). 20-30 dakikalik prosesin sonunda, basing yavasca
diisiiriilmiis ve basing fark: hiicrelerin parcalanarak hiicre iceriklerini birakmasina

neden olmustur (Keymer et al., 2013)

Silva (2014)’de yaptig1 bir ¢aligmada; mikrodalga, sonikasyon, ve

otoklav ile on islemlere maruz birakilmis mikroalglerin biyoenerji verimini
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kiyaslanmis ve en yiiksek verimin siras1 ile mikrodalga, otoklav ve sonikasyon 6n

isleminden saglandigini belirtmistir.

Mikroalglerin metan potansiyelini artirmak i¢in kullanilan ¢esitli
mekanik, fiziksel, termal ve kimyasal yontemler yiiksek enerji gereksinimlerine
sahiptir. Baz1 yazarlar, mikroalg biyokiitlesine yapilan 6n islem i¢in harcanan
enerji tikketiminin, mikroalgal biyokiitleden elde edilen enerjiye esit ya da daha
yiiksek oldugunu belirtmistir (Lakaniemi et al., 2013; Lee et al., 2012)

Yen ve Brune, yaptig1 arastirmalarda 6n islem ile kullanilan enerjinin,
CH, artisindan gelecek enerjiden daha yiiksek oldugunu belirtmistir. Kullanilan
on islemin aslinda 0 faydaya sahip oldugunu belirterek, algal biyokiitleden
biyogaz eldesi i¢in kalin hiicre duvart icermeyen mikroalglerin kullanilmasini
onermistir (Yen and Brune, 2007).

2.4.1.2 Karbon / Azot orani (C/N)

Anaerobik bakteriler karbonu enerji elde edebilmek i¢in kullanmaktadir.
Azot ise bakterilerin biliylimesi ve ¢ogalmasi i¢in gerekli olan diger bir maddedir.
Ortamdaki C/N yiiksek ise, hizla tiiketilerek bakterilerin verimini diisirmekte ,ve
gaz cikisini yavaslatmaktadir. C/N diisiik ise, azot amonyak olarak ac¢iga c¢ikarak
pH' yiikseltmekte ve toksik etki yaratmaktadir. C/N oranin 20'nin altinda olmasi
durumunda, anaerobik bakteri toplulugunda karbon ve azot gereksinimleri
acisindan bir dengesizlik olusmaktadir (Sialve et al., 2009). Bu dengesizlik,
parcalanma sirasinda amonyak forumunda azot salinimina neden olmakta, bu
durum ise metajonik bakteriler i¢in engelleyici bir ortam yaratarak ugucu yag

asitlerinin ¢iiriitiicli i¢erisinde birikimine neden olmaktadir (Sialve et al., 2009).

Diisiik C/N oranlarinin yarattigi sorunu asmak icin, bazi arastirmacilar
birlikte-sindirme (co-digestion) yontemini kullanmaktadir. Bu yontem ile,
mikroalgal biyokiitle ¢iiriitiiciiye baz1 diger atik sular veya biyokiitleler ile
eklenerek, C/N oranimi arttirmaktadir. Saxena et al., yesil ipliksi mikroalg
biyokiitlesi ile inek giibresi takviyeli su slimbiiliiniin birlikte-sindirilmesi ile

metan liretiminde artis gdzlemistir (Saxena et al., 1984).

Ramamoorthy ve Sulochana (1989), Zygogonium tiiriine ¢esitli
miktarlarda eklenen inek giibresinin etkisini incelemistir. Shuchuan et al , mavi

yesil alg ile misir sapinin birlikte pargcalanmasi ile metan miktarinda 6nemli bir
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artis oldugunu belirtmistir. Samson ve Leduy, kanalizasyon ¢amuru ile Spirulina
maxima'nin yari yartya karistirilmasi ile 2 kat gaz artis1 gozlemlemistir (Samson
ve Leduy , 1983). Yaun et al. kentsel atiksu katilari ile sirasiyla Chlorella sp. ve
Spirulina platensis tiirlerini birlikte-sindirme yapmis ve metan potansiyelinde
artis oldugunu belirtmistir (Yuan et al., 2012).

Salerno et al. tarafindan yapilan baska bir ¢alismada, kentsel atiksuda biiyiimiis
mikroalg ile soya yagmin birlikte-sindirilmesi gaz miktarinda artis saglamistir
(Salerno et al., 2009).

Yen ve Brune (2007), Scenedesmus ve Chlorella tiirlerinin karigiminin
C/N oranmni arttirmak i¢in kagit atifinin eklenmesinin basarili bir yontem
oldugunu belirtmistir. Yaptiklar1 ¢aligmada, kagit atiginin eklenmesiyle C/N
oraninin 6.7 den 36.4 e ¢ikmaktadir. Bu deneyde en iyi sonug¢ %50 kagit atigi,
%50 mikroalgal biyokiitle karisimindan elde edilmistir. Bu kombinasyonun C/N
orani 18 iken, giinliik biyogaz iiretimi 1170 + 75 mL/giin olarak gézlenmistir.
Sadece mikroalg iceren anaerobik parcalamadan elde edilen 573428 mL/giin
sonucuna kiyasla, atik kagit eklenmesi, gaz tiretiminde %350 bir artig saglamustir.
Yen ve Brune, anaerobik parg¢alama igin en iyi C/N oraninin 20:1 ve 25:1
arasinda degistigi sonucuna varmistir (Yen and Brune, 2007). Bu sonuglar Parkin
ve Owen'nin en iyi C/N oranmnin 20:1 ile 30:1 arasinda degistigini belirttigi

calisma ile de uyusmaktadir (Parkin and Owen, 1986).

Yen ve Brune artan C/N oraninin, toplam amonyak-azot inhibasyonunun
azalttigini belirtmistir (Yen and Brune, 2007). Ehimen et al., C/N oraninin 15 ve
altinda olmasi durumunda serbest amonyak-azot birikmesine neden olarak
anaerobik pargalama prosesine olumsuz etki yapabilecegini belirtmistir (Ehimen
et al. 2009). Deneyde kullanilan asir1 yiikksek C/N orani (36,4:1) ise yiiksek
ucucu yag asit konsantrasyonlarina neden olarak anaerobik pargalamay1
durdurabilmektedir. ~ Yiiksek C/N  oraninda, toplam  amonyak-azot
konsantrasyonu, anaerobik mikroorganizmalarin ihtiyaglari i¢in ¢ok az
kalmaktadir. Amonyak formunda nitrojenin minimum konsantrasyonunun,
anaerobik parcalamada bakteri toplulugunun gereksinimleri i¢in 50 ile 200 mg/L
arasinda degismesi gerektigi belirtilmistir (Parkin and Owen, 1986; Chen et
al.,2008).
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2.4.1.3 Amonyak- azot Toksisitesi

Amonyak-azot daha ¢ok protein ve iire seklinde, azotlu maddenin
biyolojik pargalanmasi ile elde edilir (Chen, et al., 2008). Mikroalglerde bulunan
yiiksek azot ve protein diizeyleri, anaerobik parcalanma sirasinda amonyak-
azotunun agiga c¢ikmasina yol agabilir. Iyonize olmamis amonyak (NH3z-N) ve
amonyak (NHj-N)-azot arasindaki denge, anaerobik ciiriitiicii i¢indeki pH yada
sicaklik degisiminden etkilenebilir. Sicaklik ya da artisi, dengenin daha toksik
olan iyonize olmamis amonyum-azotuna kaymasiyla (NH3z-N) bakteri
konsorsiyumuna zarar verebilir (Sialve et al., 2009). Amonyak toksisitesi metan
bakterilerini 2 yolla etkiledigi belirtilmistir:

Amonyum iyonu dogrudan metan sentezleme enzimini inhibe edebilir
veya hidrofobik amonyak azotu molekiilii proton dengesizligi veya potasyum
eksikligine neden olarak pasif olarak hiicre igine niifuz edebilir (Sialve et al.,
2009).

Amonyak azotu yiiksek seviyelerde toksiktir ve 1500-3000 mg / L
arasinda orta derecede inhibe bir etkiye sahiptir. 3000 mg / L iistiinde, amonyum
azotunun yarattigl inhibasyon etkisiye gaz iiretiminde bir diisiise yol acabilir
(Parkin, and Owen, 1986). Ciiriitiiciide bulunan metajonik suslar arasinda
(6rnegin: Methanospirillum hungatei, Methanosarcina barkeri,
Methanobacterium thermoautotrophicum, ve Methanobacterium formicicum), M.
hungatei tiirii amonyak-azot miktarina en hassas sus olarak olarak belirtilmistir.
Bu tiirde inhibasyon 4200 mg/L de goézlemlenirken, diger 3 susta inhibasyon
10,000 mg/L'ye kadar gézlemlenmemistir (Jarrell et al., 1987).

Metanojenler tarafindan ugucu yag asitlerinin kullanimi, sindirim
stabilitesini korumak icin hidrolitik ve asetojenik bakterilerinin iirettigi ugucu
yaglt asitleri ile dengelenmek zorundadir. Bu nedenle verimli ¢iiriitiicii
performansi, amonyak-azot konsantrasyonunun, birbiriyle iligkili bakterilerin
parcalama yapabilmesi i¢in inhibasyon limitlerinin altinda kalmasma baghdir
(Kayhaniyan, 1994).

2.4.1.4. Sulfiir Toksisitesi

Tath su mikroalgleri diisiik seviyede kiikiirtlenmis amino asit igerdigi

icin, pargalanmalar1 sirasinda diger substratlara kiyasla daha diisiik hidrojen
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stlfit salinim1 olur (Sialve et al., 2009). Biyogazin i¢inde bulunan hidrojen siilfit,
korozid etki yaratarak, gaz motorunun gii¢ jeneratorleri ve borular1 gibi yerlerine
zarar verebilmektedir. Siilfit disinda, siilfiir bilesikleri yiiksek konsantrasyonlarda
olmadiklar siirece anacrobik bakterilere zararli degildir. Siilfit ise, bakterilerin
hiicre metabolizmas igin diisiik konsantrasyonlarda gereklidir, ancak 200 mg/L
ve daha yliksek konsantrasyonlarda metan bakteri icin son derece zehirli
olmaktadir (Parkin and Owen, 1986). Ayrica, iyonize olmamis amonyak-azot
gibi, iyonize olmamus siilfit de, iyonize olmus siilfitten ¢ok daha fazla toksiktir.
Iki bilesigin arasindaki bag, pH ve sicakliga baglidir (Parkin and Owen, 1986).

Siilfat indirgeyici bakteriler, ortamdaki asetat ve hidrojen i¢in metan
bakterileri ile rekabet halindedir. Siilfat indirgeyici bakteriler, asetat i¢in
metanojenlerden daha yiiksek afiniteye sahiptir ve diisiik asetat
konsantrasyonlarinda iistiin gelmektedirler (Bitton, 1994). Siilfat indirgeyiciler ve
metanojenler COD/SO,4 oraninin 1,7 ile 2,7 arasinda oldugunda rekabet haline
girerler. Bu oranin artigi, metanojenlere bir avantaj saglarken; diistisii ise siilfat
indirgeyicilerine avantaj saglamaktadir (Bitton, 1994). Aspe ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢alisma, metan fermantasyon inhibasyonun COD/SO4 oranimn 0,5 ten
az oldugu zamanlarda oldugunu géstermistir (Aspe et al., 1997).

2.5 Atiksu Akiminda Yetisen Mikroalgler

Mikroalglerin bilyiimesi i¢in ihtiya¢ duydugu besinler, mikroalgal
biyokiitle iiretimi i¢in en pahali etkendir. Mikroalgal biyokiitle iiretimi igin
yiiksek miktarda azot ve fosfora ihtiya¢ vardir. Lyovo ve arkadaslar1 (Lyovo,
2010), COq4sH1.83No.11P0o01 kompozisyonuna sahip mikroalg biyokiitlesinin 1
tona ulagmasi i¢in 45 kg azota ihtiyact oldugunu belirtmistir. Bu stokiyometrik
iliski analiz edildiginde, fosfor azot orani 11:1 olarak tespit edilmektedir. Bu
orana gore, her ton algal biyokiitle i¢in fosfor ihtiyacinin yaklasik 4 kg oldugu
ortaya ¢ikmaktadir. Bugiine kadar algal biyoyakit ham maddeleri iiretmek i¢in
tasarlanmis gok sayida alg yetistirme sistemleri Onerilmistir. Ornedin agik
havuzlar, cesitli fotobiyoreaktorler, ve raceway havuzlari gibi, fakat giiniimiizde,
biyoyakit elde etmek i¢cin minimum c¢evresel etki ile algal biyokiitle iiretmenin en
ekonomik yolunun atik su aritma havuzlart oldugu belirtilmistir (Dalrymple et
al., 2013).

