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Gergeklestirilen tez ¢alismasinda biyodizel iretimi igin fotoheterotrofik kosullarda
Chlorella wvulgaris’in lipid birikimi {izerine havug¢ posasi kullanimimin etkisi
incelenmistir. Lipid birikimi ve transesterifikasyon reaksiyonunu etkileyen onemli
parametreler optimize edilmistir. Fotoototrofik kosullar ile karsilastirildiginda 0.5 g/L
havug posasi sekeri eklenmesi 1.38 kat daha yiiksek mikrobiyel gelisime ve 2.07 kat
daha yiiksek lipid konsantrasyonuna neden olmustur. En yiiksek lipid birikimi 0.5 g/L
havug posas1 sekeri eklenen fotoheterotrofik kosullar ve azot sinirlamasi altinda %44.8
olarak gozlemlenmistir. Test edilen yOntemler arasinda en yiiksek C16+C18 FAME
icerigi ¢ok kisa siirede ve 30°C gibi ortalama sicaklikta in situ transesterifikasyon ile
%095.1 olarak belirlenmistir. Sentezlenen metil esterlerin ¢cogu yakit 6zelliginin ASTM
D6751 ve EN 14214 standartlariyla uyumlu oldugu belirlenmistir. Gergeklestirilen tez
calismasi biyodizel tiretimi igin fotoheterotrofik kosullarda havug posasinin mikrobiyel
gelisim ve lipid birimi lizerine etkisiyle ilgili ilk rapordur.
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The this thesis reports the usage of carrot pomace on lipid accumulation of Chlorella
vulgaris in photoheterotrophic conditions for biodiesel production. The important
parameters which effect lipid accumulation and transesterification reaction were
optimized. The addition of 0.5 g/L carrot pomace sugar caused 1.38 times higher
microalgae growth and 2.07 time higher lipid concentration when compared with the
photoautotrophic conditions. The highest lipid accumulation was observed as 44.8%
under nitrogen limitation and photoheterotrophic conditions supplemented with 0.5 g/L
pomace sugar. The highest C16+C18 FAME content was determined as 95.1% by in
situ transesterification in a very short time and moderate temperature such as 30 °C
among the tested approaches. It can be concluded that most fuel properties of
synthesized methyl esters were found to well match with ASTM D6751 and EN 14214
standards. To the best of our knowledge, this is the first report about the effect of carrot
pomace on microalgae growth and lipid accumulation in photoheterotrophic conditions
for biodiesel production.
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1. GIRIS

Diinyada niifus artis hizina bagli olarak enerji tiiketimi; konut, ulasim, tasimacilik gibi
sanayi faaliyetlerinin hizlanmas ile giderek artmis ve buna bagli enerji talebi 6n plana
cikmigtir. Bu talebin 2040 yilina kadar yaklasik %28 artmasi beklenmektedir (Kumar
vd. 2020). Artan enerji ihtiyacinin yaklasik olarak %85’1 fosil yakitlardan
saglanmaktadir. Fosil yakitlardan o6zellikle petrol ve gaz; isinma, ulasim, elektrik
tiretimi gibi giinliik hayatimizin bir¢ok alaninda kullanilarak enerji ihtiyacinin %45’ini
olusturmaktadir (Sharma ve Singh 2017, Shah vd. 2020). Ozellikle 2019 yilinda
Tiirkiye’deki elektrik enerjisi tiretiminin %37.1°1i komiir ve %18.9’u dogalgaz olarak
belirlenmistir (Turkiye [statistik Kurumu,
https://data.tuik.gov.tr/Kategori/GetKategori?p=cevre-ve-enerji-103&dil=1, 2021).
Fosil yakitlarin devamli kullanimi sonucunda CO2, SO, ve NOy gibi gesitli zehirli gazlar
ortaya c¢ikarak gevresel kirlilige ve kiiresel 1sinmaya neden olmaktadir (Shahsavari ve
Akbari 2018, Anto vd. 2019). Ozellikle kiiresel 1smnmanin temeli olan sera gazi
emisyonunun %56.6’s1 bu sekilde olugmaktadir. Bu baglamda CO2 seviyesinin 2030
yilina kadar %80 artmasi beklenmektedir. Ayrica SOz ve NOyx gibi Kirleticilerin
olusturdugu asit yagmurlar1 ekosistemi olumsuz yonde etkilemektedir (Shahsavari ve
Akbari 2018). Bunlarin yaninda fosil yakitlarin devamli kullanilmasi, fosil yakit
rezervlerini azalmasma neden olmaktadir. Bu durum tiim Diinya’da endise verici
boyutlara ulagsmaktadir. Bu nedenlerden dolay1 son yillarda fosil yakitlara alternatif
olarak yenilenebilir enerji kaynaklar1 6n plana ¢ikmistir (Chi vd. 2019, Singh vd. 2020).
Yenilenebilir enerji kaynaklar1 siirdiiriilebilir, diisik maliyetli ve g¢evre dostu
kaynaklaridir. Fosil yakitlarin neden oldugu olumsuz etkileri de en aza indirmektedir.
Boylece yenilenebilir enerji kaynaklari mevcut olan problemlerin ¢oéziimii i¢in
potansiyel bir kaynak olarak goriilmektedir (Leong vd. 2018, Pradhan vd. 2018).
Yenilenebilir enerji kaynaklart genel olarak; hidroelektrik(su) enerjisi, riizgar enerjisi,
jeotermal enerji, glines enerjisi ve biyokiitle enerjisi olmak tizere 5’e ayrilmaktadir. Son
yillarda yapilan literatiir calismalarina baktigimiz zaman 6zellikle biyokiitle enerjisi 6n

