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OZET

CHLORELLA MINUTISSIMA MiKROALGINDEN BiYOETANOL ELDESI

Burcu SERBETCIOGLU SERT

BiyomUiihendislik Anabilim Dali

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Dog. Dr. Didem OZCIMEN

Son yillarda fosil yakit kaynaklarinin sinirli olmasi ve bu yakitlarin gevresel kirliliklere yol
acmasi sebebiyle alternatif yenilenebilir enerji kaynaklari arayisi hiz kazanmistir.
Glnes, rlizgar, jeotermal gibi yenilenebilir enerji kaynaklarinin yatirrm maliyetlerinin
ylksekligi nedeniyle, biyoyakitlara olan talep glin gectikce artmaktadir. Fosil
yakitlardan biri olan benzine alternatif biyoetanol, cesitli biyokiitle kaynaklarindan
mikroorganizmalar tarafindan fermantasyonla Uretilebilen, biyoyakit olarak
kullaniminin yaninda saglik, kimya ve farmasoétik alanlarinda da degerlendirilebilen bir
Urlinddr. GUndmizde artan nifus ve buna bagh gelisecek olan gida sikintilari nedeniyle
bugday, misir, seker pancari gibi birinci nesil biyoetanol kaynaklarinin kisitli olusu ve
gida endustrisinin temel besin grubunu olusturmasi, ikinci nesil biyokutle kaynaklarina
yonelimi arttirmistir. Fakat lignoseliilozik maddelerin 6n islemlerinin zorlugu ve 6n
islem maliyetlerinin ylksek olmasi, arastirmacilari yeni kaynak arayislarina
yoneltmistir. Uclincii nesil biyoyakit hammaddesi olan alglerin polisakkarit yapilarinin
biyoetanol eldesinde degerlendirilmesi biyoetanol Uretimi icin umut vaat eden bir
gelisme olarak sunulmaktadir. Bu tez calismasinda 6ncelikle Chlorella minutissima’nin
Uretimi gerceklestirilmis, ardindan Uretimi yapilan mikroalgler biyoetanol lretiminde
degerlendirilmistir. Fermantasyon oncesi yapilacak 6n islem tiiri (asit veya alkali), 6n
islemlerde kullanilan maddelerin konsantrasyonlari, 6n islem sicakligi, 6n islem siresi
ve fermantasyon siiresinin biyoetanol verimine olan etkileri arastirilmistir. iki farkl
kimyasal 6n muamele gerceklestirilerek biyoetanol verimleri karsilastirilmistir. Yapilan
calismada en yiiksek biyoetanol verim degerleri, asit 6n muamelesi icin mikroalgin 1 N
H,SO4 asit ile 60 dakika boyunca 100 °C'de muamelesi kosulunda %18.52, alkali 6n

Xii



muamelesinde ise %0.75 (w/v) KOH ile 60 dakika boyunca 100°C'de muamelesi
kosulunda %6.11 olarak elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyoetanol, mikrolagler, fermantasyon, biyoyakit, biyokdtle
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ABSTRACT

PRODUCTION OF BIOETHANOL FROM MICROALGAE CHLORELLA
MINUTISSIMA

Burcu SERBETCIOGLU SERT

Department of Bioengineering

MSc. Thesis

Adviser: Assoc. Prof. Dr. Didem OZCIMEN

In recent years, usage of renewable energy sources increase due to depletion of fossil
fuel resources and environmental problems. Since investment cost of renewable
energy sources such as sun, wind and geothermal is high, there is an increasing
demand for biofuels. Bioetanol which is an alternative fuel for gasoline, is a product
which is produced from various biomass sources via microorganisms and also used in
health, chemistry and pharmaceutical industry. Today, increasing population and
demand of food products cause utilizing second generation feedstocks for bioethanol
production instead of first generation feedstock such as wheat, corn and sugar cane.
However, due to the difficulties and the high cost of pretreatment of lignocellulosic
material, researchers have investigated new sources. Algae as third generation biofuel
feedstock, are promising resources for bioethanol productions because of their high
carbohydrate content. In this study, firstly, cultivation of microalgae Chlorella
minutissima was carried out and then, they were utilized for bioethanol production.
Effect of pre-treatment type (acid and alkaline), concentrations of the chemicals, pre-
treatment temperature and pre-treatment time on bioethanol yield were also
investigated. Highest bioethanol yields for acid and alkaline pre-treatments were
obtained as 18.52% and 6.11%, under condition of 1 N H,SO4 and 0.75% (w/v) KOH
concentrations, pre-treatment temperature of 100 °C, 60 minutes of pre-treatment
time, respectively.
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Diinya nifusundaki artis ve vyiksek olcide sanayilesme fosil yakitlarin hizla
tiketilmesine sebep olmaktadir. Fosil yakit rezervlerinin tilkenmeye baslamasi ve
yliksek maliyetleri sebebiyle, biyokitlenin biyoyakita dondlstirilmesi son yillarda
oldukca deger kazanmistir [1]. 2014 vyilindaki British Petroleum (BP) analizleri
incelendiginde petrol tiketimi 2012 yilinda 89.931 milyon b/d iken, 2013 yilinda 91.331
milyon b/d’ye yikselmis ve 2013 yili sonuna gelindiginde petrol rezervinin 1687.9
milyar varil olarak 6n gériilmiistiir. 2016 BP Diinya Eneriji Istatistikleri Raporuna gére
de; glunlik global sivi yakit talebi (petrol, biyoyakit ve diger sivi yakitlar), yaklasik 20
milyon varil artarak 2035 vyilinda giinde 112 milyon varile ylikselececegini 6n
gormektedir [2]. Blyldmenin yizde 60'indan fazlasi tasimaciliktan kaynaklanacak.
Ayrica fosil yakitlarin yanmasi sonucu zararli sera gazlarina (CO2, SOz, NO3), bu gazlarin

da kiiresel isinma gibi 6nemli cevresel sorunlara neden oldugu goriulmektedir [3].

Gunlmuzde biyoyakitta maliyet avantaji konusuna odaklaniimis ve sera gazi etkisini
duslirtict, toprak ve su kaynaklarinin kullanimini en aza indirerek, akaryakit dagitim
sistemleri ve ara¢ motorlari ile uyumlu calisabilen biyoyakitlarin Giretimi hedeflenmistir
[1]. Biyoyakit liretiminde ilk etapta yagh tohumlar dikkat cekmis ancak ekonomik ve
iklimsel etkenler sebebiyle diger kaynaklara ydnelinmistir. Dinyanin %70 oraninda
denizlerle kapli oldugunu temel alindiginda algal biyoteknoloji de buna bagl olarak

geliserek 6nemini artirmaktadir [4].



Mikroalgal biyoteknoloji, arastirmalar stiresince ¢ok gesitli ve farkl tiirlerin bulunusu ve
ekonomik avantajlar sebebiyle arastirmacilar igin 6zellikle son yillarda ilgi ¢ekici hale
gelmistir. Mikroalglerin kullanim alanlarindaki artis, tlkemiz gibi farkh teknolojilerin

gelisimini hedefleyen tlkeler igin dikkat ¢ekici hale gelmistir [5].

1.1.1 Mikroalgler

Mikroalgler prokaryotik ve 6karyotik fotosentetik mikroorganizmalardir ve tek htcreli
veya basit koloniler halinde ekstrem kosullarda yasayabilirler [5]. Mikroalgler tuzlu ya
da tath su ortamlarinda yasayabilen, fotosentetik mikroorganizmalardir ve giines isigi
ile karbon dioksitin biyomass ve suya donlisimini saglarlar [1]. Yaklasik 50.000 tir
oldugu tahmin edilirken, 30.000 civarinda tirin tespiti gerceklestirilmistir [6]. Degisik
alg turlerinde bulunmakta olan fotosentetik pigmentlerin tiir ve cesitliligi, alglerin
sistematigini olusturmaktadir. Alg gruplarinin tanimlanmasi sirasinda hticre duvarlari
ve depo drinlerin kimyasal yapisi olduk¢ca onem arz etmektedir. Sistematik
siniflandirma yapilirken 6karyotik algler bese ayrilmistir: Chlorophyceae (yesil algler),
Phaeophyceae (kahverengi algler), Pyrrophyceae (dinoflagellatlar), Rhodophyceae
(kirmizi algler) ve Chrysophyceae (sari-yesil algler) [7]. Fitoplankton algler hizli bir
sekilde cogalma sonucu bliyik koloniler olusturabilirler [1]. Siyanobakteriler ise oteki
algal gruplar gibi 6karyot degil, prokaryot olup, bir yandan da mavi-yesil algler olarak
bilinmektedirler. Ayrica mikroalgler ve siyanobakteriler birlikte fitoplanktonu

olustururlar.

Gunlmuzde mikroalglerin kiiltlir kapasiteleri, ticari acidan degerlendirildiginde 102
litreden 1010 litrelere kadar cikabilmektedir [5]. Mikroalgler fotosentetik yapilar
sebebiyle yag, protein ve karbonhidrat Uretimini kisa zamanda yogun bir sekilde
gerceklestirebilirler.  Bu  Ozellik sucul ortamda bitin dretimin  temelini
olusturdugundan, o ortamdaki canlilarin beslenmesinde olduk¢a 6nemlidir. Ayni
zamanda mikroalgler c¢ok sayida habitatin besin zincirinde primer (Uretici
gorevindedirler. Bu gorevin yaninda tiketici organizmalarin metabolizmalarina gereken
oksijen Uretimini de saglarlar ve azot cevriminde yliksek yapil bitkilerden sonra en aktif

role sahiptirler. Azot baglama 6zellikleri sebebiyle serbest azotlari fikse edebilirler [8].



Algler, biyoyakitlar ve biyokimyasallar igin tGglincu nesil biyokitle hammaddesi olarak
dikkat ¢cekmektedirler. Ayrica karatabanl bitkilere ve odun seliilozu malzemelerine
gore Ustlnltkleri bulunmaktadir. Bunun yani sira alglerin karasal bitkilere oranla
fotosentez yapabilme kabiliyeti daha vyiiksek olup hemiseliiloz ve lignin icerigi
olmamasi sebebiyle de, fermente olacak sekerlerin eldesindeki islem sayisi ve maliyeti

daha disuktar [9].

Mikroalglerin, biyolojik kiitle kaynagl olarak kullaniminin faydalari su sekilde

Ozetlenebilmektedir.
v'Mikroalgler fotosentezle birlikte 1siktaki enerjiyi organik bilesiklere cevirirler.
v'Biyokutleleri hasat edildiginde direkt olarak kullanimi uygundur

v'Mikroalglerin yapisinda bulunabilen pigment, protein, karbonhidrat ve yaglar

ticari acidan oldukc¢a 6nem arz etmektedir.

v'Hiicre bolinme sekilleri basit ve yasam donguleri kisadir, bu sebeple genetik

modifikasyonlari ¢gabuk ve zorlanmadan gergeklestirilebilmektedir.

v'Tuz orani yiksek sularda gelisebilirler ve distk verimli topraklarda olusturulan

havuzlarda uretim yapildiginda gevrenin protein verimini ylkseltebilirler [4].

Farkli bolgelere 6zgl fosfor ve potasyum bakimindan zengin icerige sahip algler gilibre

olarak da tercih edilirler [10].

Mikroalgler c¢esitli kimyasal ve biyokimyasallarin eldesinde kaynak olarak
kullanilabilirler. Mikroalgal biyoteknoloji esas alindiginda 1953-80 vyillarinda ilgili
konuda patent 77 adet olarak goriliirken, 1981-93 yillarinda bu say1 194’e yikselmistir
[4]. Uretim yapilmak tizere toplanmis olan ve kiiltiire alinan alglerin % 50’si gida
sektoriinde, % 40’1 kozmetik ve ila¢ sektoriinde ve % 10 kadarlik kismi da diger

sektorlerde kendisine uygulama alani bulmaktadir [11].

Deniz yosunlari, biyolojik tarimda kalite ve verimliligin artisinda, bitkilerin gelisiminin
diizenlenmesinde, hastalik ve zararhlara karsi direncin artisinda, topragin yapisinin
iyilestirilmesinde ve hayvan besiciliginde kullaniimaktadir [12]. Alglerin kullanimi
sonrasinda topraga yillik bazda 3200 kg/ha azot kazandirilmasi sonrasinda piring

Uretiminde % 20 oraninda verimlilik artigi gérulmustlr. Algler besin bakimindan
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icerikleri yoninden gerek organik madde igeriginin yiksekligi gerekse blylimeyi
destekleyici etkileri sebebiyle glibre olarak kullanilabilirler [13]. Algler bunlarin yani sira
koklenmeyi arttiran, bliiyime ve gelisimi tetikleyerek verimliligin artisina sebep olan

Chlorophyll, Auxin ve Cytokininlerin tretilmesini saglamaktadir [14].

1.1.2 Mikroalglerin Yetistirilmesi

Besin kalitesi, besin miktari, 151k, pH, tuzluluk, tirbilans ve sicaklik, algal bluylimenin
dizenlenmesini saglayan en onemli etmenlerdir. Tolerans araliklari ve en ideal

parametreler tlrlere gore degisiklik gostermektedir [5].