Woertz et al. (2009), cesitli mikroalg cinslerinin dogal karisik

kiiltiirtiniin - atiksu aritma iglemleri sirasinda meydana gelebilecegini belirtmis ve
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atiksu aritma sistemlerinde en baskin cinslerin Chlorella, Micractinium ve
Actinastrum oldugunu rapor etmistir.

Algal biyokiitlenin {iretimi i¢in ucuz besin kaynaklari olarak
atiksular kullanilsa da, en yliksek verimde mikroalg iiretimi atik suyun karekteri,
alglerin orjinal yasam alanlar1 ya da yetistirme ortam kosullar1 gibi sartlara gore
degismektedir. Algler, kanalizasyon, hayvancilik atiklari, tarimsal-endiistriyel
atiklar ve endiistriyel atiklar1 gibi bir ¢ok atikta ¢ogalabilmektedir. Bunlara ek
olarak, domuz atiklari, gida proses fabrikalar1 atiklar1 ve diger tarimsal

atiklarinda da alg sistemleri ile ¢alisilmistir (Raouf, 2008).

Cizelge 2.3 Literatiirde mikroalg tiretimi i¢in kullanilan atiksu tiirleri ve teorik algal biyokiitle

miktarlar1 (Christenson, 2011).

Atiksu tiirii Azot® Fosfor” Teorik algal biyokiitle
(mgl™ | (mgl™ miktar1 (g)**
Evsel atiksu (Zayif) 20° 4 0.3
Evsel atiksu (Orta) 40° 8 0.6
Evsel atiksu 85° 15 1.4
(Giiglii)
Sigir besi (feedlot) 63 14 1.0
atiksuyu
Siit iiriinleri atiksuyu 185 30 2.9
Kiimes hayvanlar1 besi 802 50 5.7
atiksuyu
Kahve tiretimi atiksuyu 85 38’ 1.3
Kola fabrikasi atiksuyu 757 0.5 0.1
Damitim atiksuyu 2700° 680" 42.8
Kagit fabrikasi atiksuyu 11° 0.6 0.1
Dericilik atiksuyu 273 21" 2.4
Tekstil atiksuyu 90 18 14
Sarapcilik atiksuyu 110 52 1.7

*Toplam Kjeldahl azot, "Toplam fosfor, © C1o5H15104sN16P formulu baz alinarak
91 litre atiksudaki azor ve fosfor baz almarak, ¢ Toplam azot,

" Fosfat formunda (PO4-P)

About-Shanab et al. (2013), yaptiklart ¢alismada, 6 farkli mikroalg
tiirliniin biiyliimesine domuz ahir1 atiksuyunun etkisini incelemis, ve bu atiksuyun

diisiik azot ve fosfor igerigine ragmen, mikroalgal biyokiitlede bir artis
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gbzlemlemistir. Wang et.al yaptigi ¢alismada ise, ayni atiksuyun farkli islemler
yerlerinden alinan bélgelerin mikroalg biiylimesine olan dnemini gostermistir. Bu
calismada, yerel atiksularin dort farkli noktasindan alinan atiksu o6rneklerinde
Chlorella sp.'nin biiyiimeye olan etkisi incelenmistir. Sonuglar, besin agisindan
zengin konsantre (centrate) atiksuyunun mikroalg yetistirilmesi i¢in en uygun
atiksu alim noktast oldugu belirlenmistir (Wang, 2010). Lee et.al (2012) yaptig1
calismada ise konsantre atiksuya otoklav 6n islemi yaparak, 6n islemsiz atiksu
ve sentetik ortam ile karsilastirma yapmistir. 14 giinliik ¢alismanin sonucunda,
algal bliylime veriminin, on islemli ve 6n islemsiz atiksuda, sentetik ortama
kiyasla daha yliksek oldugu goézlemlenmistir.

Franchino et al. (2013), sigir ¢amur ve ham peynir alti suyunun
anaerobik c¢iiriitiillmesinden sonra olusan sivida, 3 farkl alg tiirlinlin biiyiimesini
incelemistir. Atiksular belirli oranlarda seyreltilerek, mikroalgler i¢in biiyiime
ortami olarak kullanilmistir. Sonugclar, tiim tiirlerde 1:10 seyreltmenin en yiiksek

biiylime hizina neden oldugunu gostermistir (Franchino et al., 2013).

Atiksuda biiyiiyen tiirler, atik suyun karakteri, alglerin orijinal yasam
alanlar1 ya da aritma sisteminin iklim kosullar1 gibi degisik faktorlere gore
degismektedir . Bazi durumlarda, cesitli mikroalg kiiltiirlerinin kendiliginden
meydana gelmektedir. Bu nedenle, ¢esitli atiksu akimlarindan izole edilebilecek
mikroalgler/siyanobakteriler, yeni suslar segmek igin ya da az bilinen tiirler ile
ilgili aragtirma yapmak icin ¢ok faydali bir alandir.

Sonu¢ olarak, yapilan caligmalar baz alindiginda, mikroalgal
biyokiitleden biyogaz {iretiminin, diger hammaddelerle rekabet edebilecek
potansiyele sahip oldugu goriilmektedir. Bu amacla, bu ¢alismada, maya
atiksuyunda Gtrofikasyon ile ilireyen mikroalgal biyokiitlenin ayni fabrikanin

maya ¢amuruna katilmasiyla, biyogaz miktarina olan etkisi incelenmistir.
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3.MATERYAL VE METOT
3.1. Biyokiitle tayini

Calismanin baslangi¢ asamasinda on denemelerde Ege Universitesi
Mikroalg Kiiltiir Koleksiyonu EGEMACC38 no’ lu Spirulina platensis érnekleri
kullanilmustir. S. platensis kiiltiirleri, (Ege-MACC) Ege tiniversitesi — 6zel sektor
igbirligi ile kurulmus bir sirket olan EGERT pilot tesislerinde {iretilmis ve
kurutularak toz haline getirilmistir. Karisik mikroalg tiirleri ise, Pakmaya maya
fabrikasinin son aritma havuzunda otrofikasyon sonucu iireyen dogal karisik
kiltirden toplanmis ve izole edilmistir. Mikroalgin izole edildigi maya
atiksuyunun KOI'si 7000-8000 mg/lt, pH"1 5,5-6,5 , VFA'st 2000-3000 mg/l,
stilfat1 500-1000 mg/l, toplam Kjeldahl azotu 300-500 mg/l, ve toplam amonyak
azotu total (TAN) 100-300 mg/I ‘dir.

Isik mikroskobunda morfolojik analizlere dayanarak tiirler; Chlorella
sp., Scenedesmus sp. ve Oscillatoria sp. olarak belirlenmistir. Biyokiitle arttirimi
icin, karisik mikroalgler BG-11 ortaminda {iiretilmis ve atiksudan izole edilen
mikroalgler laboratuar ortamina uyumlu suslar haline getirilerek sabit bir

karakterizasyon kazandirilmistir.
3.1.1 Spirulina platensis

Spirulina platensis ipliksi, spiral yapiya sahip, sodali gol ve goletlerde
yetisebilen siyanobakterilerdir. %50 den fazla protein igerigi, Spirulina platensis'
i (=Arthrospira), en fazla kiiltirii yapilan, kozmetikte, tipta, insan ve hayvan
gidasi olarak cesitli sanayi alanlarinda yaygin olarak kullanilan bir tiir yapmustir.
Hiicre duvarmin % 86’s1 sindirilebilir  polisakkaritten olusmasi, anaerobik
sistemler igin de bir avantaj yaratmaktadir (Y1lmaz ve Duru, 2011).

Cizelge 3.1 Spirulina platensis organik hiicre icerigi (Tornabene, 1985)

Protein (%) Yag (%) Karbonhidrat (%)

50 16.6 8.8
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Sekil 3.1 Spirulina platensis, 1s1k mikroskobu gériintiisii, 40x

3.1.2. Oscillatoria sp.

Mavi-yesil algler igerisinde bulunan Spirulina sp. gibi, Oscillatoria sp. de hizli
gelisen siyanobakteriyel cinslerden biridir, ve ismini yaptig1 osilasyon
hareketinden alir. Icerdigi pigmentler, yag asitleri, karbonhidratlar, proteinler ve
diger bir¢ok degerli bilesikleri tiretmeleri nedeniyle cesitli calismalarda sik¢a
kullanilmaktadir (Y1lmaz ve Duru, 2011).

Cizelge 3.2 Oscillatoria sp.'nin organik hiicre icerigi (Nagle et al., 2010)

Protein (%) Yag (%) Karbonhidrat (%)

50.96 11.3 28.82

Sekil 3.2 Oscillatoria sp, 151k mikroskobu goriintiisii, 63x
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3.1.3. Scenedesmus sp.

Scenedesmus sp. , tatl su alglerinin en sik goriilen cinslerinden biridir.
2' nin katlarinda koloni olusturabilen, mikroskobik, yesil alg cinsidir.
Scenedesmus sp.” nin yag igerigi, genellikle biyodizel hammaddesi olarak
kullanilmasini saglamigtir (Violeta Makareviciené, V. 2011).

Cizelge 3.3 Scenedesmus sp. organik hiicre icerigi (Yeterli azot varliginda, tath
suda) (Tadros, G.M. 1985)

Protein (%) Yag (%) Karbonhidrat (%)

30.2 20.3 29.8

Sekil 3.3 Scenedesmus sp., 1s1k mikroskobu goriintiisii, 63x

3.1.4. Chlorella sp.

Chlorella sp., tek hiicreli bir yesil alg cinsidir. Kiiresel sekilde, 2-10 pm
capa sahip, flagellasiz bir tirdiir. Chlorella sp., kloroplastlarinda yesil
fotosentetik pigmentler icermektedir (klorofil-a ve -b). Biyokimyasal hiicre
icerigi ve fotosentez verimliliginden dolayi (teorik olarak % 8), seker kamis1 gibi
diger yiiksek verimli bitkiler ile karsilastirilabilir bir potansiyele sahiptir. Bu
durum Chlorella sp.’yi alternatif bir gida ve enerji kaynagi olarak dikkat ¢eken
bir tiir yapmaktadir (Zelitch, I. 1971). Ancak, 1960 yillarinda bilim adamlari
tarafindan yapilan calismalarda, Chlorella sp.' nin barindirdiklar1 sert hiicre
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duvarlarindan dolay1 insanlar ve diger hayvanlar tarafindan sindirilmesinin

neredeyse imkansiz oldugu belirtilmistir (Belasco, W. 1997)

Cizelge 3.4 Chlorella sp. igerigi (Yeterli azot varliginda, tath suda) (Tadros, M.
1985)

Protein (%) Yag (%) Karbonhidrat (%)

51.2 15.3 12.3

Sekil 3.4 Chlorella sp., 1s1tk mikroskobu goriintiisii,63%
3.2 Kiiltir Ortamlari

Karigik mikroalg kiiltiirleri i¢in Blue-Green algae (BG-11) kiiltiir
ortamlart distile su ile hazirlanarak otoklavda 121 °C' de 20 dakika boyunca steril
edilmistir. Istenilen biyokiitle elde edilene kadar kargik kiiltir BG-11 de

saklanmistir.
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Cizelge 3.5 BG-11 ortaminin kompozisyonu

Kimyasalin ad1

0/1000 mL distile su

1 NaNO; 150
2 K,HPO, 4
3 MgSO,-7H,0 7,5
4 CaClzszo 3,6
5 Sitrik asit 0,6
6 Ferrik Amonyum Siilfat 0,6
7 EDTA (disodyum tuzu) 0,1
NaCO, 2

Iz Metal Cozeltisi (AS+
Co)

0/1000 mL distile su

H;BO; 2,86
MnCl, 41,0 1,81
ZnSO, 7H,0 0,222
NaMoO, 2H,0 0,39
CuSO, 5H,0 0,079
Co(NO;), 6H,0 0,0494

3.3 Kiltiirlerin hazirlanmasi

BG-11 kultir ortamlart

Maya atik su aritma tesisinin son havuzundan alinan karisik kiiltiirler 6nce

cam siselerde otoklavlanarak steril edilmistir.