plana ¢ikmaktadir (Singh vd. 2019, Shah vd. 2020).


https://data.tuik.gov.tr/Kategori/GetKategori?p=cevre-ve-enerji-103&dil=1

Gergeklestirilen tez ¢alismasinda, zirai atik kullanilarak gelistirilen C. vulgaris ten elde
edilen mikrobiyel lipidlerin ham madde olarak biyodizel iiretiminde kullanilmasi
hedeflenmistir. Bu baglamda mikrobiyel gelisim ve lipid birikimi tizerine farkli
parametrelerin etkisi incelenmistir. Lipid biriktirme kapasitesinin maksimum oldugu
kosullar optimize edildikten sonra elde edilen mikrobiyel lipidler, farklh
transesterifikasyon yaklagimlarina tabii tutulmus ve olusan yag asidi metil esterleri Gaz

Kromatografisinde analiz edilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Biyokiitle Enerjisi

Yenilenebilen enerji kaynaklarimin bir tiirii olan biyokiitle enerjisi; orman {iriinleri,
tarimsal Urlinler, bitki ve hayvan kalintilari, mikroorganizma, giibre veya farkli
atiklardan meydana gelen biyolojik organik maddelerden elde edilen enerji olarak
tanimlanmaktadir (Rehan vd. 2018, Nunes vd. 2020). Biyokiitle enerjisi sonucunda elde
edilen biyoyakitlarda ¢ok sayida eser elementler, organik bilesikler vs. bulunmaktadir.
Bununla birlikte biyoyakit eldesi igin tarim dis1 araziler, bozulmus veya kontamine
olmus alanlar kullanilarak degerlendirilmektedir. Tiim bu olumlu y6nlerinin yaninda
diisiik maliyetli ve ¢evre dostu olmasi, fosil yakitlarin neden oldugu CO2 emisyonu gibi
olumsuz ¢evresel kosullari azalttig1 i¢in biyoyakitlar 6n plana ¢ikmaktadir (Vassilev vd.
2015).

2.2 Biyoyakit Uretiminde Kullanilan Ham madde Kaynaklari

Biyoyakit tiretiminde kullanilan ham madde kaynaklar1 temel olarak 4’e ayrilmaktadir.
Bunlar birinci nesil biyoyakitlar, ikinci nesil biyoyakitlar, ti¢lincii nesil biyoyakitlar ve

son olarak dordiincii nesil biyoyakitlardir.

Birinci Nesil Biyoyakitlar: Bu grupta ham madde kaynagi olarak misir, aycigegi, soya
fasulyesi, hurma yagi, kanola yagi gibi bitkisel yaglar kullanilmaktadir (Leong vd.
2018, Singh vd. 2020). Bu ham madde kaynaklarinin kullanilmasiyla o6zellikle
biyoetanol ve biyodizel elde edilmektedir. Bu grupta daha ¢ok mekanik yontemler tercih

edilmektedir. Bunun temel sebebi genellikle biyodizel tiretiminde ¢ogunlukla kullanilan



bitkisel ham maddelerin tohumlar1 veya pargalarinin mekanik yontemlerle elde
edilmesidir (Li vd. 2019, Mahlia vd. 2020). Ayrica bu gruptaki ham maddelerin
biyoyakitlara doniisimii kolaydir. Fakat bu gruptaki ham madde kaynaklarinin
kullanim1 bazi sorunlara yol agmaktadir. Bu ham maddeler ¢ogunlukla gida olarak
tiiketilmekte ve tiretiminde biiylik tarim alanlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Buna bagh
olarak gida sektorii yetersiz kalmakta ve genis tarim alanlar1 olusturulmasit sonucu
erozyon veya bolgenin ormansizlasmasi gibi sorunlar ortaya ¢ikmaktadir (Leong vd.

2018, Correa vd. 2019).