Alglerin yetistiriimesinde genellikle havuz seklinde agik sistemler ve kapali
fotobiyoreaktorler kullanilmaktadir. Bu sistemler icinde endustriyel alanda en yaygin
kullanilan alg yetistirme sistemleri agik havuzlardir. Yatirim ve isletim maliyetlerindeki
dusliklik, endustriyel alanda bu yaygin kullanimin sebebi iken Gretim kosullarindaki
zorluklar ve kontaminasyon riski bu sisteme ait dezavantajlari olusturmaktadir (Sekil 1.
1). Ancak enerji ihtiyacindaki dusuklik ve temizlenme kolayhg acikhavuzlarin
avantajlari arasindadir. Acik sistemlerde Spirulina, Chlorella, Dunaliella cinsi algler

Uretimi en ¢ok yapilan alglerdir [15].

Sekil 1. 1 Acik havuz tipi alg tretim sistemleri [16]

Fotobiyoreaktoérlerin fotosentetik etkinlikleri agik sistemlere oranla daha fazladir ve bu
da biyokiitle verimini arttirmaktadir [17]. Mikroalglerin Uretim asamasinda
kontaminasyonun engellenmesi, i1sida kontrol ve optimum isik kullanimi sayesinde

kapal sistemlerde yliksek verimlilik s6z konusudur. Kapali fotobiyoreaktorlerin ortam
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sartlarinda kontrol imkani daha kolay olmakla birlikte son triinde de kalite ve verimlilik
yuksek seviyededir. Kirlilik 6nlendigi takdirde biyoreaktorler dis ortam kosullarinda da
kullanilabilirken genis yelpazede tirlerin Gremesine imkan saglarlar [18]. Sistem kapali
oldugunda evaporasyon gerceklesmemesi durumu ile gesitli biyokimyasal maddelerin
Uretimi igin elverigli sartlar olusmaktadir. Dikey tipli tlbuler kolonlar, diz plaka tipli
fotobiyoreaktorler ve yatay tipli tlibuler fotobiyoreaktorler en genis kullanim alani olan

fotobiyoreaktor cesitleridir [17].

-

| -
-

5
o

Sekil 1. 2 Alg bliyitme isleminde kullanilan cesitli fotobiyoreaktorler [10]

1.1.3 Gegmisten Giiniimiize Alglerin Biyoyakit Olarak Kullanimi

Mikroalgler, cesitli yapilarda kimyasal ve biyojik bilesikleri Uretebilmeleri sebebiyle
ticari agidan 6nem tasirlar [19]. GUnimizde enerji kaynagi olmasi adina yenilenebilen
ve toksik 6zelligi olmayan biyodizel yakit kaynaginda, mikroalglerin kullanimi 6n plana
citkmaktadir. Yag icerik orani ve bliyiimedeki hizi yiiksek olan mikroalglerin tayininde ve
mevcut hicrelerdeki yag iceriklerinin artisini saglayan etkenlerin arastirilmasi hala
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devam etmektedir. Biyodizelin yaninda alglerin igerdigi karbonhidratlar da cesitli
hidroliz yontemlerinin ardindan etanol Uretimi icin kullanilabilir dizeye gelmektedir.
Suda mevcut olan algler, hiicresel yapilarinda karasal ortamda gerekli hemiseliiloz ve
lignin benzeri biyopolimerlere ihtiya¢ duymamaktadirlar [19]. Bunun sonucu olarak da
biyoetanol liretimindeki 6n muamele islemleri sadelesmektedir [20]. Mikroalglerdeki
bu isletim kolayligi maliyet dislrici etkisinin yaninda biyoetanol lretiminde blyuk

Onem arz etmektedir [21].

1.2 Tezin Amaci

Bu tezin amaci Ulkemizde mikroalglerin biyoetanol Uretimi igin yetistirilmesi ve
mikroalglerden farkli deney kosullari altinda biyoetanol tretiminin gerceklestirilmesi ve
cesitli on muamelelerin ve deneysel kosullarin biyoetanol Uretim verimine olan

etkisinin incelenmesidir.

1.3 Orijinal Katki

Bu calismada, biyoetanol tretimi icin tGglincl nesil biyoyakit hammaddesi olarak 6nemli
bir potansiyele sahip olan mikroalglerin biyoetanol (retiminde degerlendirilmesi
arastinlmigtir. Benzinin alternatifi olan biyoetanoliin retiminde alglerin kullanimina
yonelik Glkemizde yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Gergeklestirilen tez ¢alismasi,
Chlorella minutissima turi mikroalgin biyoetanol Uretiminde kullaniimak (zere
yetistirilmesi ve cesitli kosullar altindaki biyoetanol veriminin incelenmesi ve verimi

arttiric ¢esitli hidroliz kosullarinin denenmesi ile literatire orijinal katki saglayacaktir.



BOLUM 2

BiYOETANOL

Kimyasal yontemlerle etilenden ya da farkh biyokitle kaynaklarindan fermantasyon
sonucu Uretimi yapilan sivi Griin etanol (CH3—CH,—OH ya da EtOH) olarak adlandirilir.
Biyokutleden lretilmis olan etanol ise literatlirde biyoetanol olarak adlandiriimaktadir
[26]. Etanol renksiz ve berrak bir yapida olmasinin yani sira tip, kozmetik, ilag, temizlik
endustrilerinde, kimya sanayinde ¢oziicli ve bazi organik kimyasallarin sentezlenmesi

sonrasinda yakit olarak kullanilabilir [24].

Sekil 2. 1 Biyoetanoliin kimyasal yapisi C;HsOH [27]

Biyoetanolilin sahip oldugu cesitli 6zellikler asagidaki gibidir [28].

 Biyoetanol renksiz ve berrak bir yapidadir ve karekteristik bir kokuya sahiptir,
¢ Biyoetanol yakit olarak yliksek oktanhdir (113),

¢ Biyoetanoliin kaynama noktasi 78,5 °C, donma noktasi -114,1 °C’dir,

e Biyoetanol 20 °C’de 0,789 gr/ml yogunluktadir,

¢ Biyoetanol yeniden bir yapilandirma gerekmeksizin igten yanmali motorlarda % 10

oraninda kullanim alani bulabilir,



¢ Biyolojik olarak bozunur ve gevresel tehdit olusturmaz, yenilenebilir 6zellik gosterir,
¢ Fosil yakitlara oranla %80 daha az sera gazi yaymaktadir,

eYakitta oksijen seviyesindeki artis ile verimlilik artisi ve zararl gazlarda azalma

saglanir, bunun en basit yontemi de yakit icerisindeki biyoetanollin oranini arttirmaktir,

* Benzen, metil tersiyer bitil eter gibi kanserojen maddelere gore yakitlarin oktaninda

artisa ¢evresel agidan daha avantajhidir,
¢ Biyoetanol egzoz emisyonlarini azaltici etkidedir,

e Ozon tabakasina zarar veren, hidrokarbon emisyonlarinda 6nemli oranda disise

sebebiyet verir,

e Yiiksek seviyedeki biyoetanol karisimlari azot oksit emisyonlarinda %20 oraninda

azaltici etkidedir,

e Yiksek seviyedeki biyoetanol karisimlarinin kullanilmasi sonrasinda Ucucu Organik

Madde (VOC's)'lerde 30% ve Ustl azalma gorilmektedir,

e Biyoetanol karserojen etkideki benzen ve butadin emisyonlarini 50% oraninda azaltici

etkidedir,

eBiyoetanol, sulfir dioksit ve partikiil emisyonlarinda Onemli oranda disis

saglamaktadir.

Cizelge 2. 1 Etanol ve diger yakitlarin 6zelliklerinin karsilastiriimasi [28].

OZELLIK METANOL ETANOL BENZIN
Kimyasal CH3OH C2HsOH Ca-C12 Zinciri
Formiil
Ana Maddeler 85-88C, 12-
12 2C, 1 ’
(% Agirlik) 38C, 12H, 500 | 52C, 13H, 350 15H




Cizelge 2. 1 Etanol ve diger yakitlarin 6zelliklerinin karsilastiriimasi [28].(devami)

Alt Is1 Degeri
(Btu/Ib)
Benzine Gore
Galon Basina
Yapilan Mil

Teorik

Hava/Yakit
Orani (Agirhk)

8,570 11,500 18,000-19,000

55% 70% -

6,45 9,00 14,70

eBiyoetanole ait en yaygin iki kullanim sekli E-10 (% 10 Biyoetanol+%90 Benzin) ve E-85
(% 85 Biyoetanol+%15 Benzin)'dir. [28]

Cizelge 2. 2 Biyoetanol karisimina bagli olarak emisyon degisimleri [32], [33].

Biyoetanol Karisim Orani
Emisyon 2% 5% 10%
Karbon Monoksit % 5 % 10 % 25-30
(co) azalma azalma azalma
. % 2

Aa7eE Blets p % 5 azalma | % 10 azalma
(CO2) azalma
Hidro Karbon %5 % 10 % 25-30
(HC) azalma azalma azalma
Azot Oksit (NOx) % 3 azalma % 5 azalma

o)

%2 % 4 azalma % 7 azalma
Egzoz azalma
Stilfur Dmks'F 5 Azalma Azalma Azalma
(S02) ve partikl

Biyoetanol biyo esasli ve yenilenebilirligi sebebiyle fosil yakitlar karsisinda dnemli bir
alternatiftir [23]. Biyoetanol yliksek sikistirma, kisa yanma ve yagsiz yanma gibi
Ozellikler sayesinde teorik acidan benzine gore Ustiin 6zellik géstermektedir [25].
Motorlu tasitlarda kullanilan en yaygin sivi yakitlardan biri biyoetanol iken benzin
karsisinda da onemli bir alternatiftir. Diinya biyoetanol Uretim miktarlari 2001 yilinda
31 milyar litre, 2006 yilinda 39 milyar litre ve 2000-10 yillari arasinda da 100 milyar litre

olarak artis gostermistir [29], [30]. Biyoetanol, saglik agisindan tehlike olusturan



karbonmonoksit, ugucu organik bilesik, toksik madde ve solunabilir partikil miktarlarini

da azaltici etkidedir [34].

Etanollin iretiminde kimyasal ve biyolojik olarak iki temel metot mevcuttur. Kimyasal
tretimde % 35-95 etilen icerigindeki hidrokarbon kaynagi ile %95-98 oraninda sulfurik
asit ¢Ozeltisinin, suyla hidrolizi sonrasinda siyirma kolonu yardimiyla ayrilmasi

gerceklesmektedir.
CH2=CH; + H,S04 - CH3CH,0SO0O3H
CH3CH20S03H + H20 - CH3CH20H + H2504

Diger bir poseste ise silfiirik asit kullanimi olmadan sabit yatakh bir reaktor yardimiyla

etilenin direkt olarak hidrasyonu s6z konusudur.
CH2=CH; + H,0 - CH3CH;,0H

Bu iki yonteme ilaveten sulfurik asit ya da civa (Il) silfat gibi bir katalizér kullanimi
sonrasinda etilenin hidrasyonu ile ara Griinin asetaldehit oldugu oktakarbonildikobalt
katalizorlugli ile asetaldehitin hidrojenasyonu prosesi ile de etanol (retimi

mUmkundar.
CH,=CH> + H,0 > CH3CHO

CH3CHO + H2 - CH3CH2OH  [31]

2.1 Fermantasyon
Proses glikozun alkol ve karbondioksite dontstliriilmesinden olusmaktadir.
CeéH1206 >2C,HsOH + 2CO;

Gerceklesen reaksiyonlara gore kg basina glikozdan teorik maksimum verimde 0.51 kg
biyoetanol ve 0.49 kg CO; olusmaktadir. Ancak pratikte mikroorganizmalar ortamda
bulunan glikozu biylmeleri icin de kullandiklarindan dolayi gercek verim %100’den

azdir [60].
Fermentasyon, uygulama ve isleyis bakimindan temel olarak tge ayrilir:

e Kesikli fermentasyon; fermentasyon baslamadan 6nce reaktor icerisine tiim ortam

bilesenlerinin eklenmesi ve fermentasyon sonunda tiim materyalin uzaklastirilmasi ile
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isleyen sistemdir. Fermentasyon boyunca reaktore hicbir bilesen eklenmez veya
ortamdan higbir bilesen uzaklastiriimaz. Endustride kullanilan uygulamalarin biyik

kisminda kesikli sistemler kullanilmaktadir.

e Sirekli fermentasyon; baslangi¢c olarak fermentore gerekli bilesenler konularak
islemin baslatildigl ve uygulama boyunca ortama substrat eklenirken ayni zamanda
olusan Urliniin de, birikim yapmamasi ig¢in (inhibisyona neden olabilir) strekli

uzaklagtiriimasiyla, reaktor icinde dengenin saglandigi sistemlerdir.