BG-11 agara ekilerek 1 hafta boyunca beklenmistir. Tiirler agar iizerinde
kolonilestikten sonra, saflastirilmak {izere, cam tiliplerde inkiibasyona
birakilmistir. 7 giin sonunda 300 mL' lik erlenlere ekim yapilarak, hacim
arttirilmis, ve 1 L' lik siselerde Scenedesmus sp. ve Chlorella sp. iiretimi
icin ag1 kiltiirii hazirlanmistir. Oscillatoria sp. tiirii ipliksi bir yapiya sahip
oldugu icin, homojen hiicre siispansiyonu saglanamamaktadir. Bu yiizden
optik yogunluk ve hiicre sayimina uygun olmamasindan dolayi, biiylime
egrisi belirlenememis, 5 ve 10 litrelik cam siselere alinarak biyokiitle

tiretimi i¢in bilylimeye birakilmistir (Sekil 3.5)
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Sekil 3.5 Karisik mikroalg as1 kiiltiirlerinin hazirlanmasi: 1-BG-11 agara ekim, 2- Cam tiiplere
ekim, 3- 300 mL erlenlerde inkiibasyon, 4- 5L siselere hacim arttirilmasi, 5- 10L
siselerde tiretim, 6- Torba tiretim (30L)

Ast Kkiiltlirleri ve karigitk mikroalg biyokiitlesi tretimleri 24+2° C
inkiibasyon kabinlerinde siirekli 151k (24 saat aydinlik) ve sicaklik ayarlari siirekli
kontrol altinda inkiibe edilmistir. Isik kaynagi olarak Philips marka (18W/54)
floresan lambalar kullanilmis ve 1s1tk miktar1 27 umollmzsn olacak sekilde

siselerin etrafina yerlestirilmistir.

Scenedesmus sp. ve Chlorella sp. tiirlerinin biiyiime egrilerinin
belirlenmesi igin 1' lik havalandirmali siselerin agzi, olusabilecek kontaminasyon
ve buharlagmay1 dnlemek amaciyla pamuk ile kapatilarak aliiminyum folyo ile
kaplanmustir. Siseler 121 °C' de 20 dakika otoklavda steril edilmistir. Daha sonra,
7 glin inokulasyona birakilmig as1 kiiltiirlerinden, 1' lik hacimde iiretim giselerine
1:5 (h/h) oraninda ekim yapilmistir. 21 giin boyunca, biiyiime egrisi olusturma
icin optik yogunluk, hiicre sayimi, ve klorofil-a tayini analizleri yapilmistir.
Scenedesmus sp. ve Chlorella sp. igin olusturulmus as1 kiiltiirleri, 5 ve 10 litrelik

siselere alinarak biyokiitle eldesi i¢in biiylimeye birakilmistir.
3.4. Gen Analizi

Izole edilen mikroalg tiirlerinden, ZRFungal/Bacterial DNA kiti ile
genomik DNA izolasyonu yapilmistir.

50- 100 mg (yas oOrnek) mikroalg hiicresi, 200 pl su veya izotonik
tampon (6rnegin; PBS) ZR BashingBead™ Lysis Tube igerisine igerisinde
coziilerek, lizerine 750 pl Lizis Solusyonu eklenmistir. Tiipler maksimum hizda 5

dak. vortekslenerek , hiicrelerin pargalanmasi saglanmigtir. ZR BashingBead™
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Lysis Tiipti >10,000 x g 1 dak. santrifiijlenmistir. Daha sonra 400 pl siipernatant
Zymo-Spin™ [V Spin Filter (turuncu kapakli) kolletor tiipe aktarilarak 7,000
rpm 1 dak santrifiij yapilarak, kolektor tiibe ilave edilmistir. Zymo-Spin™ IIC
Column kolektor tiipii i¢erisine yerlestirilerek, 800 pl karisimdan ilave edilmistir.
10,000 x g 1 dak. santrifiij edildikten sonra, kolektor tiipiindeki sivi

uzaklastirilarak, islem tekrar edilmistir.

Zymo-Spin™ JIC Column yeni kolektor tiipii igerisine yerlestirilerek,
filtre lizerine 200 ul DNA Pre-Wash Tamponu ilave edilmistir ve 10,000 x g 1
dak santrifiijlendikten sonra 500 ul Fungal/Bacterial DNA Wash Tamponu ilave
edilerek, tekrar ayni sekilde santrifiijlenmistir. Daha sonra Zymo-Spin™ IIC
Column 1,5 ml ependorf igerisine dikkatlice yerlestirilerek, tizerine 100 ul DNA
Elution Tamponu ilave edilmistir ve 10,000 X g 30 saniye santrifiijlenerek filtrede

tutulan DNA toplanmuistir.

Bu ii¢c yontem ile elde edilen DNA’lar agaroz jel elektroforezi
yontemiyle (Yatay Elektroforezi (Scie-Plas), Gii¢ Kaynagi (Consort EV265)
gozlenmistir. Jel elektroforezi igin %1 ’lik agaroz jel hazirlanmis ve 6rnekler 80
V, 35 mA ve 3 W’da 1 saat yliriitilmiistiir (Sekil 3.4 ).

Daha sonra syber safe ile boyanan jel UV transiliminatoér yardimiyla
goriintiilenmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.6 Agaroz jel elektroforezi

PCR sonuglarinin dizi analizi REF-GEN Gen Arastirmalar ve
Biyoteknoloji Ltd. Sti tarafindan yapilmistir. Sonuclar NCBI-Blast programi

yardimiyla degerlendirilmistir.



29

3.5 Mikroalglerin hasat edilmesi

5 ve 10 litrelik cam siselerde iiretilen karisik mikroalgler, ¢anak tipi
separator ile 10 000 rpm de santrifiij edilmistir. Elde edilen mikroalg biyokiitlesi
-20 °C' de dondurularak liyafilizatorde kurutulmus, 6n islem igin +4 °C' de

saklanmustr.

Sekil 3.7 Canak tipi separator

3.6 Biiylime Grafiklerinin Elde Edilmesi

Tiim analizler 2 tekrarli olarak yapilacak sekilde 21 giin boyunca Chlorella sp. ve
Scenedesmus sp. kiiltiirlerinden 5 mL 6rnek alinarak optik yogunluk 6l¢timii,
klorofil-a tayini, ve hiicre sayimi yapilarak kiiltiirlerin canliligi kontrol edilerek

bliylime grafikleri hazirlanmistir.
3.6.1. Optik yogunluk 6l¢limii

Mikroalglerin hiicre yogunluklarimin 6l¢iimii Ultrospec pro 1100 UV/
Visible spektrofotometre cihazi kullanilarak yapilmistir. 18 giin boyunca
mikroalg kiiltiirlerinden alinan ornekler 680 nm'de optik yogunluklar
Olgtilmiistiir.

3.6.2. Klorofil-a tayini

Optik yogunluga dayali yontemlerle hiicre sayisinin belirlenmesinde pek

cok hata kaynagi olabilmektedir. Kiiltiiriin aksenik olmamasi ya da sterilligin
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bozulmasi gibi etkenler optik yogunlugun farkli degerlerde 6lgiilmesine neden
olabilmektedir. Bu nedenle optik yogunluk analizinin dogrulanmasi i¢in klorofil-

a tayini yapilmistir.

Scenedesmus sp. ve Chlorella sp.'den 2,5 mL alinan 6rnek 0,45 um’ lik
filtre kagidindan vakum pompasi yardimu ile filtre edildikten sonra (Sekil 3.8), 15
mL' lik santrifiij tiipiine alinmistir. Uzerlerine 2,5 mL %100'lik metanol
eklenerek 5 dakika boyunca 80 °C'de su banyosunda bekletilmistir. Daha sonra
3000 rpm'de 5 dakika santrifiij edilen tiiplerden alinan sivi, spektrofotometre

kiivetine dokiilerek 665 nm ve 750 nm' deki absorbanslar1 6l¢iilmiistiir.
Klorofil-a miktar1 asagidaki formiile gore hesaplanmistir:

Klorofil-a miktari (mg/mL)=(Absorbansges - Absorbanszsg )x13,9

Sekil 3.8 0,45 pm’ lik filtre kagidindan vakum pompasi yardimu ile filtrasyon

3.6.3.Mikroskobik hiicre sayimi

Mikroskobik hiicre sayimi: Neubauer kamarasi kullanilarak yapilmigtir (Sekil
3.9). 200 pL 6rnek pipet yardimiyla alinarak, kamaraya doldurulmustur. flerleyen
giinlerde artan hiicre yogunlugu ile, drnek belirli oranlarda seyreltilerek sayim
gerceklestirilmistir. Kamarada belirlenen 16 kii¢iik karenin olusturdugu 1 biiyiik
karedeki hiicreler sayilip, ¢ikan saymn 10 ile garpilmasiyla mL’deki hiicre

say1s1 hesaplanmistir (h/mL).
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Sekil 3.9 Neubauer Sayim kamarasi (9x10™ ml)

3.7. Saflagtirilan mikroalg tiirlerinin biyokimyasal kompozisyonunu belirlenmesi

Atik su aritma tesisinden izole edilen tiirlerin, BG-11 Kkiiltiir susuna

dontistiirtildiikten sonra yag- seker- protein igeriklerine bakilmistir.
3.7.1. Modifiye Bligh and Dyer yontemiyle yag analizi

Toplam yag, liyofilize edilmis mikroalg biyokiitlesinden modifiye Bligh and
Dyer methodu ile ekstre edilmistir (Bligh,1959). Dondurulup kurutulmus
hiicreler ( 100 mg) 15 mL lik santrifiij tiiplerinde tartildiktan sonra, ekstraksiyon
icin, 4 mL kloroform: metanol (2:1), ve 0.4 mg/mL butile hidroksitoliien (BHT)
tiipere eklenmistir. Tiipler oda sicakliginda gece boyunca hafif c¢alkalanmaya
birakilmigtir. Daha sonra tiipler 1500 xg de 15 dakika santrifiij edildikten sonra,
ekstre edilmis yag igeren silipernatanta 3 mL ultra saf su eklenerek 1 dakika
boyunca yavasca ¢alkalanmis ve metanolden ayristirilmistir (Sekil 3.10).

Sekil 3.10 Ultra saf su eklendikten sonra olusan metanol-yag fazi
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Olusan 2 faz dikkatli bir sekilde ayrildiktan sonra, altta kalan yag ve
diger coziiciileri iceren faz, 0,20 um enjektor filtreden gecirilerek balon jojeye
aktarilmistir.  Daralar1 alinmig balon jojeye aktarilan ¢odzgenli sivi, donen
buharlastiric1 (Stuart, RE300, UK) kullanilarak su banyosunda (30 °C) ¢6zgenin
uzaklastirilmast saglanmistir (Sekil 3.11). Lipid konsantrasyonu, gravimetrik

olarak belirlenmistir.

Sekil 3.11 Modifiye Bligh and Dyer yontemiyle yag miktarinin belirlenmesi: 1. Olusan yag-su
fazi, 2. Balon jojeye aktarilan yag fazi, 3. Stuart, RE300 donen buharlastirici kullanilarak su
banyosunda (30°C) buharlastirma.

Tiirlerde bulunan mikroalgal yag ytlizdesi agagidaki formiille hesaplanmstir:

A
* 100

[d.6]
A: Bos balon joje (g)
B: Buharlastirmadan sonraki balon jojenin agirlig1 (g)
C: Proseste kullanilan hiicre miktari (g)

3.7.2. Toplam seker analizi

Izole edilen kiiltiirlerin seker igerigini belirlemek igin toplam seker analizi
yapilmistir (Ammar et al., 2013).
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Cizelge 3.6 Toplam seker analizi i¢in kullanilan kimyasallar ve hacimleri.

Standartlar (mL)
Kimyasal Kor 1 2 3 4 5 Ornek
% 0,1'lik glikoz - 0,2 04 0,6 0,8 1 1
Distile su 1 0,8 0,6 0,4 0,2
% 5' lik fenol 1 1 1 1 1 1 1
% 96' lik Siilfirik asit 5 5 5 5 5 5 5

% 0,1' lik glikoz ¢ozeltisi ve % 5' lik fenol ¢ozeltisi hazirlanmistir.7 adet
cam deney tiipli, (kullanilarak yukardaki tabloda belirtilen miktarlarda ¢6zeltiler
ilave edilmistir. )birincisi kor, 2-6 arasi tiipler standart ve 7. tiip 6rnek olacak
sekilde dizilmis, ve sirasiyla 0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1 ve 1 mL % 0,1'lik glikoz
cozeltisi eklenmistir. Tiim tiipler distile su ile 1 mL ye tamamlanmigtir. Daha
sonra tiim tiiplere 1 mL % 5 'lik fenol ¢ozeltisi ve 5 mL derisik siilfirik asit
eklenerek vortekslenmistir. 10 dakika oda sicakliginda ve 10 dakika oda
sicakligindaki suda bekletildikten sonra reaksiyon tamamlandirilmis ve
orneklerin absorbanslari spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda Sl¢iilmiistiir.
Standart grafigi ve denklemi elde edildikten sonra, izole edilen tiirlerin igerdigi

toplam seker miktar1 hesaplanmaistir.