Ikinci Nesil Biyoyakitlar: Bu grupta ham madde kaynag olarak jatropa, jojoba gibi gida
olarak tiiketilmeyen maddeler kullanilmaktadir. Bu maddelerin yani sira lignoseliilozik
yapida olan odun, saman, tahta vb. maddeler ile atik yaglar ve kalintilar
kullanilmaktadir (Sharma ve Singh 2017, Mat Aron vd. 2020). Bu ham madde
kaynaklarinin kullanilmasiyla genellikle biyogaz veya biyoetanol elde edilmektedir.
Ikinci nesil biyoyakitlarin iiretiminde kullanilan ham maddeler gida degeri olmayan,
atik olarak ortaya ¢ikan ve ucuz maddelerdir. Bu olumlu 6zellikleri sayesinde birinci
nesil ham maddeler gibi gida sektoriinde rekabete neden olmamakta ve biyoyakit
eldesinde kullanilarak ¢evrede olusturacak zarari engellenmektedir (Correa vd. 2019,
Singh vd. 2020). Fakat bu gruptaki ham maddelerinin kullanimindaki en biiyiik sorun
lignoseliilozik yapida olduklarindan dolayr dogrudan kullanilamazlar ve birtakim 6n
islemlere maruz birakilmalaridir. Bu nedenle biyoyakit iietiminde maliyet
yiikselmektedir. Ayrica bu gruptaki ham maddelerin &zellikle biyodizel tiretiminde
onemli bir parametre olan yag igerigi, birinci ve iigiincii nesil biyoyakitlara gére daha
diisiiktiir. Bu nedenle mekanik yontemler pek tercih edilmemektedir (Leong vd. 2018,
Li vd. 2019).

Uciincii Nesil Biyoyakitlar: Bu grupta ham madde kaynagi olarak siyanobakteriler gibi
prokaryotik veya yesil algler, mayalar gibi O6karyotik mikroorganizmalar
kullanilmaktadir (Correa vd. 2019, Mahlia vd. 2020). Bu ham madde kaynaklarinin

kullanilmasiyla genellikle biyodizel, biyobiitanol veya biyoetanol elde edilmektedir. Bu



grupta daha ¢ok biyokimyasal veya termo-kimyasal yontemler tercih edilmektedir.
Ucgiincii nesil ham maddeler olarak kullanilan mikroorganizmalar yiiksek lipid,
karbonhidrat vs. icerigine sahiptir. Ozellikle bu grupta yer alan fotosentetik mikroalgler,
her tiirlii ortamda ve iklim kosullarinda gelisebildikleri i¢in birinci ve ikinci nesil
biyoyakit kaynaklarina gore olduk¢a avantajlidir (Suganya vd. 2016, Singh vd. 2020).
Fakat ticiincii nesil ham madde kaynaklariin kullanilmasindaki en biiyiik sorun genis
Olgekli tiretimin maliyetli olmasidir. Fakat tiim olumsuzluklara ragmen tigiincii nesil
ham madde kaynaklar1 son yillarda biyoyakit iiretiminde oldukga tercih edilmektedir
(Leong vd. 2018, Rezania vd. 2019).

Dordiincii Nesil Biyoyakitlar: Bu grupta genetik miihendisligi calismalar: ile birlikte
siyanobakteriler, mayalar veya algler gibi mikroorganizmalarin lipid birikimini,
biyoyakit verimini arttirmaya yonelik ¢aligmalar yapilmaktadir (Abdullah vd. 2019). Bu
ham madde kaynaklarinin kullanilmasiyla genellikle biyodizel veya biyoetanol elde
edilmektedir Dordiincii nesil biyoyakitlarin avantajlarina bakildiginda kullanilan ham
maddelerin yiiksek verimlilik gostermesi en 6nemli 6zelligidir. Fakat en biilyiik sorun
yeni ve gelistirilmekte olan bir alan oldugu i¢in uygulama sirasinda maliyet
yukselmektedir (Dutta vd. 2014, Singh vd. 2020). Literatiir ¢calismalarina bakildig
zaman giiniimiizde 4 temel ham madde kaynagindan iiretilen biyoyakit ¢esitleri arasinda
biyodizel 6nem kazanmaktadir (Abdullah vd. 2019).

2.3 Biyodizel ve Ozellikleri

Biyodizelin ortaya ¢ikist 1900’lere dayanmaktadir. Rudolph Diesel, bir motoru
calistirmak icin fistitk yag1 kullanarak tarihteki ilk biyodizel iiretimini 1912 yilinda
gerceklestirmistir. O donemde yakit olarak petrol kullanildig: i¢in biyodizel gibi farkli
bir yakit tiirii 5nem kazanamamistir (Noor vd. 2018, Rehan vd. 2018). Fakat daha sonra
1970’lerde meydana gelen petrol krizi nedeniyle fosil yakitlarin yerine alternatif olarak

biyoyakitlarin kullanimi 6nem kazanmis ve 6zellikle biyodizel iiretimi ve kullanimi 6n



plana ¢ikmistir. Daha 6nceleri 1853 yilinda, bitkisel yag kullanilarak transesterifikasyon
reaksiyonu sonucunda metil esterler meydana gelmistir. Biyodizel, kavram olarak ise
1937°te ortaya c¢ikmistir. Kiiresel anlamda biyodizel tiretimi 2016’da 32.6 milyon
tondan daha fazladir. Glinlimiizde ise Amerika, Brezilya, Malezya gibi iilkeler biyodizel
ihtiyacinin %80°den fazlasini karsilamaktadir (Mahmudul vd. 2017, Rezania vd. 2019).