® Yari-kesikli fermentasyon ise; zorunlu olarak kesikli uygulama yapilmasina karsin,
fermentasyon sireci icerisinde ya strekli bir giris ya da surekli bir ¢ikisin oldugu

sistemlerdir [54].

GUnumizde fermantasyon teknolojisi; ilaglar, gida bilesenleri gibi bircok triin elde
edilmesinde kullanilirken ayni zamanda atik sularin aritilmasi ve enerji eldesi gibi
yontemlerde de kullanilmaktadir [54]. Fermantasyon prosesleri genellikle eszamanli
sakkarifikasyon ve fermantasyon ile hidroliz ve fermantasyonun ayri asamalarda
gerceklestirildigi prosesler olmak lizere iki temel proses lizerinden gergeklestiriimekle

birlikte yeni Gretim prosesleri gelistirilmeye devam etmektedir [29].

2.1.1 Saccharomyces cerevisiae

Fermantasyon isleminde kullanilan mikroorganizmalar etanol (retiminde 6-karbonlu
sekerlerden faydalanirlar. Bu vyizden vyiksek miktarda glikoz iceren seliilozik
biyokutleler biyoetanol Gretiminde en kolay doniisime sahip materyallerdir. En etkili
biyoetanol lireten  mayalardan  biri  Saccharomyces cerevisiae’dir  [61].
Mikroorganizmalar cevredeki pek ¢ok kimyasal ve fiziksel durumlardan etkilenirler.
Mikroorganizmalarin biyoetanol verimleri sicaklik, pH araligi, alkol toleransi, ozmotik
toleransi, inhibitoérlere karsi direnci, blylime hizi ve genetik stabilitesine baglidir [25].
Maya ve mantarlar 3.5-5.0 pH araligini tolere edebilmektedirler [53]. S.cerevisiae
ylksek ozmotik dirence sahip olmakla beraber 4.0 gibi diisiik pH seviyelerini de tolere

edebilmektedir [63].
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2.2 Biyoetanol Hammaddeleri

Biyoetanoliin (retimi, seker icerigi olan tarimsal hammaddelerle mimkin olup, bu
hammaddeler seker ve nisasta iceren birinci nesil hammaddeler ve lignoselilozik
sekerleri iceren ikinci nesil hammaddeler olarak ayrilmaktadir. Seker kamisi, melas,
seker pancari ve meyvelerden temin edilen sekerlerin direkt olarak maya ile fermentesi
mimkindir. Bu hammaddeler hektar basina yiliksek oranda verimlilige sahipken,
disik oranda donlisim maliyetleri de avantaj olarak karsimiza gikmaktadir. Yilin
sadece bazi zamanlarinda Uretimin gergeklestirilmesi ise dezavantaj olarak
gorilmektedir. Seker pancari Avrupa ve Kuzey Amerika’da asil seker kaynagi iken
ortalama olarak bir ton seker pancari ile 25 galon etanol eldesi mimkindir. Ancak

seker kamisina oranla ¢ok daha pahali bir Gretim asamasi gerekmektedir [30].

2.3 Biyoetanol Hammaddesi Olarak Mikroalgler

Alg kaltdrleri, aclk ve kapali (fotobiyoreaktorler) olmak tizere iki farkh Gretim
sisteminde vyetistirilebilirler [19]. Acik havuzlarda sig su kosullarinda algler kiiltlre
alinmaktadir. Bu yetistirme tipinde besinler ¢evre arazilerden akan sular ile ya da
kanalizasyon / su aritma tesislerinden temin edilebilmektedir. Acik sistemlerdeki teknik
ve biyolojik kisitlamalar kapali sistemlerin gelistirilmesi ihtiyacini ortaya koymustur.
Mikroalglerden degerli kimyasallarin  Uretimi icin kapali fotobiyoreaktoérler
kullanilmaktadir ancak bu tip Gretim sekillerinin maliyeti oldukca yliksek diizeydedir.
Fotobiyoreaktorlerde optimum sartlarda kiltire alinma gercgeklestirildiginde yliksek
verimlilik sonrasinda yillik 19,000-57,000 litre / donum yag elde edilebilir. Bu miktarlar
da verimliligin en iyi diizeyde oldugu bitkilere oranla 200 kat yiiksek verimlilik anlamina
gelmektedir. Mikroalglerin etanol Uretiminde kullaniminda ise hiicredeki nisastanin
aciga cikarilmasi gerekmektedir ve bunun icin de gesitli fiziksel, kimyasal veya biyolojik
parcalanma yontemlerine ihtiya¢c duyulmaktadir. Hicrelerin parcalanmasi sonrasinda
fermantasyonu baslatmak icin ortama uygun bir mikroorganizma inokile edilerek

fermantasyon islemi gerceklestirilmektedir [19].
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2.3.1 Mikroalgleri Etkileyen Cevresel Faktorler

Algal biyoteknolojideki gelisimlere ragmen mikroalg cesitlerinin kiiltlrlerinde bazi
guclikler mevcuttur. Mikroalg kiltlrlerinde biyokitlenin biyokimyasal kompozisyonu
ve yag asidi degerleri, besin ortami, sicaklik, tuzluluk, pH, 1sik gibi bliylime kosullarina

bagl olarak degisim gosterir [55].

2.3.1.1 Isik Siddeti

Mikroalgler farkh kaynaklardan gelen basit molekdilleri 1sik sayesinde yasamlari igin
gerekli olan kompleks molekillere cevirirler [55]. Temel (retici olarak kabul edilen
fitoplanktonun vertikal dagihmina etki eden sebepler; biotik ve abiyotik kosullardir.
Abiyotik etmenlerin en O©nemlilerinden biri isiktir. Burada c¢esitli olaylarin
gerceklesmesinde sadece 1si8in etkisinin oldugu goriilmektedir. Daha alt bélgelerde ise
1sigin sinirlayici bir faktor oldugu bilinmektedir. Isigin dalga boyu, planktonun vertikal

dagihminda etkileyici faktordir [56], [57].

2.3.1.2 Sicakhk

Dogada bulunan alglerden bazilari yiksek sicaklikta yasayabilirken bazilari bu sicaklikta
canlihgini siirdiremezler. Bu sebeple (retimi yapilacak tiirin optimum blylme
sicakhgina dikkat edilmesi gerekir. Uretimlerde mikroalglerin ¢cogu 16-27°C arasindaki
sicaklig tolere edebilirken, 16°C’den diislik sicakliklar liremeyi yavaslatir ve 35°C'den

yuksek sicakliklar ise genellikle 6ldariict etki gosterir [13].

2.3.1.3 pH

Mikroalg ve siyanobakterilerin iretimine etki eden diger bir parametre ise pH olarak
karsimiza ¢ikar. Her tir, spesifik olarak belirli bir pH araliginda treyebilmektedir ve pH,
bir cok alg tlrlnin kiltirinde 7-9 araliginda olmaktadir. Kiltiir icin uygun pH'nin
saglanamamasi, hiicrelerin parcalanarak iceriginin ortama gecmesine ve sonugta
kiiltirtn 6limine yol acar. Bu sorunun kiltdrin havalandirilmasiyla asilmasi mimkin
olmaktadir. Cok yogun kiiltlirlerde, zamanla pH artisi meydana gelmektedir ancak pH

dengesi, belirli miktarlarda eklenen CO; ile uygun aralikta tutulabilmektedir. Ayrica
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kontrolli sistemler ile galisiilmasi durumunda gerekli asit ve baz ilaveleri ile de pH

istenen aralikta tutulabilmektedir [37].

2.3.1.4 Tuzluluk

Deniz panktonlarinin tuzluluk degisimine olan toleranslari oldukga iyi diizeydedir.. Pek
cok tir, dogal ortamdaki tuzluluga goére daha duslik tuzlulukta iyi bir blyime
gostermektedir. Pek c¢ok alg tiri %12-44 ppt, optimum %20-24 ppt tuzlulugu tercih
etmektedir [58].

Algal bliyumeyi diizenleyen en 6nemli degiskenler besin miktari, kalitesi, 151k, pH,
havalandirma, karistirma, tuzluluk ve sicakhgl icermektedir. Degiskenlerin optimum
degerleri calisilan tire 6zgl olmakla beraber, genel degisken degerleri Cizelge 2. 3’te

gosterilmistir [37], [38].

Cizelge 2. 3 Mikroalg Uretimine etki eden parametreler igin genel degerler.

Mikroalg Uretimine Etki Eden Parametreler igin Genel
Degerler
Parametreler Arahk Optimum
Sicaklik (°C) 16 - 27 18-24
Tuzluluk (g.L?) 12 -40 20-24
1000 -

Istk Yogunlugu (liiks) 10000 2,500 - 5,000
Fotoperiyot 16:8 (minimum)
(aydinhk:karanlik,saat) 24:0 (maksimum)
pH 7-9 8.2-8.7

Temel fitoplankton gruplarindan alinan 6rnek tirlerin kiltirleri yapilarak, blytimeleri
Uzerine farkl fiziksel ve kimyasal faktorlerin etkilerinin saptanmasi, bu gruplarin dogal
populasyonlarinin blylmeleri icin gerekli olan sicaklik, CO; diizeyi, besin kaynaginin
kalitesi ve diizeyi, 1si8Iin yogunluk ve siiresi gibi kritik faktorlerin saptanmasi agisindan
da oOnemlidir [8]. Bu fotosentetik canlilar fotosentez sonucu ortama oksijen
vermektedirler ve olumsuz cevre kosullarina (yiksek 1sik, yiliksek sicakhk gibi) karsi

tepki olarak metabolizmalarinda degisiklikler yapabilmektedirler.
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Chlorophyceae sinifina ait Chlorella ve Neochloris tirrlerinin azot eksikligi olan ortamda
kiltire alinmalari halinde kuru hicre agirliklarinda yag miktarlarini %60’a ¢ikardiklari

literatlr calismalarinda belirtilmistir [39].

Besin ortami ve cevresel faktorler, lipid icerigi kadar yag asitlerinin birbirlerine gore
oranlarini da etkileyebilmektedir. Azot sinirlamasi ile biiyliyen birgok mikroalg tiriinde
artan lipid icerigi gozlenmistir. 1940’l yillarin sonlarinda azot limitasyonunun yag
Uretimi Uzerinde etkili oldugu saptanmis ve kuru agirlikta %70-85 yag dlizeyine
erisildigi calisma sonucunda rapor edilmistir. Dunaliella sp. ve Tetraselmis suesica gibi
bazi alg tirleri ise disik miktarda lipid icermekte ve genellikle lipidden ¢ok karbohidrat

Uretmektedirler [53].

P. tricornutum tuirl, yeterli dizeyde azot bulunan bir ortamda ve azot eksikliginin
yapildigi bir ortamda kiltlire alinmis ve protein, karbohidrat, lipid, kil ve biyomas
miktarlari saptanmistir. Calisma sonucunda, protein orani %55’den %25’e, karbohidrat
%10’dan %15’e, lipid %20’den %30’a, kil %12’den %16’ya degisim gostermistir. Lipid
oraninin %30’a ¢ikmasinin ise biyokiitle miktarinin azalmasindan dolayr 6nemli

bulunmadigi bildirilmistir [40].

Diger bir calismada ise, Ug¢ deniz tUrl (I. galbana, Chaetoceros calcitrans ve
Thalassiosira pseudonana) dort farkli ortam kosullarinda (N, P, Si eksikligi ve 1sik
sinirlamasi) kdltiire alinmis ve biyokimyasal kompozisyonu incelenmistir. Azot stresi
yapilan Ug¢ kiltirde ikinci giinde lipid oraninda bir degisim olmazken, karbonhidrat
oraninda artis, protein oraninda ise azalis gozlenmistir. Silisyum eksiltmesi yapilan
kiltirlerde de altinci saatin sonunda lipid, protein ve karbohidrat oraninda bir degisim
olmamuistir. Ancak P sinirlamasinin yapildigi kiltiirlerden T. pseudonana’da 20:5w3 ve
22:6w3 yag asitlerinde 6nemli diizeyde azalmalar tespit edilmistir. 20:5w3 yag asidi /.
galbana tirinde diger iki tiire gére 6nemli diizeyde az bulunmustur. Isik sinirlamasinin

yapildigi G¢ tirde ise lipid oraninda bir tutarlik gbézlenmedigi belirlenmistir [41].

I. affinis galbana’da farkli cevresel kosullarin lipid miktarina etkisini belirlemek
amaciyla yuksek 1sik ve azot sinirlamasi uygulamalari yapilmistir. Yiksek i1sik siddeti

altinda karbohidrat birikiminin oldugu ve lipid miktarinda distk bir oranda azalma
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meydana geldigi; azot sinirlamasinda ise hem karbohidrat hem de lipid oraninda artis

oldugu belirlenmistir [42].