Toplam Seker Analizi Standart

Grafigi
03
g 0,25 /
o 02 /
2 0,15

p—

2 01

8 0,05

o /

g o0

ftl 0 20 40 60 80 100
y = 0,0031x + 0,0048 Glikoz Miktar1 (pg/ml)

R2=0,998

Sekil 3.12 Toplam Seker Analizi Standart Grafigi ve denklemi.
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3.7.3 Modifiye Lowry protein analizi

Modifiye Lowry yontemi kullanilarak, tiirlerin protein miktarlari
incelenmistir (Experimental Bioscience, 2014).

Protein analizi i¢in 6ncelikle 3 farkli reaktif hazirlanmistir.

Reaktif A: Ultra saf su ile ¢oziinmiis 50 mL % 5' lik Na,CO3

Reaktif B: 1:1 oraninda %1 ' lik KNaC4H404.4H,0 ve %5 'lik CuSO4 ¢ozeltileri

karigimi

Reaktif C: 25:1 oraninda Reaktif A ve Reaktif B ¢ozeltileri karisimi

Toplam seker analizinde oldugu gibi , birincisi kor, 2-6. tiipler standart
ve 7.tip ornek olacak sekilde dizilmis, ve sirasiyla 0, 0,05, 0,1, 0,15, 0,2, 0,25,
0,5 olacak sekilde bovine serum albumin (75 mg/100 mL BSA) proteininden
eklenmigtir. Biitlin tiiplere 0.5 mL 1 N NaOH eklenerek 100°C'deki su
banyosundan 5 dakika inkiibe edilmistir. 2,5 mL Reaktif C ve 0.5 mL folin
reaktifi eklenerek, oda sicakliginda 30 dakika beklenmistir. Daha sonra
spektrometre ile 750 nm de absorbanlar1 6lgiilmiis ve standart grafigi elde

edilmistir ve protein miktar1 hesaplanmistir.

Protein Analizi Standart Grafigi

200
€ 150
o
un
s
@ 100
m©
2
8 /
2 50
) /
0

0 0,05 01 0,15 0,2 0,25
y = 733,88x + 5,9175 Protein Miktari (ug/ml)
R?=0,9927

Sekil 3.13 Protein analizi standart grafigi ve denklemi



35

3.8 Anaerobik parcalanma
3.8.1. On islem

Anaerobik parcalama Oncesi substrata uygulanan On islem,
biyobozunabilirliligi énemli 6l¢iide arttirmaktadir. Bu adim, organik maddeyi
anaerobik  mikroflorada daha uygun hale getirerek, parcalanmay1
hizlandirmaktadir. Anna Silva ve arkadaslarmin yaptigi bir ¢alismada;
mikrodalga, sonikasyon, ve otoklav ile 6n islemlere maruz birakilmis
mikroalglerin biyoenerji verimini kiyaslanmis ve en yiiksek verimin sirasi ile
mikrodalga, otoklav ve sonikasyon 6n isleminden saglandigini belirtmistir (Silva,
A. 2014).

Bu c¢alisma baz alinarak; On c¢alisma olarak kullanilan Spirulina
platensis (5% k/h) biyokiitlesine, ilk olarak ultrasonik homojenizator (Bandelin
sonopulus) kullanilmigtir.  Ultrasonik 6n islem mikrobiyal hiicre duvarii
kavitasyon ile kirarak hiicre i¢i malzemenin disa ¢ikmasini saglamaktadir. 10 mL
% 5 kuru agirlikta Spirulina platensis 15 mL' lik santrifiij tiipine alinmus,
sonikasyondan kaynaklanan sicakligin etkisinin ortadan kalkmasi i¢in buzun
icersine yerlestirilmis, 1' er dakikalik setler halinde, toplamda 3 dakika olacak
sekilde, 9 dongii % 75 giicte sonikasyon uygulamasi gergeklestirilmistir.

Mikrodalgalar, suyun kaynamasi i¢in kinetik enerjisini arttiran, 300
MHz ile 300 GHz frekanslar1 arasinda degisen kisa elektromanyetik enerji
dalgalaridir. Mikrodalga 1simasiyla uygulanan kuantum enerjisi, kimyasal baglari
pargalayamamakta, ancak hidrojen baglarini kirabilmektedir. indiiksiyonlu 1sitma
ve dielektrik polarizasyon sonucu proteinlerin ikincil ve {iglinciil yapisi
degistirerek, hiicre hidrolizine neden olmaktadir (Kaatze, U. 1995). ikinci
yontem olarak, % 5 lik Spirulina platensis 100 mL olacak sekilde erlenlere
konularak, Regal marka ev tiirii mikrodalgada 3 dakika boyunca mikrodalga

uygulamasi yapilmugtir.

Son olarak otoklav 6n islemi yapilarak, mikroalg iizerinde basing ve
sicakligin etkisi incelenmistir. 1 L' lik cam siseye konulan % 5 lik Spirulina
platensis , 120 °C 30 dakika boyunca 1.2 bar basingta otoklav 6n islemine maruz

birakilmustir.
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Spirulina platensis ile yapilan 6n ¢alismadan alinan en iyi sonuca gore,

karisik mikroalg biyokiitlesine ayni prosediirde ayni1 6n islem uygulanmistir.

On islemnin sonundaki hiicre pargalanmasi, 151k mikroskobunda

gozlemlenmistir
3.8.2. Deneysel dizayn:
1 Litrelik siirekli karistirmali reaktorlere, 1/10 seyreltilmis metajonik

maya ¢amuru eklenmistir. Hidrolik bekleme siiresi asagidaki formiil baz alinarak

30 giin olarak belirlenmistir:

()
I
SE

[d.7]
Q = Giris debisi
Vr = Reaktor hacmi

Her bir besleme, 60 mL" lik plastik siringanin bagli oldugu silikon bir
tiip yardimiyla, 35 ml ¢amurun ¢ikarilmasindan sonra ayni hacimde eklenmistir
(Sekil 3.17) (Reaktor hacmi/ HRT). pH , pH probu ile giinliik olarak ¢ikarilan
miktardan olglilmiistiir. Reaktdr sicakligi su banyosu yardimiyla 35 °C ye
sabitlenmistir. Organik ylikleme hizi 1.67 kg/OLR giin olarak hesaplanmuistir.
Yapilan calismalar, OLR degerlerinin 3'in altinda tutmanin uygun oldugunu
belirtmistir.

Devamli karigtirmali reaktor % 10 luk maya camuruyla baslatilmistir.
Reaktor inokulumu olarak Pak Gida Uretim ve Pazarlama A.S." nin
Kemalpasa/izmir fabrikasinin atiksu aritma tesisinde bulunan tam dlgekli
anaerobik ¢iiriitiictiden alinan mezofilik ¢amur kullanilmistir. Reaktor kararli bir
duruma ulagtiginda, 6n islem yapilmis mikroalgal biyokiitle ile beslenmistir.
Biyogaz miktari, gaz dlcerlerdeki su degisimi ile dl¢iilmiistiir (0,7 mm = 10 ml
gaz). Gaz komposizyonu ise 2 giinde bir Syringe Protocol ile tepe boslugundan
alman gaz ile analiz edilmistir. Siringa esnek bir tiipe tutturulmustur ve ¢ekilen
gaz seyreltik potasyum hidroksit (KOH) (% 20) soliisyonuna enjekte edilerek
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kolayca metan miktari belirlenmistir. Bu proseste, KOH icine enjekte edilen gaz

ile kisa bir ¢alkalamayla CO; absorbe ederek, metan1 geri vermektedir.

Sekil 3.14 Deneysel dizayn

Sekil 3.15 Siringa ile 6rnek alinimi

3.8.3. Analitik yontemler
3.8.3.1. Kimyasal Oksijen Ihtiyac1 (KOI) tayini- hazir kit ile.
Kimyasal oksijen ihtiyaci, su ve atiksularin igerisinde bulunan asidik

ortamda kuvvetli bir kimyasal oksitleyiciyle oksitlenebilen organik madde

miktarinin oksijen degeri cinsinden ifadesidir. Kisaca, sulardaki karbonlu
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maddelerin karbondioksite doniisene kadar ilave edilecek oksijeni ifade
etmektedir. Analizde, oksijen yerine yliksek oksitleyici 0Ozellikte oksidant
kimyasal kullanilir. Sonucunda, sudaki kirletici maddedeki karbonu gidermek
icin harcanan oksidant miktar1 belirlenir ve harcanan oksidant miktari, oksijen
ithtiyact yani oksijen olarak ifade edilir. Boylelikle oksijen ihtiyaci, atiksuyun
i¢cindeki karbon konsantrasyonun dolayli bir 6lgiisii olur. Oksidasyon ortaminda
karbonlu organik maddeler CO, ve H,0O; azotlu organik maddeler ise NH3

formuna doniismektedir.

KOI analiz kiti olarak Hach Lange LCK 014 kullanilmistir ve bu kit ile
1.000-10.000 mg/ L O araliginda oksijen ihtiyac1 dl¢iilmiistiir. Santrifiij edilen
orneklerden 0,5 mL alinarak kitin i¢ine aktarilmistir. Kit, birka¢ defa asagi1 yukari
cevrilerek hizli bir sekilde karismasi saglanmistir. Hazirlanan kit 148 °C de 2 saat
termostatta tutulmustur. 2 saatin sonunda, Ornekler tekrar karistirilarak oda
sicakligina gelene kadar sogutulmustur. Sogutulan tiipler, spektrofotometrede
mg/L cinsinden KOI degerleri okutulmustur.

RRAEARLE .

[

Sekil. 3.16 Kimyasal Oksijen Thtiyact (KOJ) tayini. 1-KOI kitleri, 2- Seyreltme isleminden sonra
kitlerin renk degisimi, 3- 148°C de 2 saat termostatta bekletme, 4- Spektrofotometrede dlgiim
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3.8.3.2. NH4-N Tayini

Toplam azot, anaerobik sistemlerde dengeleme ve disariya akis
kontrolleri i¢in 6nemli bir parametredir. Amonyak Azotu (NH3-N), ¢6ziinmiis
amonyag1 (NHs) ve amonyum iyonunu (NH4") gosterir ve litredeki mg azot (mg
NH3- N/L) olarak ifade edilir. Anaerobik sistemlerde en biiylik kirlilik
potansiyeli amonyak azotundan kaynaklanmaktadir. NHy-N tayini MERCK
markasina sahip 5-150 mg/L NH4-N araligina sahip kitlerle yapilarak, fotometre

ile 6l¢iilmiistiir.
3.8.3.3. Askida Kat1 Madde Tayini (AKM):

Askida katt madde (AKM), su veya atiksudaki askida veya ¢Ozlinmiis

haldeki katilarin belirlenmesiyle elde edilmektedir.

0,45 um cam fiber membran filtre, 1 saat boyunca 105 °C de ya da bir
gece boyunca 65 °C de etiivde tutulduktan sonra, desikatérde sogutularak nem
giderimi saglanmigtir. Daha sonra cam fiber membran filtre tartilarak darasi
alimmis ve karistirilarak homojen hale getirilen 6rnekler kaydedilen hacimde

vakum pompasi yardimu ile filtre edilmistir.

Sekil 3.17 0,45 um cam fiber membran filtreden 6rneklerin filtrasyonu

Ornekler siiziildiikten sonra, filtreler yeniden 105 °C’de 1 saat etiivde
kurutulmaya birakilmistir. Kurutulan filtre desikatérde sogutularak tartilmistir.

Askida kat1 madde konsantrasyonu asagidaki formiile gore hesaplanmistir:
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(A—B)* 10°

Askida Katt Madde = C

[d.8]

A: Filtre kagidi agirlhig1 + siiziilen 6rnek hacmi (g)
B: Filtre kagidi agirligi (g)

C: Filtre edilen 6rnek hacmi (mL)

3.8.2.5. Ugucu yag asidi (VFA) analizi :

Anaerobik c¢iirlitme prosesinde kompleks maddeler belirli bakteriler
tarafindan hidroliz edilerek, daha basit bilesiklere doniistiiriiliirler. Olusan bu
bilesiklere kisa zincirli yag asitleri denir. Bu asitlerin sistemde artisi, pH
diismelerine boylece anaerobik prosesin durmasina yol agmaktadir (Bernard,O.
2001). Bu nedenle ugucu yag asidi birikiminin olup olmadigini incelemek igin

VFA analizi yapilmistir.

Atiksu ornekleri ependorf tiiplerine doldurularak, 10000 rpm’de 15
dakika santrifiij edilmistir. Siipernatanttan alinan c¢ozelti 0,45 ve 0,22 lik
mikronluk siringa filtresinden, viyal i¢ine sliziilmistiir. Viyaller isaretlenerek ,
gaz kromotografisine (6890N Agilent Technologies Network GC System)

yerlestirilmistir.