Biyodizel temel olarak bitkisel, hayvansal, mikroorganizma veya atik yaglardan elde
edilen uzun zincirli yag asitlerinin mono alkil esterleridir. Biyodizelin kaliteli olmasi
yag asidi Ozelligine bagli olmakla beraber yag asitlerinin kimyasal 6zelligi, hangi
kaynaktan elde edildigine goére degismektedir. Biyodizelin kimyasal igerigine
bakildiginda c¢ogunlukla 16-18 karbonlu doymus yag asitleri, tekli doymamis yag
asitleri (MUFA) veya ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA) bulunmaktadir (Faried vd.
2017, Singh vd. 2019). Biyodizelin kimyasal 6zellikleri EN 14214 (Avrupa) ve ASTM
D6751 (Amerika) standartlarina gore belirlenmektedir. Yiiksek yanma noktasi, yiiksek
setan sayis1, daha diisiik egzoz gazi emisyonu gibi kimyasal 6zellikleri geleneksel dizele
gore daha Ustiindiir. Biyodizel geleneksel dizele gore daha yaglayicidir. Bu durum
motorun asinmasini dnlemekte ve motorun omriinii uzatmaktadir. Biyodizel %10-11
oraninda Oz ve gerekli miktarda N2 icerir. Oksijen orani, motorun yanma verimini
arttirir. Ayrica biyodizel yandig1 zaman geleneksel dizelin aksine %70-90 oraninda daha
az aromatik hidrokarbon iiretmektedir (Singh vd. 2019, Mahlia vd. 2020). Biyodizel,
benzer kimyasal 6zelliklerinden dolay1 geleneksel dizel ile %100 veya farkli oranlarda
karistirllarak motorda herhangi bir modifikasyona gerek kalmadan kullanilabilir.
Biyodizel yiiksek parlama noktasina sahiptir. Boylece geleneksel dizele gore daha az
yanicidir ve bu nedenle hem kullanimi hem de depolanmasi daha giivenlidir. Tiim bu
nedenlerden dolay1 biyodizel hem ekosistemi diizeltmek hem de mevcut olan enerji
ihtiyacini karsilayabilmek i¢in son donemde olduk¢a 6nem kazanmistir (Noor vd. 2018,
Chi vd. 2019).



2.4 Biyodizel Ham madde Kaynaklari

Biyodizel iiretiminde ham madde kaynagi olduk¢a onemlidir. Clinkii ham madde
kaynag1 biyodizel iiretim maliyetinin %75’ini olusturmaktadir ve bu nedenle uygun ham
madde ile galismak gerekmektedir (Mahmudul vd. 2017). Biyodizel iiretiminde ham
madde se¢imi iiretildigi bolgeye gore degismektedir. Biyodizel iiretiminde kullanilan
ham maddeler temelde birinci nesil, ikinci nesil, Ugiincii nesil ve dordindii nesil

biyoyakit kaynaklar1 olarak siiflandirilmaktadir (Singh vd. 2020).

2.4.1 Birinci nesil biyodizel ham madde kaynaklari

Biyodizel tiretiminde ozellikle misir, soya, hurma ve kolza yag gibi ham maddeler
yaygin olarak kullanilmistir. Genellikle birinci nesil biyoyakit kaynaklar1 arasinda olan
bu friinler, iiretildigi bolgeye gore degisiklik gostermektedir. Gegmisten giliniimiize
bitkisel yaglarin kullanimi oldukga popiiler olmustur. Ozellikle kolza yag1 Avrupa’da
yaygin olarak kullanilirken, soya fasulyesi Amerika veya Brezilya gibi iilkelerde baslica
biyodizel iiretim kaynagi olarak kullanilmaktadir. Yapilan literatiir caligmalarina
baktigimiz zaman soya, hurma veya kolza yagi gibi bitkisel yaglar caligmalarda sikca
yer almaktadir (Mahmudul vd. 2017, Rezania vd. 2019). Yapilan bir caligmada
biyodizel iiretimi i¢in hurma yagi kullanilmistir. Bu calismada hurma meyveleri
aliarak once kurutulmus ve ardindan birtakim islemler sonucunda yag elde edilmistir.
Deneyde grafit tozlar1 kullanima hazir hale geldikten sonra SO3H ile muamele edilerek
grafen levhalar olusturulmus ve bu grafen levhalar transesterifikasyon igin katalizor
olarak kullanilmistir. Bu deney sonucuna gore %98 oraninda yag asidi metil esteri
(FAME) elde edilmistir (Nongbe vd. 2017). Baska bir ¢alismada kanola yagi
kullanilarak biyodizel iiretimi gergeklestirilmistir. Yapilan calismada heterojen bir
katalizor olan Li/TiO2 transesterifikasyon reaksiyonunda kullanilmistir. Bu deneyde
farkli katalizor konsantrasyonlari, reaksiyon sicakliklari, reaksiyon siireleri ve

metanol:yag oranlar1 karsilastirilmistir. Bu deney sonucuna gore optimum kosullar;



katalizor konsantrasyonu %5 (wt), metanol:yag orani 24:1, reaksiyon siiresi 3 saat ve
reaksiyon sicakligr 65°C olarak belirlenmis ve bu kosullar altinda %98 oraninda FAME
elde edilmistir (Alsharifi vd. 2017).