Farkli bir calismada ise Isochrysis sp., P. lutheri ve N. oculata kesikli ve yari strekli
kiltir sistemiyle kiltire alinmis ve mikroalgler blyimenin farkh fazlarinda hasat
edilerek lipid, protein ve karbonhidrat seviyeleri belirlenmistir. Kesikli sistemde
logaritmik evrede tiim tirlerin protein orani yiksek (%25.2-41.1), karbonhidrat (%7.1-
10.3) ve lipid (%8.8-14.9) orani dusik bulunurken; dinlenme fazinda Isochrysis sp. ve N.
oculata’da protein (sirasiyla %21.8 ve %20.3) 6nemli miktarda dismds, P. lutheri’de
lipid (%16.6) orani artmis ve tiim tirlerde karbohidrat miktarinda artis olmustur. Yari
surekli kiltirde ise logaritmik artis fazina gore logaritmik fazin sonunda tim
kiltirlerde karbohidrat orani artis gosterirken, Isochrysis’de protein orani dismis ve

P.lutheri’de ise lipid orani artis gostermistir [43].

Ortam kosullarinin etkisinin incelendigi bir baska c¢alismada ise denizel mikroalg
Isochrysis sp. tlrline 12:12 aydinlik peryodu uygulanarak 50uE.m-2s-1"dan 1000uE.m-
2s-1’ya kadar 5 farkli 1sik yogunlugunda mikroalgler kiiltire alinmis ve logaritmik fazin
sonunda hasat edilerek, biyokimyasal kompozisyonu incelenmistir. Isochrysis sp. ‘nin
biyokimyasal yapisi 1sik siddetlerine bagh olarak degisim gostermis ve en yliksek
protein orani 100 ve 250uE.m-2s-1 151k siddetinde, en dislik karbohidrat ve lipid orani
50UE.m-2s-1 151k siddetinde kaydedilmistir [44].

Yesil alg Ankistrodesmus falcatus tirQ nutrient sinirlamasi yapilan ortamda kiiltiire
alinarak, biyokimyasal icerigindeki degisim incelenmis, azot sinirlamasi yapilan
kiltirdeki hucrelerin  bUyGkligh ve hiicre yogunlugu kontrol grubuyla
karsilastirnldiginda daha kiicik ve yogunlugu daha az, fosfor sinirlamasi yapilan
kiltirdeki hicrelerin ise daha blylk ve daha yogun oldugu bildirilmistir. Kontrol
grubuyla karsilastirildiginda azot sinirlamasi yapilan kiltiirlerde protein orani disuk,
fosfor sinirlamasi yapilan kiltirlerde ise karbohidrat ve lipid orani yliksek bulunmustur.
Fosfor sinirlamasi yapilan kiltirlerde lipid orani azot sinirlamasi yapilan kiltirlerden
daha yiksek bulunmustur. Protein: lipid orani azot sinirlamasi yapilan kiltlirde 0.38
olarak en duslik, fosfor sinirlamasi yapilan kiltiirde ise 0.44 ve kontrol grubunda ise

1.14 olarak gozlenmistir [45].
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Distk miktarda azot uygulamasina maruz birakilan fakh Chlorella tirlerindeki klorofil
degerlerin degisimi incelendiginde hem normal kosullarda hem de disik miktarda azot
beslemesi yapildiginda C. vulgaris’in diger dort tlire gore en iyi gelisme gosterdigi
belirlenmistir. Calismada azot stresi, bes tirin yetistirildigi biyoreaktdr sisteminde
uygulanmis ve kontrol guruplariyla karsilastirilmistir. C. emersonii’nin bu uygulamadan
diger tirlere gore daha fazla etkilendigi ve hiicre sayisindaki artisin diger tirlere gore
en fazla oldugu ortaya cikartilmistir. Ayrica bes farkh Chlorella tiiriinde olglilen ylizde
lipid degerlerinin C. sorokiniana disindaki diger dort turde (C. vulgaris; C. minutissima;
C. emersonii, C. protothecoides) yaklasik olarak ikiser kat arttigi belirlenmistir. C.
sorokiniana’da ise bu deger hemen hemen kontrol gurubu ile ayni seviyede kalmistir

[35].

Nannochloropsis sp. turinin farkh stk yogunluklarinda (40, 60, 80, 220 ve
480umolquantam-2s-1) kiltiire alinip; biyokimyasal yapisi incelendiginde en yiksek
protein orani, 220 umolquantam- 2s-1 isik siddetinde %42.76 olarak belirlenirken, en
yuksek lipid (%60.71) ve karbohidrat (%29.02), 40umolquantam-2s-1 isik siddetinde
saptanmistir. Duslk 1sik siddetinde (40umolquantam-2s-1) %28.9 olan EPA degerinin
stk siddetinin  480umolquantam-2s-1'e  cikarildigi  zaman %8.02'ye dustligi

gozlenmistir [46].

Bir baska c¢alismada ise Nannochloropsis sp. farkli azot, fosfor, sicaklik ve tuzluluk
seviyelerinde kuiltlre alinarak, CO; orani 2.800 pll-1 olacak sekilde ayarlanmistir.
Calismada, azot ve fosfor beslemesi arttikca protein ve PUFA’larin miktarinda artis
oldugu ancak karbohidrat, lipid ve yag asitlerinin azaldigi sonucuna varilmistir.
Tuzlulugun azaltilmasiyla yag asitlerinin ve PUFA’larin arttigi, sicakhgin artisiyla da yag

asidlerinin arttig1; PUFA’larin ise azalis gosterdigi belirtilmistir [47].

C. protothecoides’in heterotrofik ve ototrofik yetistirme sartlarinda ise biyodizel olarak
kullanim olanaklari karsilastirilmistir. Buna gore C. protothecoides’in ototrofik olarak
kiltire alindiginda, hiicre icerisindeki protein oraninin hetetrofik beslemeye goére bes
kat arttigi (54.64 (0t.)/10.28 (Het.)), ancak lipid oraninin dort kat (14.57
(Ot)/55.20(Het)) ve karbohidrat oraninin 1.5 kat (10.62 (Ot)/15.43 (Het)) daha dusuk

oldugu saptanmistir [48].
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C. calcitrans laboratuvar kosullarinda farkh sicaklik (20-25°C), farkh tuzluluk (%025-30)
ve CO; ile havalandirma kosullarinda kiltire alinip; blylime, karbohidrat, lipid ve
protein degerlerini belirlenmistir. Bu arastirmada biyokitle degerleri karbondioksit
ilavesinden etkilenirken, tuzluluk ve sicaklik degisiminden ¢ok az etkilenmistir.
Karbondioksit eklemesi protein degerini artirirken, karbohidrati diigtirmis, lipid oranini
degistirmemistir. Ylksek tuzlulukta karbohidrat artis gostermis, protein ve lipid
oranlarinda disusler olmustur. Duslik sicaklikta ise lipid ve karbohidrat degerleri

artarken, protein oraninin etkilenmedigi gézlenmistir [49].

N. oleoabundans tiiri biyoyakit elde etmek amaciyla farkli kiltlr kosullarinda kultire
alinarak, biyokitle ve lipid miktari incelenmistir. Ortalama biyokitle tretimi 30°C’'de,
yeterli miktarda azot bulunan ve CO; ilavesi yapilan ortamda gézlenmistir. En ylksek
biyokitle miktari 30°C'de ve yeterli miktarda azot bulunan ortamda saptanmistir.
Maksimum lipid orani ise %56 ile alti giin azot sinirlamasi yapilan ve 30°C’deki kiltirde
saptanmis, bunu %52 lipid orani ile azot stresi yapilan 30°C deki ve CO; ilavesi yapilan

kaltdr izlemistir [50].

Skeletonema costatum ve Prorocentrum donghaiense tirleri farkli miktarda azot ve
fosfor igeren ortamlarda 12:12 aydinlik-karanlik peryodu uygulayarak kultiire alinmis
ve lipid, karbohidrat ve protein degisimi takip edilmistir. Calismanin sonunda S.
costatum, fosfor sinirlamasi yapilan besi ortaminda lipid miktarini artirirken; hem azot
hem de fosfor sinirlamasi yapilan ortamda karbohidrat miktarini artirmistir. Toplam
protein ise azot-fosfor iceren ortamda yiksek oranda tespit edilmistir. P. donghaiense
hiicrelerinde azot ve fosfor sinirlamasinin yapildigi ortamda lipid ve karbohidrat miktari
artis gosterirken; besin sinirlamasinin yapildigi ortamlarda toplam proteinde degisim
gozlenmemistir. Ayrica S. costatum’un bu (g biyokimyasal yapiyi biriktirme yeteneginin

P. donghaiense’ye gore daha yiksek oldugu belirlenmistir [51].

Yapilan bu calismalardan da anlasilacagi gibi algler yasadiklari ortama uyum saglamak
icin metabolizmalarini stres kosullarina goére dizenleyebilmekte ve ortama uygun

sekilde adaptasyon yeteneklerini gelistirebilmektedirler.
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2.4.1 Biyokiitleye Uygulanan On Muameleler

Biyoetanol Uretimi sirasinda gozlenen en dnemli islemlerden biride biyokitlenin 6n
muamelesidir. Fiziksel, kimyasal, fizikokimyasal ve biyolojik olmak lzere biyokitleye

uygulanan dort tip 6n muamele teknigi bulunmaktadir [29].
2.4.1.1 Fiziksel On Muameler
2.4.1.2 Mekanik Pargalama On muamelesi

Ogiitme, ezme, yongalama fiziksel islemlerin ilk basamagi olarak bilinmektedir. Amac
biyokitlenin ylizey alanini arttirarak sonraki 6n muameler igin sekere daha kolay

ulasmayi saglar [22], [101], [29].
2.4.1.3 Proliz On Muamelesi

Bu 6n muamelede en dstik eneriji girdisi olan endotermik bir proses olup biyokditlenin
300°C’nin Uzerindeki sicakliklarda muamele gérmesi seliilozun char ve CO ile H; gibi gaz
Urlinlere donuserek kimyasinin bozuldugu goézlenir. Olusan Char su veya duslk asit
konsantrasyonu ile yikandiginda kalan su biyoetanol Uretimi igin mikrobiyal biyimeyi
destekleyecek kadar seker kaynagi bulunabilmektedir. Biyokltle agirhginin yaklasik

olarak %55’i su ile yikama asamasinda kayip olmaktadir [30].
2.4.1.4 Mikrodalga On Muamelesi

Mikrodalga yontemi ylksek 1sitma etkinligi ve dusuk eneriji girdisi ile kolay uygulanan
bir muamele cesitidir. Mikrodalga yontemi sivi ortamda mikrodalgalarin olusturdugu
termal ve termal olmayan etkileri kullanir. Biyokitlenin icinde olusan isi polar baglarin
titresimini saglar ve bunun sonucunda partikiller arasinda bir patlamaya yol agar ve

lighoseliiloz yapinin bozulmasina sebep olur. [29], [30], [36].
2.5.1 Fizikokimyasal On Muameler
2.5.1.1 Buhar Patlama On Muamelesi

Bu yontemde biyokitle yiiksek basingli buhar (20-50 bar, 160-270 °C) kullanilarak
birkac dakika boyunca isitilir ardindan basincin atmosferik kosullara gelmesi ile
reaksiyonun durmasi saglanir. Buharin lignoseliilozik matrikste yayilmasi fiberlerin

dagilmasina sebep olup, yontemde katalizor kullanilmamaktadir. [25], [52].
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2.5.1.2 Sicak Su On Muamelesi

170-230 °C ‘de sikistirilmis sicak su ile 15-20 dakika boyunca bir kimyasal ya da
katalizor olmadan biyokiitlenin 6n muamelesinde kullanilmasini icermektedir. Bu islem
sonucunda karboksilik asit ve furfural gibi mikrooarganizmalarin bliylimesini inhibe

edici toksik maddeler olusmaktadir. [30], [36], [52].
2.5.1.3 Amonyak Fiber Patlamasi (AFEX) On Muamelesi

Amonyak fiber patlamasi (AFEX) 6n muamelesi sivi amonyak ve buhar patlamasinin bir
arada gergeklestirildigi bir yontemdir. %15-30 nem igerigine sahip biyokltle 1-2 kg
NHs/kg kuru biyokitle oraninda sivi amonyakla basingh bir tankta (12 atmosferin
Uzerinde) basinca muamele edilir. Kisa reaksiyon siresi ve kolay uygulanabilir bir

yontem olmasinin aksine lignin icerigi yiksek hammaddelerde etkili degildir [25], [30].
2.5.1.4 CO, Patlamasi On Muamelesi

Bu yontem AFEX yontemine benzerligi ile dikkat cekmektedir. AFEX yonteminden farki
daha disik sicakliklarda olusu ve bu durumun proses maliyetinin disik dislrmesi
bunun vyaninda da buhar patlamasindaki inhibitoérler bu 6n muamelede
rastlanilmamasi. Ayrica donisim verimleri de buhar patlamasina gore ¢ok daha

yuksektir [30], [36], [59].
2.5.1.5 Islak Oksidizasyon On Muamelesi

Kullanilacak hammaddenin 120 °C sicakhgin Uzerinde hava ya da oksijenin katalizor
olarak kullanilarak su ile muamele edilmesi yontemidir. Yontemle hemiseliiloz ve
ligninin ¢ozlnUrlGgl artmaktadir ancak bu teknikle serbest hemiseliiloz molekilleri
hidrolize olmazlar. Buhar patlama ve seyreltik asit 6n muamelelerinde seker
monomerleri olusurken, islak oksidasyonda aciga cikan sekerlerin yapisi oligomer

seklindedir [30], [66], [103]
2.6.1 Kimyasal On Muameleler

Cesitli kimyasallarin kullanilmasi (seyreltik asit, baz, organik ¢6zlici vb.) ile uygulanan
on muamele c¢esitidir. Uygulamasi kolay ve geri donlistimleri hizli oldugundan

proseslerde tercih edilme sebebidir [29], [30].
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2.6.1.1 Asit On Muamelesi