Sekil 3.18 Ugucu yag asidi (VFA) analizi. 1- Santrifujlenmis ependorf tiipler, 2. Filtreden
gecirilmis Ornek igeren viyaller, 3.Gaz kromotografisine yerlestirilmis Ornekler, 4. Gaz

Kromotografisi - 6890N Agilent Technologies Network GC System
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Son 20 yil iginde algler tizerinde yapilan arastirmalar, alglerin ham
madde olarak enerji doniisiimiinde kullanilmasindaki yiiksek potansiyelini ortaya
koymustur. Petrol fiyatlarindaki artis, ve enerjiye olan bagimlilifin yarattigi
endiseler, biyoyakit iiretimi i¢in mikroalgal hammaddelerin kullanilmasina olan
ilgiyi arttirmistir. Mikroalgler, besin olarak CO, tiiketmeleri, diger karasal
biyokiitle ham maddelerine kiyasla ¢ok daha yiiksek verim potansiyeline sahip
oluslar, yiiksek degerli tarim arazisi ihtiyact olmadan cesitli su kaynaklarinda
(tatl, sodali su, tuzlu su, ve atiksu) yetistirilebilirlilikleri, gida dis1 bazli ham
madde oluglari, giinliikk hasat edilebilirlilikleri ve hem biyoyakit hem de degerli
biyotiriinler tiretebilirliligi ile gelecek nesiller i¢in siirdiiriilebilir biyoyakit haline
gelebilecek potansiyele sahiptir (Miranda, 2012).

Bu calismada, maya fabrikasi atik ¢amuruna substrat olarak eklenen,
cesitli 6n islemlere maruz birakilmis mikroalgal biyokiitlenin, toplam biyogaz
miktarma olan etkisi incelenmistir. Karisik mikroalg kiiltiiri, maya fabrikasi
atiksu aritma tesisinin son havuzunda Otrofikasyon sonucunda {ireyen
mikroalglerden izole edilmistir. izole edilen karisik mikroalg kiiltiirii istenilen
biyokiitleye (100 gr) ulastiginda, Spirulina platensis ile yapilan 6n ¢alismada en

Iyi sonug veren mikrodalga 6n islemine maruz birakilmistir.

Biyogaz deney dizayni olarak, 1 litrelik karistirmali reaktorler 1/10
seyreltilmis metajonik maya c¢amuruyla inokiile edilmis, sicaklik 35 °C ye
sabitlenerek, 30 giin boyunca, reaktorlere icerisinden alinan miktarda (35 mL)
mikroalg beslemesi yapilmistir. Cikarilan 6rnekler ileriki analizler igin +4 °C de

saklanmustir.
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4.1. Gen Analizi:

PCR sonuglarimin dizi analizi, REF-GEN Gen Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji
Ltd. Sti tarafindan yapilarak, asagidaki tiirler bulunmustur.

Sekil 4.1. DNA jel fotografi. 1.0scillatoria sp. 2. Scenedesmus sp 3. Chlorella sp.

4.1.1 Scenedesmus armatus

Tiirlin 6zellikleri agsagidaki gibidir:

4 1i (ya da 2, 8, 16 1) hiicrelerin yan yana tutunmasiyla olusmus dogrusal yada
hafif zigzag diizenlenmis koloniler, yuvarlak oval veya uzamis elips seklinde
hiicre govdesi, 10-20 um uzunlugunda, 3.5-8 um genisliginde, her hiicrenin iki
tarafinda da uzunlamasina ¢ikintilar bulunmaktadir (Illustrations of The Japanese
Fresh-water Algae, 1977).

Cizelge 4.1 Scenedesmus armatus’ un bilimsel siniflandirilmasi

Alem Plantae (Bitkiler)
Sube Chlorophyta
Simf Chlorophyceae
Takim Sphaeropleales
Familya Scenedesmaceae
Cins Scenedesmus
Tiir S. armatus
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Sekil 4.2 Scenedesmus armatus 1sik mikroskobu goriintiisii, 63x

4.1.2. Oscillatoria acuminata

Tiirtin 6zellikleri asagidaki gibidir:

Mavi-yesil tallus, 4-5um genisliginde, uclara dogru sivrilen, sivri burunlu keskin
hiicreler, 6-8um uzunlugunda, bazen hiicre duvarlar1 arasinda graniillii yapilar

bulunmakta.

Cizelge 4.2 Oscillatoria acuminata ' nin bilimsel siniflandirilmasi

Alem Bakteriler

Sube Cyanobacteria
Sinif Cyanophyceae
Takim Oscillatoriales
Familya Oscillatoriaceae
Cins Oscillatoria
Tiir O. acuminata
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Sekil 4.3 Oscillatoria acuminata 1sik mikroskobu goriintiisii, 63x

4.1.3. Chlorella sp.

Saflagtirilmasinin da zorluk yasadigi i¢in genetik olarak tanimlanamamakla

beraber, morfolojik olarak tanimlanmustir.

Cizelge 4.3 Chlorella sp. ’ niin bilimsel siniflandirilmasi

Alem: Plantae

Bolim: Chlorophyta

Simif; Chlorophyceae(Trebouxiophyceae)
Takim: Chlorococcales(Chlorellales)
Familya: | Oocystaceae(Chlorellaceae)

4.2. Bliylime Grafiklerinin Elde Edilmesi

4.2.1. Optik yogunluk 6l¢iimii

Scenedesmus armatus ve Chlorella sp. 2 tekrarli olarak kiiltiire edilmis, ve 1 L'

lik iiretim siselerindeki kiiltiirlerden her giin 6rnek alinarak mikroalg hiicrelerinin

bliylime grafikleri elde edilmistir.



http://tr.wikipedia.org/wiki/Plantae
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Chlorophyta&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Chlorophyceae&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Trebouxiophyceae&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Chlorococcales&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Chlorellales&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Oocystaceae&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Chlorellaceae&action=edit&redlink=1
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Optik Yogunluk Grafigi
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Sekil 4.4 S. armatus ve Chlorella sp. Optik yogunluk - zaman grafigi

Sekil 4.4' de 18 giin boyunca kiiltiire edilen mikroalglerin zaman karsi
620 nm'de 6l¢timii yapilan optik yogunluk grafigi verilmistir. 0. giinde ayn1 optik
yogunluga sahip olan Chlorella sp. ve Scenedesmus armatus, lag faza
girmeyerek, 0. giinden 13. giine kadar logaritmik artis gostermistir. 8. giine kadar
S. armatus un biiyiime hizi, Chlorella sp. den yiiksekken, 9. giinde Chlorella sp.

nin ¢ogalma hiz1 artmigtir.

13. giinden itibaren iki tiiriin hiicrelerinin de biiyiime orani 6liim oranina
esitlenerek, durgun faza girmistir. 18. giinde en yiiksek optik yogunluga sahip
Chlorella sp. olarak gozlemlenmistir.

4.2.2. Klorofil- a analizi

Sekil 4.5'de mikroalglerin klorofil-a miktarinin zamana gore degisimi
gosterilmistir. Mikroalglerin klorofil miktarlart giinliik olarak 665 nm ve 750 nm
dalga boylarinda olgiilerek, (formiilde yerine konarak mL deki mg cinsinden
klorofil-a miktar1 bulunmustur.)

(665 nm -750 nm)x13.9 formiilii ile mL deki mg cinsinden klorofil-a miktar

bulunmustur.
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Klorofil-a Grafigi
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Sekil 4.5 Scenedesmus armatus ve Chlorella sp. Klorofil-a - zaman grafigi.

Optik yogunluk grafiginde lag faz1 gézlemlenmemis olsa da, klorofil-a
tiretiminde 3 giinliik bir lag faz1 gézlemlenmis, iki tiirde de klorofil-a {iretimi

olmamustir.

Chlorella sp. nin optik yogunluk grafiginde 9. giinde artan biiylime hizi,
Klorofil- a miktarina yansimis, ayn1 sekilde klorofil-a iiretim miktar1 da hizla
artmugtir. Iki grafikte de gozlemlenen bu ani artis, 10. giinden itibaren
buharlasmadan  dolayr  artan  hiicre = yogunlugundan  kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Iki tiirde, optik yogunluk grafiklerine uygun olarak, 13. giinde klorofil-a
miktar1 iretim hizi bakimindan durgun faza ge¢mistir. Optik yogunlukta
gozlemlenen durgun faz, ve ayni sonucun klorofil-a grafiginde gézlemlenmesi,
hiicre oliimiiniin artmas1 ve bundan dolay1 klorofil-a {iretiminin durmasindan
kaynaklanmaktadir. 18. giiniin sonunda en yiiksek klorofil-a miktarina sahip tiir
Chlorella sp.’ dir.

4.2.3. Mikroskobik hiicre sayimi

Sekil 4.6'da zamana gore hiicre sayisindaki degisim gosterilmistir.
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Hiicre Sayimi Grafigi
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Sekil 4.6 Scenedesmus armatus ve Chlorella sp. Hiicre sayim - zaman grafigi.

Optik yogunluk grafiginde oldugu gibi iki tirde de lag faz

gbzlemlenmemis, ve 0. giinde log faz1 basglamistir.

Chlorella sp. tiiriiniin optik yogunluk ve klorofil-a grafiklerinde
gbzlemlenen 8. giinlin sonundaki ani artis, hiicre sayim grafiginde 7. giin olarak
gorlilmiigtiir. Hiicre sayisinda ani bir artiga baslayan Chlorella sp. klorofil-a

miktarina yansimasi bir kag giin almistir.

Optik yogunluk ve klorofil-a grafiginde 13. giinde durgun faza giren
tirler, hiicre sayim grafiginde farkli durgun faz zamanlar gostermektedir.
Chlorella sp.” nin durgun faza gegmesi 17 giinii alirken, Scenedesmus armatus
10. glinde durgun faza gegmistir. S. armatus tiiriiniin, Chlorella sp.’ye oranla
hiicre hacmi bakimindan daha biiyiik olmasi, optik yogunluk-zaman grafiginde
yiiksek veriler gosterse de, hiicre saymmi grafiginde daha diisiik sonuclar
gostermistir.

Cizelge 4.3' te Chlorella sp. ve S. armatus’ un baslangi¢ ve bitis kuru
agirhik miktarlart verilmistir. Daha diisiik baslangic kuru agirligima sahip olan
Chlorella sp., 18. giiniin sonunda S. armatus tan daha yiiksek kuru agirliga sahip
olmustur. Tiirlerin spesifik biiylime hizlar1 ve ikilenme siirelerine bakildiginda
(Cizelge 4.4), bu durumun Chlorella sp.min daha yiiksek biiyiime hiz1 ve daha
kisa ikilenme siiresinden kaynaklandigi goriilebilmektedir.
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Cizelge 4.4 Kiiltiirlerin baglangi¢ ve bitis kuru agirlik miktarlar

Mikroalg tiirii Baslangi¢ kuru agirlig: Bitis kuru agirlik (mg/mL)
(mg/mL)

Chlorella sp. 0,34+0,135 1,860,058

Scenedesmus armatus 0,42+0,121 1,63+0,062

Cizelge 4.5 Mikroalglerin maksimum spesifik biiylime hizi (MSBH- hiicre sayisi.
g™h), ikilenme siiresi (iS-giin), klorofil a miktari (mg/mL), toplam
seker miktar1 (TSM-ug/mL).

Mikroalg/Siyanobakteri MSBF (hiicre IS (giin) Klorofil a
sayist. ) miktari
(mg/L)
Chlorella sp. 0,107+0,032 6,46+0,45 9,82+0,68
Scenedesmus armatus 0,093+0,018 7,44+0,54 7,26+0,91

2 ay boyunca, toplam 30 L 'lik hacimlerde karisik olarak yetistirilen mikroalgler,
15 giinliikk araliklarla hasat edilmistir. Oscillatoria acuminata ' nin ipliksi
yapisindan dolay1 gergeklestirilemeyen optik yogunluk ve hiicre sayimi, elde
edilen hasattaki verimi spesifik olarak verememistir. Cizelge 4.5' de Scenedesmus
armatus, Chlorella sp., ve Oscillatoria acuminata dan olusan karisik kiiltiiriin 2

ayda elde edilen biyokiitle miktarlar1 ve verimi verilmistir.

Cizelge 4.6 Toplam 30 L hacmindeki cam siselerden elde edilen biyokiitle
miktarlar1 ve verimleri.