Rajkumari ve Rokhum (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada biyodizel {iretimi igin
soya yagi kullanilmistir. Bu ¢alismada 6nce muz kabuklari kurutulmus ve daha sonra
birtakim islemlerle muz kabugu atig1 kiilii katalizér olarak transesterifikasyon
reaksiyonunda kullanilmistir. Bu deney sonucuna gore %98.39 oraninda FAME elde

edilmistir.

Salimi ve Hosseini (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada kanola yagi kullanilarak
biyodizel iiretimi gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada, BiFeOs nanopartikiilleri birtakim
islemler sonucunda hazir hale gelmis ve ardindan ZnO ile birlikte manyetik bir
ZnO/BiFeOz nanokatalizorii  olusturularak  transesterifikasyon  reaksiyonunda
kullanilmigtir. Bu deneyde farkli katalizor konsantrasyonlari, reaksiyon sicakliklar ve
metanol:yag oranlari karsilastirilmistir. Bu deney sonucuna gore optimum kosullar;
reaksiyon sicakligi 65°C, metanol:yag oran1 15:1, katalizér konsantrasyonu %4 (wt)
olarak belirlenmis ve bu kosullar altinda %95.43 oraninda FAME elde edilmistir.

Thushari vd. (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada hurma yagindan biyodizel tiretimi
gerceklestirilmistir. Calismada hindistan cevizi kabugu (CCH) toz haline getirilmis ve
H2SOs ile birtakim islemler sonucunda asidik bir katalizor elde edilmistir. Bu deneyde;
farki katalizor konsantrasyonlari, metanol:yag oranlari, reaksiyon sicakliklari, reaksiyon
stireleri ve calkalama hizlar1 gibi parametreler karsilastirilmistir. Bu deney sonucuna
gore optimum kosullar; katalizér konsantrasyonu %10 (wt), metanol:yag oran1 12:1,
sicaklik 130°C, reaksiyon siiresi 3 saat ve ¢alkalama hiz1 500 rpm olarak belirlenmis ve
bu kosullar altinda %89.8 oraninda FAME elde edilmistir.



2.4.2 Tkinci nesil biyodizel ham madde kaynaklari

Genel olarak ikinci nesil biyoyakit kaynaklar1 arasinda olan ham maddeler, yiiksek
oktan sayisi, yliksek buharlagsma 1sis1 ve setan sayisinin diisiik olmasi gibi nedenlerden
dolay1 biyoetanol iiretiminde daha fazla tercih edilmektedir. Fakat biyodizel tiretiminde
de kullanilmaktadir (Dutta vd. 2014, Rehan vd. 2018). Ozellikle birinci nesil biyoyakit
kaynaklarinin kullanilmasiyla ortaya ¢ikan sorunlar nedeniyle son yillarda biyodizel
tiretiminde tercih edilen ham madde kaynaklaridir. Bu ham madde kaynaklar1 genel
olarak atik yaglardir (Rezania vd. 2019, Mat Aron vd. 2020).

Gilinlimiizde atik yaglar bol miktarda bulunmaktadir ve bu nedenle diger kaynaklara
gbre biyoyakit iiretiminde ham madde kaynagi olarak tercih edilmektedir. Ozellikle
literatiir ¢aligmalarina baktigimiz zaman atik yaglar sik¢a biyodizel iretimi igin
kullanilmaktadir. Kullanilan ham madde kaynaklarindaki en biiyiik sorun ise biyodizele
dontlisiim asamasinda maliyet yiiksektir (Ghazali vd. 2015, Rehan vd. 2018). Hayvansal
yaglara baktigimiz zaman biyodizel eldesi bitkisel kaynaklara gore daha ekonomiktir.
Ayrica hayvansal yaglarin doymus yag asidi miktart bitkisel kaynaklara gore daha
fazladir. Bu durum hayvansal yaglardan elde edilen biyodizelin daha yiiksek setan
sayisina sahip olmasi demektir ve setan sayisinin yliksek olmasi da bir avantajdir.
(Rehan vd. 2018, Singh vd. 2020). Hayvansal atik yaglarin kullanilmasindaki en biiyiik
sorun ise yiiksek oranda doymus yag asitleri icermelerinden dolayr kati formda
olmalaridir. Bu durum biyodizele déniisiimii zorlastirmaktadir. Ozellikle literatiir
caligmalarinda don yagi, islenmis domuz yagi vs. yaygin olarak kullanilmaktadir
(Ghazali vd. 2015, Rezania vd. 2019). Yapilan bir ¢alismada biyodizel iiretimi i¢in
koyun eti don yagi kullanilmistir. Koyun eti don yag1 6zellikle sabun endiistrisinden
elde edilen atik bir triindiir. Bu ¢alismada alkol olarak metanol ve katalizor olarak
H2SO4 kullanilmigtir. Deneyde koyun eti don yag ilk once 60°C 1sitilmis ve ardindan
transesterifikasyon reaktsiyonuna girerek FAME igerigi belirlenmistir. Bu deney
sonucuna gore %83.3 oraninda FAME elde edilmistir (Faleh vd. 2018).