Bu yontemde lignoselulozik seker iceren hammaddelerin 130-210 °C ‘de %0.2-2.5
(w/w) konsantrasyon asit muamelesinde uygulanan bir muameledir. Yaygin olarak
sulfirik asit, hidroklorik asit ve nitrik asit kullaniimaktadir [30]. Derisik asit kullanimi
yuksek miktarda inhibe edici bilesenlerin olusumuna yol agmasi ve kullanilan
ekipmanda korozyona yol agmasindan dolayi seyreltik asit kullanimina gore daha az

kullanilmaktadir [67].
2.6.1.2 Alkali On Muamelesi

Sodyum hidroksit (NaOH), potasyum hidroksit (KOH), kalsiyum hidroksit (CaOH;) ve
amonyum bu yontemde en ¢ok kullanilan katalizorler olup, diger tekniklere gore disuk
sicakhk ve basingta gerceklesmektedir [93]. Bununla birlikte hemiseliilozun ve
sellilozun ¢ozlnebilirligi asit ile yapilan 6n muamelelere kiyasla daha azdir [103]. Alkali
o6n muamele biyokutledeki lignin ve hemiseliiloz icerigini azaltarak ylizey alanini arttirir
ve su molekdillerinin hemiseliloz ile lignin arasindaki baglari kirmasina yardimci olur

[25], [30].
2.6.1.3 Organosolv On Muamelesi

Metanol, etanol, aseton, etilen glikol gibi organik solventlerin kullanildigi prosesler
olmasinin yaninda hidroklorik asit, stlfurik asit, sodyum hidroksit ve amonyak gibi
maddelerde katalizor olarak kullanilmaktadir. Uygulanan 6n muamele ile lignin ve
hemiselliloz baglari kirillabilmekte ayrica yan Urin olarak saf ve yiiksek kalitede lignin
elde edilebilmektedir [98]. Devantaji ise organik solventler kullanildig igin yanma,
ugcma, yiksek basingl islemlerde yiiksek risk olusturmaktadir. Ayrica 6nemli miktarda
furfural ve ¢6ziinir fenoller meydana geldigi icin ve maliyetini diistirmek icin solventler

geri kazanilmalidir [30], [36], [67].
2.7.1 Biyolojik On Mumaleler

Biyolojik 6n muameleler; kimyasallarin kullanilmamasi, enerji girdisinin az olmasi,
basincli ve korozyona direngli reaktorlere ihtiya¢ duyulmamasi ve minimum inhibitér
olusumu ile cevre dostu olarak biyolojik 6n muameleler dikkat cekmektedir. [50].

Biyolojik 6n muamelelerde kullanilan mantarlar genellikle kahverengi, beyaz ve
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yumusak kuf mantarlandir. Bu mantarlar lignin, hemiseliiloz ve seliilozun bir kisminin
yapisini  bozabilmektedirler [30], [103]. Uzun proses siresi, genis alan ve
mikroorganizma buyumesi igin strekli kontrol ihtiyaci ticari Gretimler i¢in dezavantaj

olarak gorulmektedir [36].

2.7.1.1 Enzimatik hidroliz

Hidroliz isleminde kullanilan selilaz enzimleri bakteriler ve mantarlar tarafindan
Uretilebilmektedir. Bu mikroorganizmalar aerobik, anaerobik, mezofilik ya da termofilik
olabilirler. Enzimatik hidroliz (pH 4.8, 45-50°C sicaklik) araliginda gerceklestiginden asit
ve alkali 6n muamelere gore maliyeti ve toksit madde olusumu daha disuk bir
prosestir. Hidroliz islemi sonrasi elde edilen Grinler glikoz iceren basit sekerlerdir [25],
[30]. Seliilaz enzimini Ureten bakterilere Clostridium, Cellulomonas, Bacillus,
Thermomonospora, Ruminococcus, Bacteriodes, Erwinia, Acetovibrio, Microbispora ve
Streptomyces Ornek verilebilir. Mantarlar arasindan ise Trichoderma, Penicillium,
Fusarium, Phanerochaete, Humicola ve Schizophillum sp. seliilaz ireten mantarlar
olarak belirlenmistir [29]. Selllaz enzimleri endoglukanaz, ekzoglukanaz ve B-
glukosidaz enzimlerinin birlesiminden meydana gelmektedir. Endoglukanaz enzimi
sellloz fiberlerindeki dlsik kristalinitenin oldugu bdlgelere hicum ederken,
ekzoglukanaz endoglukanazin etkisi ile serbest kalan zincirlerden seliiloz birimlerini
uzaklastirarak molekiiliin bozunmasini saglar. B-glukosidaz ise seliiloz birimlerini

hidrolize ederek glikozun olusumunu saglar [30], [102].
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2.8 Biyoetanol hammaddesi olarak Chlorella spp.

Cekirdek Hiicre Duvan

Cekirdekcik Hiicre Zan

Sitoplazma

Kloroplast

Pyrenoid

Sekil 2. 2 Chlorella spp. ‘nin yapisi [16]

Basit, tek hticreli, hareketsiz yesil tatl su mikroalgi olan Chlorella spp. klorofil icerigi
sayesinde yilksek fotosentez kapasitesine sahiptir. Mikroalglerden olan Chlorella
turleri, klorofil 6zelliklerine, sekillerine ve farkli 6zelliklerine gore sistematik olarak
siniflandiriimaktadir. Chlorella spp.’nin 20 ila 30 arasinda tiiri tespit edilmis olup,
bunlara Chlorella vulgaris, Chlorella pyrenoidosa ve Chlorella ellipsoidea 6rnek olarak
verilebilir [35], [36]. Viicudumuzun ihtiya¢ duydugu esansiyel aminoasitler Chlorella
sp.’nin yapisinda bulunmaktadir ve miktarlari ginlik alinmasi gereken diizeylere es
degerdir. Hiicrelerin genetik formillerini tasiyan ve hiicre yenileme hizini arttiran RNA
ve DNA da Chlorella’ nin yapisinda bulunmaktadir. Ozellikle RNA orani Chlorella’ da
yuksek seviyededir. Chlorella sp,’nin yag asitlerinin cogunlugunu doymamis yag asitleri
olusturur. Doymamis yag asitlerinin orani % 80 seviyesindedir. Chlorella’daki mineral

madde miktarlari da yuksek dizeydedir.

23



Gizelge 2. 4 Alglerden etanol Uretimi Uzerine gergeklestirilen literatiir galismalari.

Algal hammadde On muamele ve Fermante eden Verim | Ref.
ve tiri sakkarifikasyon organizma, proses (%)

ve siire
Chlorococum sp. Superkritik CO; lipid Saccharomyces 38.30 | [68]
(Mikroalg) ekstraksiyonu bayanus, SHF,

60 sa
Chlorococcum 120°C ‘de 30 dk %0.75 Saccharomyces 26.00 | [69]
infusionum (w/v) NaOH muamelesi cerevisiae, SHF, 72
(Mikroalg) sa
Chlamydomonas 110°C ‘de 30 dk %3 H,SO4 | Saccharomyces 29.10 | [70]
reinhardtii muamelesi cerevisiae S288C,
UTEX 90 (Mikroalg) SHF, 24 sa
Chlamydomonas a-amylase (90 °C, 30 dk) ve | Saccharomyces 23.50 | [71]
reinhardtii glucoamylase (55 °C, 30 dk) | cerevisiae S288C,
UTEX 90 (Mikroalg) | enzimatik hidroliz SSF, 40 sa
Chlorella vulgaris 110 °C “de 105 dk %3 H2SO4 | Escherichia coli 40.00 | [72]
(Mikroalg) muamelesi SJL2526, SHF,

24 sa
Schizochytrium sp Hidrotermal pargalama ve | Escherichia coli 5.51 [73]
(Mikroalg) a-enzimatik hidroliz KO11, SSF, 72 sa
Chlorococcum H2S04 ile asit 6n muamele | Saccharomyces 48 [85]
humicola cerevisiae, SHF, 50
(Mikroalg) sa
Chlamydomonas 12 N HSO4 ile asit 6n Saccharomyces 44 [86]
reinhardtii cw15 muamele cerevisiae, SHF, 48
(Mikroalg) sa
Kappaphycus 120°C‘de 60dk 0.9 N Saccharomyces 15.4 [74]
alvarezii H2S04 muamelesi cerevisiae NCIM
(Makroalg) 455,SHF, 96 sa
Kappaphycus 130 °C’de 15 dk %0.2 H,SO4 | Saccharomyces 1.31 [75]
alvarezii muamelesi cerevisiae SHF, 4sa
(Makroalg)
Gracilaria 120 °C 30 dk %2 H,SO4ve Escherichia coli 7.90 [76]
salicornia 40 °C ‘de cellulase enzimi KO11, SHF, 48 sa
(Makroalg) ile hidroliz
Gelidium elegans 50 °C’'de 120 sa Meicelase | Saccharomyces 36.7 [77]
(Makroalg) muamelesi cerevisiae |AM

4178, SHF, 48 sa
Sargassum 15 MPa 200 °C ‘de 15 dk Pichia stipitis CBS 10.0 [78]
sagamianum boyunca termal sivilasma 7126, SHF, 48 sa
(Makroalg)
Laminaria 0.1 N HCl, 121 °C 15 dk 6n Escherichia coli 16.1 [79]
japonica muamele ve Celluclast 1.5 | KO11, SSF, 72 sa
(Makroalg) L, Viscozyme L enzimatik

hidroliz
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Cizelge 2. 4 Alglerden etanol Uretimi Uzerine gergeklestirilen literatiir galismalar

(devami)

Laminaria Kesilme ve pH 2’de 65 °C Pichia angophorae, 0.86 | [80]
hyperborea suda yikama SHF, 48 sa
(Makroalg)
Saccharina Parcalama ve sakkarifikasyon | Saccharomyces 0.47 | [81]
latissima icin laminarinase 6n cerevisiae Ethanol
(Laminaria muamelesi Red, SSF, 48 sa
hyperborea)
(Makroalg)
Laminaria Parcalama ve sakkarifikasyon | Pichia angophorae, 13.2 | [82]
digitata icin laminarinase 6n SSF, 96 sa
(Makroalg) muamelesi
Laminaria 0.1 M H,SOzile 121 °C'de 1 Saccharomyces 11.3 | [83]
japonica sa muamele ve cellulase, cerevisiae, SHF, 36 sa
(Makroalg) cellobiase enzimleri ile

hidroliz
Laminaria Biyokitlenin 6gutulmesi ve Pichia stipitis 2.9 [(84]
japonica 120 °C,15 dk otoklavlanmasi | KCTC7228
(Makroalg)
Gracilaria Seliilaz ve B—glukosidaz Saccharomyces 43 [87]
verrucosa enzimleri ile enzimatik cerevisiae, SHF, 48 sa
(Makroalg) hidroliz
Gelidium 30 ve 60 dk boyunca Saccharomyces 5.8 [88]
corneum 121°C’'de %0.5-1% oksalik cerevisiae, SHF, 96 sa
(Makroalg) asit muamelesi
Ulva lactuca 2 N HzS04 ile 60 dk 100°C’'de | Saccharomyces 24.48 | [20]
(Makroalg) 6n muamele cerevisiae, 48sa
Ulva lactuca %0.75 KOH ile 60 dk 100°C’de | Saccharomyces 11.47 | [20]
(Makroalg) 6n muamele cerevisiae, 48sa
Sargassum %3.4-4.6 H,S04 ile asit 6n Saccharomyces 65- [89]
spp.(Makroalg) muamele ve seliilaz ve B— cerevisiae, SHF, 48 sa | 89

glukosidaz enzimleri ile

enzimatik hidroliz
Saccharina %0.06 H2SO4ile 170 °C’'de Saccharomyces 67.41 | [92]
japonica 15dk 6n muamele ve seliilaz | cerevisiae, SSF
(Makroalg) B-glukosidaz enzimleri ile 48 sa

enzimatik hidroliz
Gracilaria sp. 60 dk 0.1 N H;S04 121°C'de Saccharomyces 59.26 | [91]
(Makroalg) enzimatik hidroliz 6 sa cerevisiae, 24 sa

50°C'de
Scenedesmus %2 H,SO4 121°C’de 20dk Z. mobilis, 30°C’de 99.8 | [93]
obliquus SHF, 4 sa
(Mikroalg)
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BOLUM 3

DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

Deneysel calisma mikroalglerin yetistiriimesi ve biyoetanol eldesi olmak lzere iki
boélimden olusmakta olup; birinci kissmda Chlorella minutissima ‘nin Uretim kosullari
ve karbonhidrat igerigi tesbiti yapilmis, ikinci kisimda ise C. minutissima ‘nin farkli 6n

muameleler sonrasindaki biyoetanol verimliligi saptanmistir.