Mikroalg 1. 2.dreti 3. 4. Topla Ortala Veri
iretim m dretim  {iretim m (g) ma (g) m
(9/L)

Karisik mikroalg 17,28 21,12 36,33 26,51 101,24 25,31 0,84

kiiltiirii
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4.3 Biyokimyasal Kompozisyon Analizleri

Metan miktari, mikroalglerin kompozisyonuna gore degisiklik
gostermektedir, bu ylizden anaerobik sistemlerde mikroalglerin biyokimyasal
kompozisyonu biyogaz verimi acisindan biiyilk onem tasimaktadir. Bundan
dolay1, atiksudan izole edilen mikroalg kiiltiirlerine, seker, protein ve yag

miktarlar ve ylizdelikleri 6l¢tilmiistiir.

Karisik olarak kullanilan mikroalgal biyokiitlenin igerisinde bulunan
tiirlerin ayr1 ayr1 oranlarinin, ipliksi alglerin yarattigi karisikliktan dolay:
hesaplanamamasi nedeniyle, biyokimyasal verilerden faydalanilarak bir
varsayima ulasilmast amaclanmistir. Bu ylizden saf tiirlerin seker, protein ve yag
analizlerine ek olarak; karisik mikroalgal kiitleye de ayni tayinler yapilmistir.
Boylelikle karisik mikroalgal biyokiitlede bulunan tiirlerin yogunluklar1 tahmin

edilmistir.
4.3.1 Toplam Seker Analizi

Izole edilen kiiltiirlerin seker icerigini belirlemek icin toplam seker
analizi yapilmigtir. Oscillatoria acuminata, Chlorella sp., ve Scenedesmus
armatus 'ta sirastyla % 57,3, % 37,1 ve % 39,78 seker miktar1 hesaplanmistir.
Karigik mikroalg biyokiitlesinde yapilan seker analizinden ise % 51,80 igeriginde
seker bulunmustur. Bu yiizdeliklere bakilarak, karisik mikroalg biyokiitlesindeki

O.acuminata’nin tirtiniin daha agirlikta oldugu anlagilmstir.

Toplam Seker Analizi

57,37%

Oscillatoria Chlorella sp. Scenedesmus  Karisik Mikroalg
acuminata armatus

Sekil 4.7 Mikroalg tiirlerinin seker igerigi ylizdeleri
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4.3.2. Modifiye Lowry Protein Analizi

Izole edilen saf tiirlerin ve karisik mikroalg biyokiitlesinin protein
miktari, Modifiye Lowry yontemi ile Ol¢iilmistiir. Oscillatoria acuminata,
Chlorella sp., ve Scenedesmus armatus da sirasi ile %16,15, % 40,48, ve %
35,81 protein miktar1 hesaplanmistir. Bu tiirlerin karisimindan olusan mikroalg
kiitlesinin protein igerigi ise % 13,10 olarak bulunmustur. Bu sonuglardan da,
karisik mikroalgal biyokiitlenin Oscillatoria acuminata tarafindan yogunlukta
oldugu anlasilabilmektedir.

Modifiye Lowry Protein Analizi

40,48%

35,81%

16,15%

13,10%

B

Oscillatoria Chlorella sp. Scenedesmus Karisik Mikroalg
acuminata armatus

Sekil 4.8 Mikroalg tiirlerinin protein igerigi yiizdeleri

4.3.3. Modifiye Bligh & Dyer Yag Tayini

Son olarak saflagtirilan tiirlerin yag miktarlar1 modifiye Bligh & Dyer
metodu ile Ol¢iilmistiir. Sonuglara gore, Oscillatoria acuminata, Chlorella sp.,
ve Scenedesmus armatus ta sirasiyla % 17,05, % 20,94 ve % 11,76 yag miktari
hesaplanmistir. Karigik mikroalg biyokiitlesinde ise % 16,97 yag miktari

gozlemlenmistir.



o1

Modifiye Bligh & Dyer Yag Tayini

%20,94
%17,05

%11,76

Oscillatoria Chlorella sp. Scenedesmus  Karisik Mikroalg
acuminata armatus

Sekil 4.9 Mikroalg tiirlerinin yag igerigi yiizdeleri

Hiicre yag igerigi % 40 1 asmiyorsa, anaerobik proses, enerji dengeleme
bazinda, biyokiitleden enerji geri kazanimi i¢in uygun bir strateji oldugu, Sialve
et al. (2009) tarafindan belirtilmistir. Buna goére, bu ¢alismada kullanilan tiirlerin

hepsi, enerji dengesi acisindan c¢aligsmaya uygun tiirlerdir.
4.4. Mikroalglerin Anaerobik Parcalanmas:

1L lik reaktorler mezofilik kosullar altinda (35 °C) calistirilarak toplam
KOIi, AKM, toplam azot, amonyum azotu, VFA, kuru madde ve ugucu kuru
madde giderimi, metan igerigi, giinliikk gaz miktar1 gibi performans parametreleri

incelenmistir.

Tiim analizler standart metotlara gore yapilmistir (APHA, 2001).
Kullanilan reaktorler asagidaki gibi numaralandirilmigtir:
Reaktdr 1: On islemsiz Spirulina Beslemeli Reaktor

Reaktor 2: Sonikasyon 6n iglemli Spirulina Beslemeli Reaktor
Reaktor 3: Otoklav 6n islemli Spirulina Beslemeli Reaktor
Reaktor 4: Mikrodalga 6n islemli Spirulina Beslemeli Reaktor
Reaktor 5: On islemsiz karisik mikroalg beslemeli Reaktor

Reaktdr 6: Mikrodalga On islemli Karisik mikroalg beslemeli Reaktor
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4.4.1 On islem

On islemin sonundaki hiicre parcalanmasi, 1s1tk mikroskobunda
gozlenmistir. Spirulina platensis'e uygulanan 6n islemler sekil 4.10' da
gosterilmistir. Hiicre parcalanmasinin en ¢ok sonikasyon oOn isleminde
gerceklestigi goriilmiistiir. Fakat, biyogaz miktarina etkisi incelendiginde, en 1iyi
sonu¢ mikrodalga 6n igsleminden elde edilmis ve karisik mikroalg kiiltiiriine de

ayni 6n islem ayni siirede uygulanmaistir.

Sekil 4.10 Spirulina platensis'e uygulanan 6n islemler. A. On islemsiz, B. Mikrodalga 6n islemi,

C. Sonikasyon 6n islemi, D. Otoklav 6n islemi

Karisitk mikroalg kiiltiiriintin, mikrodalga 6n islemine maruz
birakildiktan sonraki mikroskobik goriintiisii sekil 4.11' de gdsterilmistir. On
islem etkisinin Spirulina platensis ile karsilagtirilabilmesi igin, karigsik mikroalg
kiiltiiriine, aym1 slirede 0n islem yapilmistir. Sekil 4.11'de gorildiigl iizere,
Scenedesmus armatus ve Chlorella sp.'nin i¢erdikleri kalin hiicre duvarlarina 6n
islem bir etki yaratmamistir. Ancak, 3 dakikalik mikrodalga 6n isleminin
Oscillatoria acuminata’ nin hiicre igerigini disariya ¢ikarmakta yeterli oldugu

gozlenmistir.
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Sekil 4.11 Karisik mikroalgal biyokiitleye uygulanan 6n islem. A. On islemsiz, B. Mikrodalga én

islemli

4.4.1 Karakterizasyon Caligmalari

Oncelikle, reaktdrlere besleme yapilan %5 lik kuru mikroalg
biyokiitleleri karakterize edilmistir. ~ Besleme yapilan hammaddenin
igeriginin anaerobik prosese etkisinin oneminden dolayi, 0On islemsiz
Spirulina platensis, sonikasyon 6n islemli Spirulina platensis, otoklav 6n
islemli Spirulina platensis, mikrodalga 6n islemli Spirulina platensis, 6n
islemsiz karisik mikroalg, ve mikrodalga on islemli karistk mikroalg
biyokiitlelerine pH, AKM, KOI, NH4-N ve VFA analizleri yapilmustir.

Cizelge 4.7 On islemli ve 6n islemsiz mikroalgal biyokiitlelerin analiz sonuglar

Yapilan Analizler
Algal biyokiitle érnekleri pH AKM KOI NH,-N VFA
(mg/L) (mg/L) | (Toplam)
(mg/L) (mg/L)
On islemsiz Spirulina platensis 7.9 | 33600 17028 1320 1600,3
Sonikasyon 6n islemli Spirulina | 7.8 | 23300 14880 960 1758,2
platensis.
Otoklav 6n islemli Spirulina | 7.8 | 40000 28213 1320 1582,24
platensis
Mikrodalga on islemli Spirulina | 7.9 | 23100 12209 2010 3003
platensis
On islemsiz karisik mikroalg 7.4 | 31900 14473 330 134,41
Mikrodalga o6n islemli karnigik | 7.5 | 40800 19262 600 146,23
mikroalg
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4.4.2. Giinliikk Gaz Miktar1 ve Metan igerigi:

1 litrelik calisma hacminde 35 °C sicaklikta isletilen 6 adet reaktore,
yukarida belirtilen ¢esitli 6n islemli ve 6n islemsiz mikroalgal biyokiitleler ile %
5 kuru madde olacak ve HRT’si 30 giin olacak sekilde giinde 35 mL’ lik
beslemeler yapilmistir. Cizelge 4.4 'de reaktorlere gore kiimiilatif metan
miktarlar goriilmektedir. Mikroalgal biyokiitle ile beslemeler 5. giin baslamistir.
Haftasonlar1 besleme yapilmamasindan dolayi, haftasonu boyunca biriken
biyogaz miktarindan dolay1 grafikte pikler gézlenmistir. Veriler, pikler goz
Oniine alinmadan incelendiginde, reaktor 1 de 14. gline kadar gaz artisi
gbzlenmis, daha sonra 15. giinde ani bir diisiis olmustur. Daha sonra sistem 23.
giine kadar gaz lretiminde artis gostererek, 24. giinden itibaren tekrar diisiise
geemistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.12 Reaktdr 1 (On islemsiz Spirulina Beslemeli Reaktdr) ve Reaktor 2 (Sonikasyon 6n

islemli Spirulina Beslemeli Reaktor), Giinliik biyogaz miktar: (mL)

Reaktor 2' de 22. giine kadar gozlemlenen gaz artisi, daha sonra yavasca
diisiise gecmistir. Reaktor 3 te ilk gilinlerde ani bir gaz ¢ikisi gozlemlendikten
sonra, bu artig 17. giine kadar devam etmis, daha sonra ise diisiise geg¢mistir.
Reaktor 4 te gaz ¢ikisinda 16. giine kadar hizli bir artis gézlemlenirken, 16.
giinden itibaren diisiis baslamigtir (Sekil 4.11)
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Sekil 4.13. Reaktor 3 (Otoklav 6n islemli Spirulina Beslemeli Reaktoér) ve Reaktor 4
(Mikrodalga 6n iglemli Spirulina Beslemeli Reaktor), Giinlitk biyogaz miktari (mL)

Reaktor 5 ve 6 da, ani bir gaz ¢ikis1 gézlemlenmis fakat daha sonra 2
reaktorde de 15. giinde ani bir diisiis gozlemlenmistir. Bu diisiisten sonra , 20.
giinden itibaren gaz ¢ikis miktar1 hizli bir sekilde artmaya devam etmistir. 2
reaktorde de gaz ¢ikisinin azalmamis olmamasi, 30 giin igletim siiresinin yeterli

gelmedigini; prosesin daha devam ettigini gostermektedir (Sekil 4.12).
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Sekil 4. 14. Reaktér 5 (On islemsiz karigtk mikroalg beslemeli Reaktér) ve Reaktdr 6
(Mikrodalga On islemli Karisik mikroalg beslemeli Reaktor), Giinliik biyogaz miktari (mL)
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Bu ¢alismada, reaktor 1-2-3-4'de, 6n deneme olarak Spirulina platensis
farkli 6n islemlerine maruz birakilarak, biyogaz miktarina olan etkisi
incelenmistir. Bu sonuglara gore, en iyi 0n islem olarak mikrodalga yontemi
secilmis, ve atiksudan izole edilen karisik mikroalg biyokiitlesine de ayni on
islem yapilmistir. Yapilan 6n isleminin etkilerinin incelenebilmesi ig¢in, S.
platensis ve karisik mikroalg biyokiitlesine 6n islem siiresi ayni tutulmustur.
Buna gore, Reaktor 5 ve reaktéor 6'dan elde edilen biyogaz miktarlarina
bakildiginda (Cizelge 4.12), on isleminin karisik mikroalg tizerinde bir etki
yaratmadig1 goriilmektedir. Bunun nedeninin, uygulanan mikrodalga 6n islem

siiresinin yeterli olmamasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

Reaktor 4 (Mikrodalga 6n islemli S. platensis beslemeli) ve reaktor 6
(mikrodalga 6n islemli karisik mikroalg beslemeli) kiyaslandiginda, sonuglar S.
platensis tizerinde mikrodalga 6n isleminin daha etkili oldugunu géstermektedir
(Cizelge 4.12). S. platensis ve karisik mikroalg biyokiitlesinde agirlikli olan
Oscillatoria acuminata ayn1 alemden (siyanobakteri) olsalar da, karisik tiiriin
icerdigi Scenedesmus armatus ve Chlorella sp." nin hiicre duvarlarinin
parcalanmasina, mikrodalga 6n islem siiresinin yeterli olmadig: diistiniilmektedir.