He vd. (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada domuz yagi bir takim 6n islemler
yapilarak biyodizel iiretiminde kullanilmistir. Bu deneyde ii¢ boyutlu ultrasonik destekli
reaktor kullanilarak iki adimda biyodizel iiretimi gerceklestirilmistir. Bu deneyde farkl
katalizor konsantrasyonlari, reaksiyon siireleri, metanol:yag oranlari ve reaksiyon
sicakliklart gibi parametreler karsilastirilmistir. Bu deney sonucuna gore optimum
kosullar; katalizor konsantrasyonu %21.11 (wt), metanol:yag oran1 7.42:1, reaksiyon
stiresi 116.14 dk ve sicaklik 62.3°C olarak belirlenmis ve bu kosullar altinda %98
oraninda FAME elde edilmistir.

Atik yemek yaglarina baktigimizda ise yiiksek oranda su ve serbest yag asidi (FFA)
igerigine sahiptir. Atik yemek yaglarinin maliyeti, bitkisel kaynaklara gore 2.5-3.5 kat
daha ucuzdur ve bu nedenle literatiir ¢alismalarinda da sik¢a tercih edilmektedir. Atik
yemek yaglarin biyodizele doniisiimiindeki en biiyiik sorun ise birtakim iglemlerin zor
olmasi ve maliyeti yiikseltmesidir (Ghazali vd. 2015, Rehan vd. 2018). Yapilan bir
calismada biyodizel iiretimi i¢in atik yemek yagi kullanilmistir. Bu calismada tavuk
fabrikasindan tavuk giibresi alinmis ve ardindan tavuk giibresinde bulunan CaCOs
bilesigi kalsinasyon islemi ile aktif kalsiyum karbonata doniistiiriilerek heterojen bir
katalizor elde edilmistir. Bu deney sonucuna gore %90 oraninda FAME elde edilmistir

(Maneerung vd. 2016).

Jume vd. (2020) tarafindan yapilan bir calismada atik yemek yag1 kullanilarak biyodizel
iretimi gerceklestirilmistir. Bu calismada grafit tozundan ¢esitli islemler sonucunda
grafen oksit elde edilmis ve ardindan farkli oranlarda bimetal stronsiyum nitrat ve
zirkonyum oksohidrat eklenerek nanokatalizor elde edilmistir. Deneyde farkli reaksiyon
stireleri, reaksiyon sicakliklari, metanol:yag oranlari, materyal oranlar1 gibi parametreler
karsilagtirilmistir. Bu deney sonucuna gére optimum kosullar; metanol:yag orani 4:1,
reaksiyon siiresi 90 dk, reaksiyon sicakligi 120°C ve GO: ZrO2—-SrO orani 1:0.5 (w/w)

olarak belirlenmis ve bu kosullar altinda %91 oraninda FAME elde edilmistir
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Atik yaglar arasinda gida olarak tiiketilmeyen bitkisel yaglar da bulunmaktadir.
Ozellikle Hindistan’da jatropa ve jojoba yag1 kullanilirken, Avusturalya’da ¢ekirdek ici
yag1 ve karanja gibi yaglar kullanilmistir (Ghazali vd. 2015, Rehan vd. 2018). Jatropa
yagl %35 yag igerigi nedeniyle biyodizel {iretimi i¢in en yaygin kullanilan ham
maddelerden birisidir. Ayn1 sekilde karanja yagi da %27-39 oraninda yag igerigine
sahiptir ve bir¢ok alanda yetistirilebildigi icin biyodizel iiretiminde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Rezania vd. 2019, Singh vd. 2020).

Kamel vd. (2018) tarafindan yapilan bir calismada biyodizel iiretimi i¢in Jatropha
curcas L. kullanilmistir. Bu ¢alismada kullanilan Jatropha curcas L. bitkisinin tohumu
alinarak mekanik islemler sonucunda yag elde edilmistir. Daha sonra elde edilen yag
kalsine jatropha keki (CJC) ve KOH aktive jatropha keki (KJC) gibi farkli heterojen
katalizorlerle transesterifikasyon reaksiyonuna tabii tutulmustur. Bu deney sonucuna
gore CJC katalizoriinde %94 oraninda FAME elde edilirken, KJC katalizoriinde %96
oraninda FAME elde edilmistir.