3.1 Mikroalglerin yetistirilmesi

3.1.1 Chlorella minutissima’nin sistematigi

Alem : Protista (Bitkiler ve Hayvanlar)
Bolim : Chlorophyta (Yesil algler)
Sinif : Chlorophycae

Takim: Chlorococcales

Aile : Oocystaceae

Cins : Chlorella

Tur : Chlorella minutissima [62]
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Sekil 3. 1 Chlorella minutissima

Chlorella minutissima tek hucreli 6karyotik bir mikroalg olup hizli bliyime oranina
sahip, biyokitle Uretimi icin yaygin olarak kullanilan mikroalg tiirtidir. Chlorophyta
boéliminden olan Chlorella minutissima kiiresel sekilde, klorofil a ve b’ye sahip, kamgisi
olmayan ve bitkiler gibi nisasta sentezleme yetenegine sahiptir. Chlorella minutissima
amino asitler ve ¢oklu doymamis yag asitleri bakimindan da oldukga zengin olup, bu
Ozelligi mikroalgi tip, gida ve ila¢ endistirisinde 6nemli kilmaktadir. Potansiyel alg
turleri arasindan olan, Chlorella minutissima mikroalgleri yiksek lipid icerigine (kuru
agirhk biyokutle% 57) sahip olup ayrica atik su aritma calismalarinda kullaniimaktadir
[59]. Bu sus benzersiz 6zelliklere sahip olup, cesitli ve ekstrem durumlarda da yliksek
bliyime yetenegine sahiptir. Kirlilik toleransinin yaninda, asidik kosullar altinda ve
organik Ci substratlarin arahgi icerisindeki isik varliginda, miksotrofik ve karanlkta
heterotrofik olarak buydataldugi goéralmastir [64]. C. minutissima diger alg tirlerine

gore en kararli ve bliylime grafigine sahip olan bir mikroalgdir.

Cizelge 3. 1 C.minutissima’nin tretim kosullari

Tur C. minutissiuma
Aydinlatma (lux) 6500(+)300
Sicaklik (oC) 27
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Cizelge 3. 1 C.minutissima’nin tretim kosullari (devami)

Tuzluluk (%) Degisken
pH 7-9

Besi Ortami BG-11 ve BBM
Dogal Ortami Tath Su
Karistirma 150 rpm
Absorbans 680nm

3.1.2 Chlorella minutissima’nin Kiiltir Ortami

Chlorella minutissima bir tath su algi olup, yetistirilmesi icin kiltir ortamina distile su
ile seyreltilmis BBM ilave edilmistir. Toplam 300 ml olarak hazirlanan kiiltiire 30 ml stok
alg kiltlrinden ilave edilip, geri kalan 270 ml’'ye 5.4 ml BBM ve 264.6 ml distile su ilave
edilmis ve inklibatorin icinde 25+3°C'de 150 rpm calkalama ve floresan lamba altinda
surekli aydinlatma kosullari altinda blylimeye alinmistir. Ayrica kiltiriin multimetre

Olcim degeri pH 8.35, 256 ms/cm olarak kaydedilmistir.

Uretimi yapilan mikroalglerin optik yogunluklarinin belirlenmesinde gerceklestirilen
spektrofotometrik dlglimler PG 60 Instrument UV-Vis Spektrofotometre cihazi ile Sekil

3. 3 ’de belirtilmis olan absorbanslarda yapilmistir [42].

3.1.3 Toplam Karbonhidrat Miktarinin Belirlenmesi

Yari asetal veya yari ketal formundaki monosakkaritler indirgen 6zellik gosterirler. Bu
karbohidratlar bircok vyikseltgen tarafindan oksitlenirken sakkaroz trehaloz tipi
disakkaritler etkilenmezler. Karbohidrat tayininde yaygin olarak kullanilan metot Fenol-
Silfurik asit yontemidir. Bu yontemde, derisik mineral asitler karbohidratlardan su
cekerek furan aldehitleri agiga cikarirlar. Furan aldehitleri de fenoller ile karakteristik
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boyar maddeler olustururlar. Bu calismada da toplam karbonhidrat tayini icin Fenol-
sulfirik asit yontemi kullaniimistir. Konsantrasyonu bilinmeyen o6rnegin bulunmasi
amaciyla standart olarak da glikoz cozeltisi kullaniimistir. Tabloda belirtilen
konsantrasyonlarda glikoz ¢ozeltisi hazirlanarak, bu ¢ozeltilerin spektrofotometrede
490 nm’ de okunan absorbans degerleri ile grafik olusturulup alg igerigindeki
karbonhidrat miktari tespit edilmilmistir. Fenol reaktifi %80 (w/w) olacak sekilde 20 g
distile suya 80 g fenol eklenmesi ile hazirlanmigtir. Analiz igin standart olarak glikoz
uygulamasi yapilmistir. Standart egrisini olusturmak icin tlplerin icerisinde Sekil 2. 3
‘de verilen farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis glikoz ¢ozeltilerine 0.05 ml fenol
reaktifi eklenmis ardindan 5 ml H;SO4 eklenmistir [67]. Sonug¢ olarak karbonhidrat

icerigi C. minutissima igin %33.05 bulunmustur.

Sekil 3. 2 Fenol-sulfurik asit yontemi ile karbonhidrat tayini icin farkh glikoz
konsantrasyonlarinda hazirlanmis ¢ozeltiler.

Oda sicakhginda 10 dk bekletilen tiplerden alinan 6rneklerin PG Instruments T60

model UV spektrofotometrede 490 nm’de absorbanslari dlgiimustir.
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Sekil 3. 3 Toplam karbonhidrat analizinde kullanilan PG Instrument T60 model UV
spektrofotometre.

3.1.4 Optik Yogunluk Analizi

Optik yogunluk analizi PG Intruments markali T-60 Uv Visible Spektrofotometre cihazi
ile gerceklestirilmistir. Ol¢limler esnasinda kuartz ve disposible kiivetler kullaniimis
olup, optik yogunluk her alg tirl icin haftada iki giin dizenli olarak Olclilmis ve
degisimler not edilmistir. Olgiimlerde her alg tiirii homojen olarak karistirildiktan sonra
bir pasteur pipeti yardimiyla yaklasik 3 ml 6rnek alinmis, tiplerden alinan 6rnekler
kiivetlere konularak spektrofotometrede Sekil 3. 4’ de belirtilen dalga boyunda okuma

yapilmistir.

3,5

3,0

2,5

2,0

1,5

Absorbans

1,0

0,5

0,0

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42

Stire (giin)

Sekil 3. 4 C.minutissima’nin optik yogunluk analizi
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3.1.5 Alg Biiyiime Kinetigi

In(xv/Xwo)= W:(t-tiag) formulinden spesifik buylime hizi p=0.0879 gin? olarak

belirlenmistir.
Canli hiicre sayisinin iki katina ¢iktigl zaman ise

In2=0.0879 ‘t4  tq¢=7,8 glin olarak belirlenmistir.

3.2 Mikroalglerden Biyoetanol Eldesi

3.2.1 Kimyasal Maddeler

Deneysel calismada alkali 6n muamelesi icin potasyum hidroksit (Merck), asit 6n
muamelesi i¢in %98’lik sulfurik asit (Merck), etanol miktar tayinleri igin %96 saflikta etil
alkol (Merck), karbonhidrat tayini igcin fenol (Sigma-Aldrich) ve D-Glikoz (Sigma-

Aldrich), fermantasyon asamasi icin LB Broth (Merck) kullaniimistir.

3.2.2 Kullanilan Cihazlar

Alglerin kurutulmasi ve 6n muamele asamasinda Ecocell marka etiiv, mikroalglerin
fermantasyonu asamasinda Wisd Laboratory Instrument marka calkalayicih Kerman
marka inklibator, karbonhidrat tayini icin PG Instruments T60 model UV
spektrofotometre, etanol miktarinin belirlenmesinde YL Instruments 6100 GC marka

gaz kromatografisi cihazi kullaniimigtir.

3.2.3 Biyoetanol Uretim Prosesi Asamalari

Chlorella minutissima’dan biyoetanol Uretim prosesi cesitli asamalardan olusmaktadir.
Uretim siirecinde uygulanan islemler Sekil 3. 5 “de gdsterilmektedir. Mikroalgler énce
fotobiyoreaktdorde uygun kosullarda yetistirilmeye alinmis, biylime tamamlaninca
kaplarda depolanmistir. Mikroalgler santrifiijlendikten sonra etlivde 70 °C’de 24 saat
sureyle kurutulmustur. Kurutma isleminden sonra biyoetanol lretiminde kullanilacak
mikroalgler petrilerde saklanmistir. Uygulanacak asit ve alkali 6n muamelesi

hazirlanmis, daha sonrada fermantasyon islemine birakiimistir.
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Sekil 3. 5 Chlorella minutissima’dan biyoetanol tretim siirecinde uygulanan islemler.
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3.2.4 Fermantasyon Oncesi Mikroalglere Uygulanan On Muamele islemleri

3.2.4.1 Asit ile On Muamele

Kurutulmus mikroalgler fermantasyon islemi 0Oncesinde mikroalgin yapisindaki
fermente olabilen seker komponentlerine ulasabilmek igin seliilozik hiicre duvarinin
deformasyonunu saglamak amaciyla seyreltik asit ile 5n muamele yapilmistir. Deneysel
calismada %98’lik H.SO4 ¢ozeltisinden 0.5 N, 1 N, 2 N, 3 N ve 5N H;SO4 ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Kurutulmus makroalgler 100, 120 ve 140°C gibi farkli sicaklik
degerlerinde, hazirlanan asidik cozeltiler ile 15, 30 ve 60 dakika gibi farkli stirelerde 6n
muamele islemine ugratiimistir. Belirtilmis zaman araliklarinda etlivden alinan mikroalg

ornekleri fermantasyon dncesi oda sicakligina diisene kadar sogumaya alinmistir.

3.2.4.2 Alkali ile On Muamele

Deneysel calismada asit 6n muamelenin yanisira alkali 6n muamele islemininde
mikroalg biyokitlesi deformasyonu ve biyoetanol verimi (izerine olan etkisi
arastirilmistir. Calismada %0.5, %0.75, %1, %1.5, %2 (w/v) konsantrasyonlarinda KOH
¢Ozeltileri hazirlanmis olup, mikroalgler hazirlanan ¢ozeltiler ile 80, 100 ve 120°C gibi
farkh sicaklik degerlerinde etliv icerisinde 15, 30 ve 60 dakika gibi farkli siirelerde 6n
muamele islemine maruz birakilmistir. Muamele sirecinin ardindan mikroalg 6rnekleri

oda sicakligina diisene kadar sogumaya alinmistir.

3.2.5 Fermantasyon

Fermantasyon islemi éncesi maya bir giin 6nceden LB besiyeri ortaminda 40°C sicaklik
altinda ve 150 rpm karistirma hizi ile bliyimeye birakilmistir. Deneysel ¢alismada 6n
muamele sonrasi kiltir ortamina S.cerevisia mayasinin %3 (v/v) inokulasyonu
yaptimistir. Erlenler 30°C sicaklik altinda ve 150 rpm karistirma hizina ayarl inkiibatore
yerlestirilerek 48 saat boyunca fermantasyon icin birakilmistir (Sekil). 24. ve 48.
saatlerde Uretilen etanol miktarinin belirlenmesi amaciyla 5 ml’'lik 6rnekler ¢ozeltiden

cekilerek gaz kromatografi cihazinda 6l¢ciim yapmak amaciyla hazir edilmistir.
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3.2.6 Biyoetanol Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Mikroalglerden lretilen biyoetanol miktarinin belirlenmesi amaciyla gaz kromatografisi
cihazi kullanilmistir. Analizler YL Instruments 6100 GC marka gaz kromatografisi
cihazinda gerceklestirilmistir (Sekil 3.6 ). Gaz kromatografisi cihazi alev iyonizasyon
dedektori (FID) ve 30 m x 0.32 mm x 0.25 um ZB-FFAP kolonu icermektedir. Enjektor,
dedektor ve firin sicakliklar sirasiyla 150, 250 ve 100°C’de tutulmustur. Taslyici gaz
olarak hidrojen gazi kullaniimistir. Biyoetanol konsantrasyonu %0.1-10 (v/v) araliginda
farkli konsantrasyonlardaki etanol standartlarinin enjekte edilmesiyle hazirlanmis
kalibrasyon egrisi ile cizilmistir. Biyoetanol miktarinin belirlenmesi icin c¢ozeltiden
alinan ornekler kolonu tikamamasi icin 0.45 um’lik filtrelerden gecirilmis daha sonra

kolona verilmistir.