Ileri ki ¢alismalarda bu siire daha uzun tutulmalidir.

Reaktor 1 (6n islemsiz S. platensis beslemeli) ve Reaktor 5 (6n islemsiz
karisik mikroalg beslemeli) karsilastirildiginda ise, birbirine ¢ok yakin biyogaz

miktarlari elde edilmistir. Bu sonucun 2 nedeni olabilir:

1- Karigik mikroalgal biyokiitledeki O. acuminata 'nin yogunlukta olmasi; ve S.
platensis ile ayn1 aleme sahip tiirler olmalari (Siyanobakteri), kolay pargalanabilir

hiicre duvarlarindan dolay1 benzer sonuglar vermistir.

2- Ayni alemden gelen (Yesil algler) Chlorella sp. ve Scenedesmus armatus 'un
sert hiicre duvarlarinin pargalanmasinda 6n isleminin yeterince etkili olmamasi,

clirlitiiciide parcalanamamais algal biyokiitle birikimine sebep olmustur.

Reaktdr 5 ve 6 nin giinlik gaz ¢ikislarina bakildiginda, sonlara dogru
azalma beklenen gaz ¢ikis miktar;, artmaya devam etmistir. Bu durum, 2.

nedenin daha gecerli oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.8 Reaktorlere gore kiimiilatif gaz miktari

etkendir ve bazit hammadde birlesimleri mikroorganizma sayisinda dengesizlige
yol acgarak, reaktor performansinin diistisiine neden olabilir. Bu yiizden organik
madde miktar1 ile ilgili olarak iretilen metanin miktar1 olan metan ytizdesi
onemli bir degerdir. Sonuglara bakildiginda (Cizelge 4.5), CHsmetan % 72 ile %
89 arasinda degistigi goriilmektedir. On deneme olarak kullanilan Spirulina
platensis ile yapilan g¢alismalarda (Reaktor 1-2-3-4), mikrodalga, otoklav ve
sonikasyon on islemlerinin metan miktarin1 sirasiyla % 23,6, % 18 ve % 16

Kiimiilatif Gaz
Miktar: (ml)
Reaktor
1 3408,28
Reaktor
2 4725,85
Reaktor
3 5386,71
Reaktor
4 5399,71
Reaktor
5 3541
Reaktor
6 3358,57

arttirdig1 gézlemlenmistir.

Ham madde icerigi ve as1 6zellikleri, metan yilizdesini etkileyen iki ana

Cizelge 4.9 Reaktorlere gore kiimiilatif metan miktari

Kimilatif Gaz

%

Metan miktar1 (mL)

Miktar1 (mL) CH,
Reaktor 1 3408,28 72% 2453,96
Reaktor 2 4725,85 83,5% | 3946,09
Reaktor 3 5386,71 85% 4578,70
Reaktor 4 5399,71 89% 4805,74
Reaktor 5 3541 76% 2691,16
Reaktor 6 3358,57 78% 2619,68
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Karigik mikroalg biyokiitlesiyle ¢alisilan reaktér 5 ve reaktor 6 da ise,
on islemin metan miktarinda bir degisiklige neden olmadigi gézlemlenmistir.
Bunun nedeninin, yukarida da belirtildigi gibi, ©6n islem siiresinin

yetersizliginden kaynaklandig diistiniilmektedir.

Metan enerji jenerasyonu stokiyometrik olarak; 1 kg KOI giderimi
metan gazinin standart sicaklik ve basing altinda (1 atm, 25°C -STP) 0.35 m> tiir.
Bu miktar, 35 °C sicaklik ve 1 atm basingta 0,395 L CHy/gr KOlgiderimi demektir
(Khanal, 2008). Bu bilgi baz alinarak, elde edilen metan miktarlarina gore,
reaktorlerden beklenen teorik KOlgigerimi hesaplanmustir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.10 Tiim reaktdrlerden beklenen teorik KOlgigerimi

Teorik KOIgide,imi

Reaktor 1 6,21 gr
Reaktor 2 9,99 ¢g
Reaktor 3 11,59 g
Reaktor 4 12,16 ¢g
Reaktor 5 6,81 g
Reaktoér 6 6,63 g

4.2.3. KOI analizi:

Kimyasal oksijen ihtiyaci, suyun i¢indeki tiim organik maddelerin ve
oksitlenebilir inorganik maddelerin karbondioksit ve suya oksitlenmesi i¢in
gereken toplam oksijen miktarinin dlgiisiidiir. Kimyasallarin tiiketilmesi, organik
madde igeriginin ve buna gore gerekli olan oksijen miktariin dolayli bir
gostergesini verir. Bu c¢alismada, baslangic camurunun 1/10 seyreltilmesiyle
girilen KOI degerlerinin cikis degerinde diisiis beklense de, her giin yapilan
organik substrat beslemesinden kaynaklanan bir artis gézlenmistir.

Reaktdr 1 ve 2 ye giren KOI degeri 4250 mg/L iken, ¢ikis degerleri
sirastyla 1289 mg/L ve 8460 mg/L' ye yiikselmistir. Reaktdr 3 ve 4' de , giris KOI
degeri 2456 mg/L iken, ¢ikis suyunda bu deger sirasiyla 5159 mg/L ve 6695
mg/L'ye yiikselmistir. Reaktor 5 ve 6' da, KOI giris degerleri 5000 mg/L
degerindeyken, ¢ikis degeri sirasiyla 4000 mg/L ve 2574 mg/L ye diismiistiir. Bu

degisken verilerden dolay1, KOIgigerimi hesaplanamamugtir.
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Sekil 4.15 Reaktérlere gore KOI- zaman grafigi

4.2.4. Ugucu yag asitleri (VFA) analizi:

VFA’ lar kisa ve uzun zincirli organik asitlerdir ve kompleks organik
maddelerin anaerobik fermentasyonu boyunca ara iirlin formunda bulunurlar.
Normal bir anaerobik sistemde, VFA konsantrasyon igerigi 50-250 mg/L
araliginda olmalidir (Sawyer, 2003).

Sekil 4.2.4' de Reaktor 1' in zamana bagl ugucu yag asitleri icerigi
gdsterilmistir. Asetik asit (Hac), Biitirik asit (HBut), Izovalerik asit (IsoVal)
konsantrasyonlar1 baslangigta sirayla 40, 30, 20 mg/L iken giderek artarak 85,
195, 205 degerlerine ulagmis, fakat ¢ikis suyunda sirastyla 124, 95 ve 60 mg/l
degerlerine diismiistiir. Literatiire gore azalmasi beklenen bu konsantrasyonlar,

her giin yapilan beslemeden dolay1 reaktor icerinde birikme neden olmustur.
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Sekil 4.16 Reaktorl (On islemsiz Spirulina Beslemeli Reaktor) VFA-zaman grafigi
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Metan olusumu gozlenmeden once tiim ugucu yag asitleri dnce asetik
aside, sonra sirayla etanol, biitirik asit ve propiyonik asite doniismektedir.
Propiyonik asit birikimi ise metanojenlerin inhibasyonuna yol agarak sistemin
inhibasyonuna neden olmaktadir. Reaktor 1 disinda hig bir reaktérde Propiyonik
asit (HPr) degeri goriilmemistir. Reaktér 1 de ise 26. giinde 89.91 mg/L
degerinde HPr gozlemlenmistir. Fakat bu miktar metanojenik bakterilerin
aktivitesini inhibe edebilecek kadar yiiksek degildir. Propiyonik asit (HPr)
degerinin 900 mg/L’den yiiksek degerlere ulastigi, asetik asidin ise >2000 mg/L
HAc oldugu noktada metanojenik bakteri aktivitesi inhibe olabilmektedir (Lee et
al, 2012)

Reaktor 1 de gbzlenen toplam VFA konsantrasyonu 27. giin 1330 mg/L'
e kadar yiikselmistir. Son giin ¢ikis suyunda ise bu veri 350 mg/L kadar
diismiistiir. Bu veriler, Oztiirk'iin belirttigi toksisite sinirlar1 icerisindedir. Oztiirk'
e gore anaerobik pargalanma i¢in VFA konsantrasyonunun 1000-1500 mg/L
asmamas1 gerekmektedir (Oztiirk, 2007). Buna gore, reaktér 1 de VFA
konsantrasyonu toksik araliga girmis olsa da, sinir1 gegmemistir.

Sekil 4.15" de Reaktor 2' nin zamana kars1 VFA igerigi gosterilmektedir.
Reaktor 2 de, reaktor 1'e benzer sekilde zamana karsi bir artis gozlenmistir.
Giriste 90 mg/L ile baslayan sistem, 30. giiniin sonunda 185 mg/L' ye

yiikselmistir. Fakat tiim veriler toksisite sinirlarinin altindadir.
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Sekil 4.17 Reaktor 2: (Sonikasyon 6n islemli Spirulina Beslemeli Reaktor) VFA-zaman grafigi
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Sekil 4.16' te Reaktor 3' iin zamana kars1t VFA igerigi gosterilmektedir.
Hac, HBut, IsoVal konsantrasyonlari1 baslangigta sirayla 36, 17,67, 18,93 mg/L
iken giderek artarak 143, 50, 60 degerlerine ulagsmis, fakat ¢ikis suyunda sirastyla
50, 18,12 ve 18,97 mg/l degerlerine diismiistiir. Giris suyu ile ¢ikis suyundaki
benzer veriler, her giin beslenen organik substrattan kaynaklanmaktadir. Benzer

veriler reaktor 4 te de gézlemlenmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.18. Reaktor 3: (Otoklav 6n islemli Spirulina Beslemeli Reaktor) VFA-zaman grafigi
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Sekil 4.19 Reaktor 4: (Mikrodalga 6n islemli Spirulina Beslemeli Reaktor) VFA-zamanbgrafigi
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Sekil 4.18' te Reaktor 5' in zamana karst VFA igerigi gosterilmektedir.
Cok diisiik miktardaki baslangi¢ Hac, HBut, IsoVal konsantrasyonlari, 30 giiniin
sonunda neredeyse sifirlanmistir. Bu durum iretilen organik asitlerin de
kullanildigin1 ve 30 giinliik isletim siiresinin sonunda halen prosesin devam

ettigini gostermektedir. Ayni sonuglar, reaktor 6da da gozlenmistir (Sekil 4.19).

Sekil 4.20. Reaktor 5: (On islemsiz karisik mikroalg beslemeli Reaktor) VFA-zaman grafigi

Sekil 4.21. Reaktor 6 (Mikrodalga On islemli Karisik mikroalg beslemeli Reaktér) VFA-zaman

grafigi

80
70 HAc
60 === HBut
\ e |sOVal
50
= \ i HPF
‘é" 40 \=i= Toplam /\
30 \
10
0
10 20 30 40
Giin

80
70 e HAC
60 HBut '
50 i |s0Val A
2 \ e / \
ed 40
g ——Tonef \
30 / \
- - N
10
0
10 20 30 40
Giin




63

Yukarida belirtildigi gibi, anaerobik proseslerde besleme yapilan
hammaddenin igerigi en 6nemli verilerden biridir. Cizelge 4.7 de besleme yapilan

algal biyokiitlenin VFA igerikleri ve miktarlar1 verilmistir.

Cizelge 4.11 Besleme yapilan algal biyokiitlenin VFA igerikleri ve miktarlari.

Besleme yapilan biyokiitle HAC HBut IsoVal | HPr | Toplam
Spirulina platensis 659,13 198,8 32099 |0 1600,3
On islemsiz

Spirulina platensis Sonikasyon | 866,72 387,43 | 220,08 |0 1758,24
On islemli

Spirulina platensis Otoklav 739,78 273,06 | 24331 |0 1582,24
On islemli

Spirulina platensis Mikrodalga | 1219,35 | 446,17 | 499,65 | 8,35 | 3003
On islemli

Karisik Mikroalg 81,55 16,29 22,8 0 134,31
On islemsiz

Karigik Mikroalg- 124,66 15,56 0 0 146,23
Mikrodalga On islemli

Bu verilere gore, besleme yapilan substratin VFA konsantrasyonunun
yiiksekligi, reaktor i¢cindeki VFA miktarini arttig1 anlasilmigtir.