Sanchez-Arreola vd. (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada biyodizel iiretimi igin
Cascabela ovata yagi kullanilmistir. Bu ¢alismada Cascabela ovata bitkisinin tohumlari
soyularak 60°C'de 12 saat kurutulmus ve ardindan ogiitiilerek yag elde edilmistir.
Deneyde alkali ve asidik Kkatalizor kullanilarak transesterifikasyon reaksiyonu
gerceklestirilmistir. Bu deney sonucuna gore alkali transesterifikasyon reaksiyonu

sonucunda %95 oraninda FAME elde edilmistir.

2.4.3 Ugiincii nesil biyodizel ham madde kaynaklar1

Ugiincii nesil biyoyakitlarin temel ham madde grubu olan algal yaglar biyodizel iiretimi

icin potansiyel ham madde kaynagidir. Diger biyoyakit kaynaklarina gore alglerin
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bircok avantaji vardir. Oncelikle lipid icerikleri fazladir ve genellikle kuru agirliklarinin
%40-80 arasinda lipid biriktirebilmektedirler. Bu oran geleneksel tahillardan 15-300 kat
daha yiiksektir (Suganya vd. 2016, Mat Aron vd. 2020). Birinci ve ikinci nesil ham
madde kaynaklar1 ile karsilastirlldiginda mikroalglerden elde edilen yag miktar
Cizelge 2.1’de gosterilmektedir. Mikroalglerde bulunan FFA, trimonogliseritler,
dimonogliseritler ve karotenoidler gibi bilesenler sitoplazmada birikmektedir.
Glikolipitler ve fosfolipitler gibi polar olan bilesenler ise hiicre zarin1 olusturmaktadir.
Mikroalglerde bulunan FFA biyodizelin kalitesini dnemli 6l¢tide etkilemektedir (Kumar
vd. 2016, Rezania vd. 2019). Mikroalglerde olusan FFA igerigine gore farkli katalizor
tiirleri kullanilmaktadir. Ornegin; FFA icerigi %2’den yiiksek oldugu zaman asidik
katalizor tercih edilmektedir (Chen vd. 2018, Fazal vd. 2018).

Cizelge 2.1 Farkli biyodizel kaynaklarinin karsilagtiriimas: (Faried vd. 2017)

Mahsul Yag eldesi (L/ha)
Misir 172

Soya 446
Kanola 1190
Jatropa 1892
Hindistan cevizi 2689
Hurma yag1 5950
Mikroalg (%70 yas agirlik) 136,900
Mikroalg (%30 yas agirlik) 58,700

Algler makroalgler ve mikroalgler olmak iizere 2’ye ayrilmaktadir. Makroalglerin lipid
icerigi mikroalglere gore oldukca diisiiktiir. Ancak yiliksek miktarda karbonhidrat
icerdikleri i¢in 6zellikle biyoetanol ve biyogaz iiretimine uygun olduklari i¢in sadece
biyodizel kaynagi olarak kullanilmamaktadirlar. Yapilan literatiir ¢alismalarina
bakildiginda mikroalgal biyokiitleden biyodizel iiretimi ile ilgili ¢ok fazla calisma
mevcuttur (Javed vd. 2019, Singh vd. 2020). Yapilan bir ¢aligmada Nannochloropsis
gaditan mikroalgi ile biyodizel liretimi gergeklestirilmistir. Bu deneyde yas biyokiitle
ile c¢alisilarak HCI ve FFA farkli konsantrasyonlarinda in situ transesterifikasyon

reaksiyonu gerceklestirilmistir. Bu deney sonucuna gére HCI katalizorii kullanilarak
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yapilan in situ transesterifikasyon reaksiyonunda 95°C’de %90’dan fazla FAME elde
edilmistir (Kim vd. 2015).

Ghosh vd. (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada Chlorella sp. MJ 11/11 ile farkli
transesterifikasyon yontemleri kullanilarak biyodizel iiretimi gergeklestirilmistir. Bu
calismada farkli katalizor ¢esidi (HCI ve H2SOs), reaksiyon siireleri, biyokiitle:metanol
oranlar1, reaksiyon sicakliklar1 gibi parametreler degerlendirilmistir. Bu deney sonucuna
gore optimum kosullar; in situ transesterifikasyon reaksiyonunda HCI konsantrasyonu
4 M, biyokiitle:metanol orani 1:5, reaksiyon siiresi 7 saat ve reaksiyon sicakligi 65°C

olarak belirlenmis ve bu kosullar altinda %95 oraninda FAME elde edilmistir.