Sekil 3. 6 Etanol miktarinin belirlenmesinde kullanilan gaz kromatografi cihazi.
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3.2.7 Farkh On Muamelelerin Biyoetanol Verimine Etkisi

3.2.7.1 Asit On Muamelelerin Derisiminin Biyoetanol Verimine Etkisi

Mikroalglerden biyoetanol Uretiminde fermantasyon o6ncesi muamelelerin etkisini
incelemek amaciyla gergeklestirilen asidik 6n muamele deneyleri, 100°C muamele
sicakligi ve 60 dakika muamele siresi icin 0.5 N, 1 N, 2 N, 3 N ve 5N seklinde farkl
H2S04 konsantrasyon kosullarinda gergeklestirilmistir. 24 saat ve 48 saat sonunda elde
edilen biyoetanol verim degerleri Cizelge 3. 2 ve 3. 3 de verilmistir. Alinan biyoetanol
verimlerinin 24 saat siren fermantasyonda %2.92-4.78 arasinda, 48 saat sliren
fermantasyonda ise %5.26-18.52 arasinda degistigi gortlmistlir. Yapilan deneyler
sonunda elde edilen sonuglara gore ©6n muamele isleminde uygulanan asit
konsantrasyonu belli bir noktaya kadar biyoetanol veriminde artisa yol agmaktadir.
Yapilan deneyler sonunda elde edilen sonuclara gore 6n muamele isleminde uygulanan
asit konsantrasyonu belli bir noktaya kadar biyoetanol veriminde artisa yol agmaktadir.
2 N asit muamelesine kadar yapilan 6n muamelelerde fermente edilebilecek sekerler
elde edilmis ve giderek artan biyoetanol verimleri gdzlenmistir. En ylksek biyoetanol
verimi de 1 N H,SOs muamelesinde elde edilmistir. 1 N asit muamelesinden sonra 2 N,
3 N ve 5 N asit muamelelerinde ise biyoetanol veriminde bir diisis meydana
gelmektedir. Tez c¢alismasinda goézlenen bu dislisin  nedeni artan asit
konsantrasyonunun sekerin yapisinda bozunmaya yol acarak asetik asit, formik asit ve
furfural hidrolizatlari hidroksimetilfurfural gibi fermantasyon (Uzerinde kati tortu
birikimi gibi etkileri bulunan, fermantasyon islemini inhibe etmeye yol acan urinlerin
olusumundan kaynaklanmaktadir [90]. Disuk asit konsantrasyonlarinda etanol
veriminin artarken vyiiksek konsantrasyonlarda ise verimin diismesi fermantasyon
Oncesi biyokitle tzerine yapilan 6n muamele arastirmalarinda gozlenen bir durumdur.
Bir makroalg tiri olan Sargassum spp. ‘de H,SO4 6n muamelesi ile yapilan ¢alismada
%1.0-5.0 (m/v) arasi degisen asit konsantrasyonlarinda en iyi sonucun %3.4-4.6 asit
muamelesi ile alindigi ve asit konsantrasyonu arttikca biyoetanol veriminin diistigu
belirtilmistir [89]. Baska bir makroalg tliri olan Gracilaria sp.’ye 0.05-0.1-0.3-0.5N

silfirik asit konsantrasyonlarinda 6n muamele islemi gerceklestirilmis ve en iyi verim
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0.1 N ‘lik asit 6n muamelesinde gerceklesmis ve asit konsantrasyonu yikseldikge

sekerin yapisinda bozulmalar olusmustur [91].

Cizelge 3. 2 Farkli konsantrasyonlarda asit muamelelerinin 24 saat sonunda elde edilen

biyoetanol verimine olan etkisinin sonuglari.

H2S04 Derisimi (N) Biyoetanol Verimi (%)
0,5 3,51
1 4,78
2 3,96
3 3,21
5 2,92

Cizelge 3. 3 Farkli konsantrasyonlarda asit muamelelerinin 48 saat sonunda elde edilen

biyoetanol verimine olan etkisinin sonuclari.

H2504 Derisimi (N) Biyoetanol Verimi (%)
0,5 8,31
1 18,52
2 15,22
3 10,87
5 5,26
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Sekil 3. 7 24 ve 48. saatlerde asit 5n muamelesi sonrasinda alinan etanol verimleri.

3.2.7.2 Alkali On Muamelelerin Derisiminin Biyoetanol Verimine Etkisi

Mikroalglerden biyoetanol Uretiminde fermantasyon oOncesi muamelelerin etkisini
incelemek amaciyla gergeklestirilen alkali 6n muamele deneyleri, 100°C muamele
sicakligl ve 60 dakika muamele siresi icin %0.5, %0.75, %1, %1.5, %2 (w/v) seklinde
farkli KOH konsantrasyon kosullarinda gergeklestirilmistir. Bu kosullar altinda yapilan
deneylerin sonuglari Cizelge 3. 4 ve 3. 5’de verilmistir. Deney sonuglari incelendiginde,
alinan biyoetanol verimlerinin 24 saat slren fermantasyonda %1.01-1.92 arasinda
olup, 48 saat siiren fermantasyonda ise %1.43-6.11 arasinda degistigi gortlmustir. En
ylksek biyoetanol verimi degerine % 0.75 (w/v) KOH ile yapilan 6n muamele sonrasi
ulasildigl gortlmustir. Tez ¢alismasinda gozlenen bu disisiin nedeni artan alkali
konsantrasyonunun asit on muamelelerindeki duruma benzer olarak belli bir
konsantrasyon dayanimini astiktan sonra sekerin yapisinda bozunmaya yol acarak
formik asit, asetik asit ve furfural gibi fermantasyon lizerinde engelleyici etkileri
bulunan, fermantasyon islemini inhibe eden Uriinlerin olusumundan kaynaklandigi
bilinmektedir. Chlorococcum infusionum mikroalginde %0.75 (w/v) NaOH muamelesi
ile en ylksek etanol verimine ulasildigi bildirilmistir [69]. Misir kocanindan seker elde
etmek icin yapilan bir calismada NaOH alkali 6n muamelesi sonucu lignin icerigi %85,9-

89,4 oraninda pargalanip ¢ikariimistir [90].
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Marmara denizi kiyilarindan toplanan Ulva lactuca makroalgi tGzerine uygulanan alkali
on muamelesi ¢calismalarinda da alkali konsantrasyonu arttik¢a biyoetanol verimliliginin
bir noktaya kadar artip daha sonra da azaldigi goézlemlenmistir [21]. Kullanilan
hammadde degistikce alkali 6n muamelenin Uriin verimlerine ve lignin parcalayisina
olan etkisinin farkl oldugu goézlenmektedir. Ayrica seyreltik alkali n muameleler de
seyreltik asit 6n muameleleri gibi furfural, hidroksimetilfurfural ve formik asit gibi
inhibe edici yan urinlerin olusumuna neden oldugu saptanmistir [94]. Cizelge 'de
sunulmus olan verilerdeki biyoetanol verimlerindeki bu degisimin toksik maddelerin
etkisinden ve kullanilan hammaddenin yapisindan kaynaklanmis olabilecegi

dustiniimektedir.

Cizelge 3. 4 Farkli konsantrasyonlarda alkali muamelelerinin 24 saat sonunda elde
edilen biyoetanol verimine olan etkisinin sonuglari.

KOH Derisimi (% (w/v)) Biyoetanol Verimi (%)
0,5 1,07
0,75 1,92
1 1,01
1,5 1,31
2 1,22
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Gizelge 3. 5 Farkh konsantrasyonlarda alkali muamelelerinin 48 saat sonunda elde
edilen biyoetanol verimine olan etkisinin sonuglari.

KOH Derisimi (% (w/v)) Biyoetanol Verimi (%)
0,5 4,22
0,75 6,11
1 3,06
1,5 1,88
2 1,43
;
6,11
6
B
= 4,22
g 4
= 3,06
E 3 W 24 Saat
18]
S 5 1,92 188 48 Saat
@ 1,43
1,07 1,01 1,31 1,22
B n 1 B
0
0,5 0,75 1 1,5 2
Uygulanan Alkali Konsantrasyonlar % (w/v)

Sekil 3. 8 24 ve 48. saatlerde alkali 6n muamelesi sonrasinda alinan etanol verimleri.

Asit ve alkali 6n muamele sonrasi fermantasyon siresinin biyoetanol verimine olan
etkisi Sekil ve ‘da gosterilmistir. Bu grafikler incelendiginde 24 ve 48. saatler arasinda
alinan olcimlerde 48.saatte biyoetanol veriminin 24.saate gore belirgin bir sekilde
artmis oldugu gozlenmektedir. Bu artistan fermantasyon isleminin devam ettigi
dolayisiyla biyoetanol lretimininde devam ettigi anlasiimaktadir. Fermantasyon islemi

mikroorganizmalara bagh oldugundan her Uriniin mayalanma ve uridn olusturma
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islemi farkhlik gosterebilmektedir. Literatiir incelemelerinde 16,24,48 ve 72 saatten 5

glne kadar fermantasyon sireleri gozlenmektedir [21], [92], [94],[95].

Misir koganindan biyoetanol eldesi icin yapilan calismada hem bakteriyel hem de
fungal fermantasyon denemeleri gergeklestirilmis, yliksek biyoetanol eldesinin
bakteriyel fermantasyon ile 5. giinde saglandigi gozlemlenmistir [94]. S. japonica
makroalginde ise en yiiksek biyoetanol verimliligi 48. saatte gozlenmistir [92]. Tayland
makroalglerinden biyoetanol liretimi ¢alismalarinda da en yiksek biyoetanol verimine
10. saatte ulasilmis ardindan 48 saatin sonuna kadar etanol verimi azaldigi saptanmistir
[96]. Biyoproseslerde ortamda olusan Urinin artmaya devam durumlarda Urin
inhibisyonuna neden olmaktadir. Uriin inhibisyonuna verilen en iyi érneklerden biri
olan biyoetanol fermantasyonunda da ortamda olusan biyoetanoliin yizde olarak
coklugu, once ortam pH’ini indirerek mikroorganizmalarin hiicre zarinda fosfolipid
tabakanin pargalanmasina, daha sonrada enzimlerinin denatire olmasina ve hiicrenin

Olimine sebep oldugu bilinmektedir [21].

3.2.8 Farkhi On Muamele Siirelerinde Asit ve Alkali On Muamelelerin Biyoetanol

Verimine Etkisi

15, 30 ve 60 dakika stiren 6n muamele siirelerinde 120 °C sicaklikta 1 N ve 5 N H,SO4
¢Ozeltileri ile gergeklestirilen deneylerin biyoetanol verimine etkisinin sonuglari Sekil3.
9 ‘da verilmistir. Grafik incelendiginde muamele siresi arttikca hem 1 N hem de 5 N
asit muameleleri sonrasi biyoetanol veriminin arttigi gortlmektedir. Scenedesmus
obliquus mikroalginde %0.5-5 lik H2SO4 121 °C' de 20 dk muamelesine tutulmus en
yuksek biyoetanol eldesi %2’lik asit konsantrasyonunda saglanmistir [92]. Diger bir
calismada ise misir kogani %1’lik HCl ¢ozeltisi ile 20-40 dakika boyunca 6n muamele
edilmis olup, 100-130°C sicakliklarda gerceklestirilen islem sonucunda muamele siresi
arttikca glikoz verimlerinde artis gézlenmistir [97]. Bir baska calisma olan Kappaphycus
alvarezii makrolaginde yapilan ¢alismada 20, 40, 60 dk %1-1.5-2 ‘lik H2SOs4 6n
muamelesiyle 121 °C ‘de gergeklesmis en yiksek verimlilik 60 dk ‘da %1’lik
konsantrasyonda gergeklesmistir [99]. Tez calismasinda elde edilen sonuglar literatiirde

bulunan calismalarin sonuglari ile uyumlu olup, birbirini destekler niteliktedir.
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Cizelge 3. 6 Muamele siiresinin biyoetanol verimine etkisi (1 N ve 5 N H,S04, 120 °C)

Sire (dakika) 1N 5N
15 4,27 4,43
30 4,83 4,85
60 18,52 5,26
20 18,52
18
16
£ 14
£
@
% 10
= 1N Asit
& 8
(5 B 5N Asit
-n%‘“ 6 427 443 4,83 4,85 5,26
1
2 .
0
15 30 60
Sire (dakika)

Sekil 3. 9 Muamele siiresinin biyoetanol verimine etkisi (1 N ve 5 N H,S04, 120 °C)