4.2.5. Askida kat1 madde tayini

Reaktor 1 ve 2 ye giren AKM degerleri 9100 mg/L degerindeyken, ¢ikis akiginda
reaktér 1 ve reaktor 2 de swrasiyla 13900 mg/L ve 13400 mg/L miktar
gozlemlenmistir (Sekil 4.20). Bu artis reaktor igerisinde substrat birikiminin
oldugunu gostermektedir. Reaktér 3 ve reaktor 4 girislerindeki AKM miktari
sirastyla 9500 mg/L ve 9000 mg/L iken, ¢ikis akisinda sirasiyla 9400 mg/L ve
6900 mg/L 'ye diismiistiir . Reaktor 5 ve reaktor 6 girislerinde AKM degeri 8300
mg/L iken, ¢ikis akisinda sirasiyla 15700 ve 16400 mg/L 'ye kadar yiikselmistir.
Bu durum yukarida da belirtildigi gibi, mikroorganizmalarin karisik algal
biyokiitleyi parcalayamadigi icin substrat birikimine neden oldugunu
gotermektedir.
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Sekil 4.22 Tiim reaktorlerin AKM-Zaman grafigi

Cizelge 4.12'de besleme yapilan algal biyokiitlenin askida kati madde(AKM) ve
ucucu askida katt madde (UAKM) miktarlar1 verilmistir.

Cizelge 4.12 Besleme yapilan biyokiitlenin AKM ve UAKM degerleri

Algal biyokiitle AKM(mg/L) | UAKM
(mg/L)

On islemsiz Spirulina platensis 33600 33100

Sonikasyon 6n igslemli Spirulina 23300 23100

platensis

Otoklav 6n islemli Spirulina 40000 38500

platensis

Mikrodalga on islemli Spirulina 23100 20100

platensis

On islemsiz karisik mikroalg 31900 31300

biyokiitlesi

Mikrodalga 6n islemli mikroalg 40800 39400

biyokiitlesi

4.2.6. Amonyum-nitrojen (NH4-N) testi

Rao et al. yaptig1 aragtirmalarda bakteriler igin 200- 1500 mg/L NH4-N
konsantrasyonun, metanojenler iizerinde olumsuz etki yarattigi ve 6.5- 8.5 pH
degerleri araliginda NH4-N konsantrasyonundaki artigin, metanojenik aktiviteyi
diistirdiigli belirtilmistir (Rao et al, 2008).
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Besleme yapilmadan oOnce 450-480 mg/L (NH4-N) ile baslatilan
Spirulina sp. ile 6n deneme yapilan reaktorler (Reaktor 1-2-3-4), 27. giine kadar
artis gostermistir (Sekil 4.21). Reaktor 1 de ulagilan maksimum deger 2250 mg/L
iken, Reaktor 2 de 1840 mg/L, Reaktor 3 de 1860 mg/L ve Reaktor 4 te 2190
mg/L'dir. Bu degerler dort reaktorde de toksik smirin asildigini gostermektedir.
Daha sonra reaktor 1-2-3-4'in ¢ikis suyundaki NH4-N  miktarlar1 sirasiyla
1830mg/L, 1860 mg/L, 1770 mg/L, ve 2010 mg/L olarak minimal bir disiis
gosterse de, toksisite devam etmistir. Karsilasilan toksik sinir1 asan toplam azot
ve buna bagli serbest amonyak azotu ve amonyum azotu degerleri, sebebiyle

biyogaz iiretimi de diisiirmstiir (Sekil 4.21).

Veriler, 6n islemnin, NH4-N miktarin1 azaltarak toksisiteyi az da olsa

azaltmaya yaradigini gostermistir.
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Sekil 4.23. NH4-N - zaman grafigi (reaktor 1-4 i¢in)

Karisik mikroalgal biyokiitleyle ¢alisilan reaktor 5 ve 6 ya bakildiginda
ise (Sekil 4.22), 510 mg/L ile baslatilan iki reaktorde de, son giine kadar devamli
bir artis gozlenmistir. Reaktér 5 ve reaktér 6 da sirasiyla ¢ikis suyunda 1020
mg/L ve 810 mg/L NH4-N degeri bulunmustur. Bu degerler toksisite yaratmayan

aralikta olup, devaml artig giinliik beslemeyle bagdastirilmistir.

Reaktor 5'in reaktdr 6'dan daha yiiksek olusu, diger reaktorlerde oldugu
gibi, 6n-uygulamanimn NHs-N degerlerini diislirerek, toksik etkiyi azaltmasindan

kaynaklanmaktadir.
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4.2.7. pH olgtimleri

Asetik asit olusturan bakteriler ve metanojenik bakteriler mutlaka 6.5 ile
8 arasinda noétral alanda bulunan pH degerine ihtiyag duymaktadir. Caligilan tim
reaktorlerin giris pH degerleri reaktor 1 ve 2 i¢in 8.5 iken reaktor 3-4 igin 7.1 ve
reaktor 5-6 i¢in 7.7 dir. Cikis degerleri ise hepsinde 7.5 olarak oSlgiilmiistiir.
Glnliik olarak 6l¢iilen pH degerlerinde ani bir diisiis/artis olmamasi, sistemde bir
diizensizlik olmadigini gostermekte, fakat giinliik yapilan beslemeler VFA, kuru
agirlik, ve toplam azot gibi verileri beklenilenin aksinde Ol¢iilmesine neden
olmustur. Alkalinite, ugucu yag asitlerinden dolay1 olusan ani pH diisiislerine karsi

veya pH dalgalanmalarina kars1 tampon gorevi gorerek sistemi korumustur.
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Sekil 4.25 Tiim reaktdrlerin giinliik pH sonuglari
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Yapilan literatiir arastirmalar1 neticesinde gaz iiretimi veya proses akisi
engellenmis ise, bunun gesitli nedenleri olabilmektedir. Isletme teknigine bagh
nedenlerin yani1 sira proseste ¢esitli zararli maddelerin inhibe edici
konsantrasyonlara ulasmasi da etken olabilmektedir. Bu durumun ¢ok sayida
faktore bagli olmasi, sabit smir degerlerinin belirlenmesini zorlastirmaktadir.
Ayrica reaktor i¢inde inokuluma alisamamis bakteri varligi, mezofilik sartlar
altinda proses stabilitesi, organik yiikleme hizlari da Onemli oranda proses
inhibasyonundan sorumludur. Organik yiikleme hizi gida-mikroorganizma (F/M)
oranina da etki eder. Sistemde dengesizligin gozlenmesi, ortamda c¢ok fazla
substrat ya da c¢ok az substrat (belki de ¢ok fazla organizma ya da cok az
organizma) bulunmasindan kaynakli olabilmektedir. Bunlardan herhangi biri F/M
oran parametresindeki dengeye etkiyerek prosesi destabilize edebilmektedir
(Hilkiah Igoni et al, 2008).
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5.ONERILER

Giliniimiizde fosil yakit rezervlerindeki azalma ve petrokimyasal
yakitlarin fiyatlarindaki artis nedeniyle, biyokiitleden elde edilen biyoyakitlarin
enerji potansiyeline artan bir ilgi vardir. Mikroalgler, ekim alanlarina ihtiyag
duyulmamasi, karasal bitkilere kiyasla daha yiiksek biiyiime hizlar1 ve biyoyakit
verimliligi ile gelecekteki s1vi ve gaz biyoyakitlarin yenilenebilir kaynagi olarak
degerlendirilmektedir. Ancak, literatiire gore, biyoenerji iiretmek amaciyla
yetistirilen mikroalglerin maliyet arttiran bir dizi gereksinimleri vardir.
Mikroalgal biyokiitle eldesi i¢in gerekli ek besin maddelerinin maliyeti mikroalg
yetistiriciligini ekonomik acgidan yetersiz hale getirmektedir. Buna karsilik, eger
mikroalgal biyokiitle, atik su kullanilarak iiretilirse, bu ikili siire¢ maliyeti

diisiirerek  biiylik 6lgekli mikroalg iiretimini ekonomik hale getirebilecektir
(Angelidaki I, 2004).

Bu arastirmada 6n ¢alisma olarak kullanilan Spirulina platensis tiiriinde
en iyi biyogaz verimi mikrodalga on islemi ile elde edilmis, atiksudan izole
edilmis kanisik tir mikroalgal biyokiitlede ise uygulamanin siiresinin
yetersizliginden dolay1 bir etki gézlemlenememistir. Mikrodalga 6n iglemi
mikroalg parcalanmasini arttirarak anaerobik pargalanma hizini1 ve metan iiretim
potansiyelini arttirsa da, pozitif enerji dengesi kurulamamaktadir. Bu ylizden
daha az enerji tiiketen on-uygulama teknikleri arastirilmalidir (Passos, et al.,
2013). Buna ek olarak, bu c¢alismada, geleneksel tam karistirmali reaktor
kullanimlarinda devamli beslemeden kaynakli organik substratin biyometan
tiretiminde kullanim1 tam gergeklesmeyip ¢ikis suyunda halen biyoenerji
acisindan zengin bir organik icerik kalmaktadir. Bu yiizden ileri ki ¢aligmalarda
farkli reaktor diizenekleri ve besleme yontemleri denenerek, daha fazla enerji
kazanimi saglanmalidir. Ayrica ipliksi yapidaki tiiriin agirlikli oldugu karisik
mikroalgal biyokiitleden elde edilen biyogaz miktarinin ve metan igeriginin
azligi, mikrodalga on islemsinin yetersizliginden kaynaklanmigtir. Karigik
mikroalgal biyokiitlenin igerdigi kalin hiicre duvarli yesil algler anaerobik
pargalanmay1 zorlastirmustir. ileri Ki calismalarda, bu durum dikkate alinmalidir.
Son olarak, yapilacak analizler igin +4 °C de 2 aydan uzun siire beklemeye alinan
ornekler, bazi verileri olumsuz olarak etkilemistir. Bu yiizden, analizler miimkiin

oldugunca bekletilmeden yapilmalidir.

Algal anaerobik parcalama, bir c¢ok tatli su ve deniz algiyle farkli
kombinasyonlarla c¢alistlmistir.  Birbirinden  farkli  sicakliklar, reaktor



69

konfigiirasyonlari, 6n-uygulamalar ve es-sindirim parametreleri uygulanmis, ve
anaerobik pargalanabilme miktarlar1 yakin iligkili tiirlerde bile farkli sonuglar
vermistir. Bunun nedeni, mikroalglerde CH4; veriminin, hiicresel protein,
karbonhidrat ve lipid igerigine, ve hiicre duvar1 yapisina gore degismesidir.
Mikroalglerin kimyasal kompozisyonu tiirden tiire degismekte, ve hatta bazen
ayni tiirler altinda farkli biliyime ortamlarinda kompozisyon degisiklikleri
gozlemlenmektedir. Bu yiizden , alglerden CHy iiretimi farkli deney kosullari
altinda incelenmeli ve en iyi biiyiime kosulari bulunmalidir. Boylece anaerobik
parcalama i¢in maksimum biyokiitle miktar1 elde edilebilecektir (Lakaniemi,et
al.,, 2012). Alg tiirlerinin karakterizasyonu sonrasinda biiyiime ve biyolojik
Ozelliklerinin anlasilmasi ve uygun kosullarin olabilecek en diisiik maliyetle
saglanmasi, algal biyokiitleden elde edilen temiz enerjinin siirdiiriilebilir

geleceginde umut verici bir rol oynayabilecektir.

Tiirkiye’ nin enerji ihtiyaci her gegen giin artmaktadir. Ulkemizde,
dogalgazin %98'1, petroliin % 92’si ve komiiriin % 30’u ithal edilmektedir. Yerli
ve yenilenebilir kaynaklarin {iretimini de dikkate aldigimizda enerji ithal
bagimhiligimizin % 72 oldugu goriilmektedir. Bunun en dnemli nedeni Tiirkiye’
nin petrol ve dogalgaz rezervleri acgisindan kendine yetersiz olmasi ve bu
kaynaklar ithalat yoluyla karsilamasidir (Enerji ve Tabii Kaynaklar Bakanlig1).
Gelecekte ciddi sorunlarla karsilasmamak igin alternatif enerji kaynaklarinin
kullanimina yonelik c¢alismalara hiz verilmeli, enerji kaynaklarinin kullaniminda
disa  bagimhihigin  azaltilmas: i¢in yerli kaynak potansiyelinin verimli

kullanilmasina doniik ¢aligmalar yapilmalidir.
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