15, 30 ve 60 dakika stiren 6n muamele sirelerinde 100 °C sicaklikta %0.75 ve %1.5
(w/v) KOH cozeltileri ile gercgeklestirilen deneylerin biyoetanol verimine etkisinin
sonuglar Sekil ‘de gosterilmistir. Grafik incelendiginde en yiksek verimin %0.75 (w/v)
KOH 6n muamelesinde 60 dakika 6n islem sonrasi alindig1 gorilmektedir. %1.50 (w/v)
KOH 6n muamelesinde ise en yiksek verim 15 dakika muamele sonrasi alinmistir.
Kosullar kendi iginde degerlendirildiginde %0.75 (w/v) KOH 6n muamelesinin verdigi
etanol verimlerinin muamele siresi 15-30 dakikalari siiresince birbirine yakin oldugu
60. dakikada ise artis gosterdigi gorilmustir. %1.5 (w/v) KOH 6n muamelesinde ise en
yiksek biyoetanol verimi 15. dakikada alinmis ilerleyen dakikalarda ise biyoetanol

veriminde dislds gozlenmistir. Yapilan bir calismada Chlorococcum infusionum
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mikroalgi biyoetanol eldesi igin kullaniimis 6n islem olarakta NaOH c¢o6zeltileri
kullanilmistir. Bu ¢calismada NaOH konsantrayonu, proses sicakligl ve zamani olarak (g
parametre incelenmistir. Calisma sonucunda 80°C'de 30 ve 60 dakika boyunca
gerceklestirilen %0.75 (w/v) NaOH 6n muamelelerinin sonucunda verimin %12.88’den
%21.26’ya ¢iktigl gozlenmistir. 120°C’de ise bu muamele sirelerinde %26.13 ve %23.37
olarak azalma gorilmistiir. 80°C ve 120°C’de 30 ve 60 dakika boyunca uygulanan %2
(w/v) NaOH 6n muamelelerinde ise kiiclk artis ve azalislar gézlenmistir [69]. Bu sonuca
dayanarak 60 dakika boyunca %0.75 (w/v) KOH 6n muamelesinden sonra elde edilen
biyoetanol veriminde artis gdzlenmesi muhtemel bir sonugtur. Literatlirde bulunan
calismalarda bitkilerden ve bitki artiklarindan elde edilen alkali 6n muamelerinde
konsantrasyon ve siire arttikca elde edilen biyoetanol verimliliginin artmis oldugu
gorulmektedir [94], [90]. Ancak mikroalgler, lignin igerigi oldukg¢a dusik yapilar
oldugundan dolay! ylksek sicaklik degerlerinde uygulanan kimyasalin konsantrasyon
derecesi arttikca biyokitleyi olusturan yapilarinda da bozunma gerceklesebilecegi
olasihgl bulundugu unutulmamaldir. Bu nedenle %1.50 (w/v) KOH muamelesinde
biyokitlenin alkaliye maruz kalma sliresi arttikca toksisitenin arttigi ve biyoetanol

veriminde diststn gerceklestigi distnilmektedir.

Cizelge 3. 7 Muamele siiresinin biyoetanol verimine etkisi (%0.75 ve %1.50 (w/v) KOH,

100°C)
Sure (dakika) 0,75 % KOH 1,50 % KOH
15 1,56 4,87
30 2,34 2,47
60 6,11 1,88
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6,11

4,87

234 247
1,88

Biyoetanol Verimi (%)

15 30 60
Sire (dakika)

% 0,75 (w/v) KOH On Muamelesi B % 1,50 (w/v) KOH On Muamelesi

Sekil 3. 10 Muamele sliresinin biyoetanol verimine etkisi (%0.75 ve %1.50 (w/v) KOH,
100°C)

3.2.9 Farkh Sicakliklarda Asit ve Alkali On Muamelelerin Biyoetanol Verimine Etkisi

60 dakika stiren 6n muamele sirelerinde 100, 120 ve 140 °C sicaklikta 1 N ve 5 N H2SO4
¢Ozeltileri ile gercgeklestirilen deneylerin biyoetanol verimine etkisinin sonuglari Sekil
‘de verilmistir. Grafik incelendiginde 120°C’ye kadar iki asit konsantrasyonu sonrasi
elde edilen etanol verimlerinde artis gozlenmistir. 140°C’de gergeklestirilen 6n
muameleler sonrasinda ise etanol verimlerinde bir diisiis meydana gelmistir. Yiksek
sicaklikta gergeklestiriien 6n muamelelerde alinan verim belli bir sicakhga kadar
artarken daha sonra azalma gostermektedir. Bunun sebebi bu muamelelerin kompleks
sekerlerin dogrudan c¢o6zinebilirligini ve basit sekerlerin yapilarini bozmasidir [85].
Genel olarak lignin ve hemiseliloz iceren hammaddelerin 160 °C ‘den yukari
sicakhklarda %0.5-1.5 arasinda asit muamelesine maruz birakilmasi 6n goértlmugstir
[99]. Musir liflerinin seyreltik stlfiirik asit 6n muamelesinin yapildig bir baska ¢alismada
ise 120 ve 140°C'lerde 60 dakika boyunca siiren 6n muamelelerde elde edilen
monomerik sekerlerin veriminin distligl gozlenmistir [100]. Hammadde igerigindeki
mevcut lignin miktari azaldik¢ca sicaklik ve disik asit konsantrasyonlarinda o6n

muamelelerin gergeklestiriimesi gerektigi literatir c¢alismalar tarafindan ortaya
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konulmustur. Mikroalg yapisi diger hammaddelere kiyasla daha basit oldugundan

yluksek sicaklikta mikroalgin yapisindaki glikozun zarar gérdigi distunilmektedir.

Cizelge 3. 8 Farkli sicakliklarda yapilan 6n muamelelerin biyoetanol verimine etkisi (1 N
ve 5 N H2S04, 60 dk)

Sicaklik (°C) 1N 5N
100 18,52 5,26
120 19,92 7,23
140 5,64 6,78
25
19,92
— 20 18,52
B3
IS
‘= 15
@
>
©
& 10
D 7,23 6,78
g_ 5,26 5,64
- .
0
100 120 140
Sicaklik (°C)
1 N Asit On Muamelesi B 5 N Asit On Muamelesi

Sekil 3. 11 Farkh sicakliklarda yapilan 6n muamelelerin biyoetanol verimine etkisi (1 N
ve 5 N HxS0q4, 60 dk)

Calismalarda 60 dakika siren 6n muamele siirelerinde 80, 100 ve 120°C sicaklikta
%0.75 ve %1.5 (w/v) KOH ¢ozeltileri ile gergeklestirilen deneylerin biyoetanol verimine
etkisinin sonuclari Sekil ‘de verilmistir. Asit 6n muameleden farkli sekilde, %0.75 (w/v)

KOH ¢ozeltisi ile yapilan muamele sonrasi sicaklik arttikca etanol verimi 100 °C’ye kadar
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artmis 120 °C'de ise azalmis olmasina karsin %1.5 (w/v) KOH ¢ozeltisi ile yapilan
muamele sonrasinda 120 °C'ye kadar etanol veriminde artis gorilmektedir.
Chlorococcum infosionum mikroalgi Uzerine yapilan alkali muamelelerde de tez
calismasinda elde edilen sonuglara benzer sonuglar alindigr goérilmektedir.
Chlorococcum infosionum mikroalgi (izerine yapilan calismada 80 ve 120°C ‘lerde 60
dakika boyunca %0.75 (w/v) NaOH muameleleri sonucunda sirasiyla %21.26 ve %23.37
etanol verimleri elde edilmistir. Daha yliksek NaOH konsantrasyonlarinda ise (%2 (w/v)
NaOH 6n muamelesinde) 80°C’de elde edilen verim %23.75 iken 120°C’'de elde edilen
verim %18.74’e dismustlr [69]. Yapilan deneysel ¢alismada elde edilen sonuglar bu
calisma ile karsilastirildiginda beklenilen sekilde gozlenmistir. Asit ile muameleye
benzer sekilde, uygulanan kimyasalin biyokitle Gzerindeki etkinin daha yuksek oldugu
sartlarda sicaklik degerinde de artis yapidaki sekerlerin parcalanmasina neden
olmaktadir. Ayni anda farkli parametrelerin farkli oranlarinin etkisinin degisken oldugu
gorilmus yani bir parametrenin tek basina bagimsiz olarak degerlendirilmesinin zor

olacagi anlasiimistir.

Cizelge 3. 9 Farkh sicakliklarda yapilan 6n muamelelerin biyoetanol verimine etkisi
(%0.75 ve %1.5 (w/v) KOH, 60 dk)

Sicaklik (°C) 0,75 % KOH 1,50 % KOH
80 4,52 1,07
100 6,11 1,88
120 6,02 1,92
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6,11 6,02

5 4,52

1,88 1,92

Biyoetanol Verimi (%)
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l -
0
80 100 120

Sicaklik (°C)

% 0,75 KOH On Muamelesi B % 1,50 KOH On Muamelesi

Sekil 3.12 Farkli sicakliklarda yapilan 6n muamelelerin biyoetanol verimine etkisi
(%0.75 ve %1.5 (w/v) KOH, 60 dk)
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BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

Laboratuvar ortaminda yetistirilen Chlorella minutissima mikroalginden farkl deney
kosullari altinda biyoetanol Uretimi gerceklestirilerek, bu deneysel kosullarin
biyoetanol verimine olan etkisinin incelendigi bu tez c¢alismasinin genel sonuglari

asagida ozetlenmistir:

1. Asit ve alkali 6n muameleler sonrasi elde edilen biyoetanol verimleri incelendiginde
asit 6n muamelesinin alkali 6n muameleye gore daha etkili oldugu ve yilksek
biyoetanol verimlerinin alindigi gézlenmistir. Alinan en yiksek biyoetanol verimi 100°C
sicaklikta 60 dakika muamele suresinde 1 N H,SO4 asit muamelesi sonucunda %18.52
olarak bulunmustur. Alkali 6n muamelesinde ise 100°C sicaklik ve 60 dakika muamele
stresinde en yuksek biyoetanol verimi %0.75 (w/v) KOH muamelesinde %6.11 olarak

elde edilmistir.

2. Gergeklestirilen asit ve alkali 6n muamelelerin konsantrasyonlari arttikca biyoetanol
verimlerinde belli bir noktaya kadar artis sonrasinda ise azalis gbzlenmistir. Bu azalisin
literatlir ¢alismalari tarafindan ortaya konan, lignin ve hemiselilozdan kimyasal
muameleler sonrasi ortaya cikan furfural, hidroksimetilfurfural gibi toksik maddelerin

fermantasyonu inhibe etmesinden dolayi oldugu dislinilmektedir.
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3. Uygulanan asit ve alkali 6n muamelelerin siireleri arttikga 1 N ve 5 N asit 6n
muameleleri sonrasi biyoetanol verimlerinde artis, alkali 6n muamelelerinde ise %0.75
(w/v) KOH kullaniminda biyoetanol veriminde artis, %1.50 (w/v) KOH kullaniminda ise
biyoetanol veriminde azalis goriilmustilr. %0.75’in Gzeri konsantrasyonlarda bu alg tiiri
icin alkali 6n muamelenin muamele siresi arttikca fermantasyon veriminde dislse

neden oldugu tespit edilmistir.

4. Mikroalg biyokutlesine uygulanan asit ve alkali 6n muamelelerin uygulanma
sicakliklari arttikga biyoetanol verimlerinde artislar ve azalislar gozlenmistir. Uygulanan
asit 6n muamelelerin belli bir sicaklik degerine kadar yuksek biyoetanol verimlerinin
alinmasini sagladigi ancak bir noktadan sonra vyuksek sicakligin hammaddenin
yapisindaki sekerleri bozdugu icin alinan verimlerde diisme go6zlenmistir. Alkali ile
yapilan 6n muamelelerde ise %0.75 (w/v) konsantrasyonunda yapilan 6n muamelenin
giderek artan sicakliklarda da biyoetanol veriminde artisa yol agmasi bu konsantrasyon
oraninin muamele siresi ve sicakligl parametreleri de dikkate alinarak biyokutle igin en
ideal muamele konsantrasyonu oldugu tespit edilmistir. Artan alkali
konsantrasyonunda da hem sicaklik degerleri arttikga ortamdaki sekerlerin yapilarinin
bozulmasi hem de ortaya cikabilecek toksik maddelerin fermantasyon verimlerinde

dislise sebep oldugu distinilmektedir.

5. Fermantasyon siresi arttikca alinan etanol verimlerinin iki 6n muamele sonucunda
da arttigi gorilmuistiir. 24 saat ve 48 saat sonunda alinan 6l¢iimlerden elde edilen
sonuclardan, kullanilan mikroorganizmanin 24 saat sonunda ortamdaki sekerlerin
hepsini tiuketmedigi ve fermante etmeye devam ettigi anlasilmistir. Literatir
calismalarinda etanol Gretiminin ilerleyen siirelerde her zaman artmadigi belirtilmistir.
Bazi 6zel kosullar altinda da etanoliin ortamdaki mikroorganizma tarafindan ortamda
seker kalmamasi durumunda substrat olarak tlketildigi gorilmistir. Bu nedenle

hammadde besleme kontrolliniin kontrolli bir sekilde yapilmasi gerekmektedir.
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6. Algal biyoetanol Uretimine yonelik ileriki calismalarda gesitli enzimlerin kullaniimasi

ile hidrolizi arttirarak daha fazla biyoetanol verimi elde edilebilecegi 6n gorilmektedir.
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