Mamo ve Mekonnen (2019) tarafindan yapilan bir g¢alismada Scenedesmus sp.
mikroalginden biyodizel iiretimi gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada katalizor olarak kegi
kemiginden elde edilen CaO nanokatalizor kullanilarak transesterifikasyon reaksiyonu
gerceklestirilmistir. Bu calismada farkl katalizér konsantrasyonlari, reaksiyon siireleri,
metanol:orani, reaksiyon sicakliklari gibi parametrelerin etkisi incelenmistir. Bu deney
sonucuna gore optimum kosullar; %2 (wt) CaO konsantrasyonu, reaksiyon sicakligi
60°C, metanol:yag oram1 1:11 ve reaksiyon siiresi 3 saat olarak belirlenmis ve bu
kosullar altinda %92 oraninda FAME elde edilmistir.

Turkkul vd. (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada Spirulina sp. ve Nannochloropsis
oculata mikroalgleri ile biyodizel iiretimi gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada katalizor
olarak 700°C’de kalsinasyona ugrayan ve agirlikca %60 CaO igeren CaO/Al203
katalizorii kullanilarak transesterifikasyon reaksiyonu gerceklestirilmistir. Bu deneyde
farkli etanol:yag oranlari, reaksiyon siireleri, katalizor konsantrasyonlari gibi
parametreler degerlendirilmistir. Bu deney sonucuna gore optimum kosullar; etanol:yag
orani 48:1, %6 (wt) katalizor konsantrasyonu, reaksiyon siiresi 60 dk olarak belirlenmis
ve bu kosullar altinda iki mikroalgden %90-99 oraninda FAME elde edilmistir.
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Lin ve Wu (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada Chlorella sp. Y8-1 mikroalginin
farkl1 gelisim kosullarinda biyokiitle ve lipid birikimi incelenmistir. Bu deney sonucuna
gore; fotoototrofik gelisim kosullarinda biyokiitle, siikroz i¢eren heterotrofik gelisim
kosullarina kiyasla 0.17 g/L’den 0.22 g/L’ye yaklasik 1.3 kat artarken, lipid birikimi
%5.9’dan %16.5’e yaklagik 2.8 kat artmistir. En yiiksek biyokiitle ve lipid birikimi
strastyla 0.45 g/L ve %35.5 ile miksotrofik gelisim kosullarinda belirlemistir.

2.4.4 Dordiincii nesil biyodizel ham madde kaynaklari

Dordiincii nesil biyodizel ham madde kaynaklari temel olarak modifiye edilmis
mikroorganizmalardan olusmaktadir. Ozellikle Chlorella sp. gibi lipid igerigi yiiksek
mikroorganizmalara odaklanilarak daha fazla biyodizel iiretimi hedeflenmistir (Dutta
vd. 2014, Abdullah vd. 2019). Yapilan miihendislik ¢aligmalar1 sadece lipid igerigini
artirmak degil ayn1 zamanda fotosentez i¢in gerekli olan CO alimini arttirarak sera
gazi emisyonunu da azaltmay1 hedeflemektedir. Boylece diger biyodizel kaynaklarina
kiyasla ortaya ¢ikan sorunlara alternatif bir ¢oziim olmustur. Ozellikle literatiirde
alglerin fotosentetik verimini arttirmak, algin daha fazla 151k almasini saglamak gibi
calismalar oldukea popiilerdir (Karmakar ve Halder 2019, Mat Aron vd. 2020). Yapilan
bir c¢alismada Chlorella protothecoides'in genetik ¢alismalar ile lipid birikimi
arttirtlmistir. Bu deneyde lipid birikimini etkileyen malik enzim (ME) lizerinde birtakim
calismalar yapilmistir. Lipid birikimi tetikleyen malik enzimin tiim geni, plazmit
pBl121'e klonlanmis ve boylece rekombinant bir plazmit elde edilmistir. Elde edilen
rekombinant plazmitin konak hiicreye aktarilmasiyla transgenik bir mikroalgin
olusturulmas1 hedeflenmistir. Malik enzimin 1530 bp (509 aminoasit kalintis1) agik
okuma ¢ercevesiyle elde edilmis ve tanimlanmistir. Tanimlanan bu genin
Chlamydomonas reinhardtii’deki malik enzim ile %73 oraninda homolog oldugu ortaya
¢ikmistir. Yapilan deney sonucunda C. protothecoides'in lipid birikimi 2.8 kat artmistir.
Deney sonucuna gore %93-98 oraninda FAME elde edilmistir (Yan vd. 2019).
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Daboussi vd. (2014) tarafindan yapilan bir c¢alismada deniz diatomu olan
Phaeodactylum tricornutum'un genetigi tizerinde ¢aligilarak lipid birikimini arttirmak
hedeflenmistir. Bu ¢alismanin temel amaci fotosentetik mikroalg olan diatomlarin tam
olarak yararlanilamayan biyodizel iiretim potansiyellerini géstermektir. Bu ¢alismada
hem meganiikleaz (MN) hemde yazim etkinlestirici benzeri etkileyici (TALE) niikleazi
kullanilarak lipid birikimini etkileyen 7 tane gende birtakim modifikasyonlar
gerceklestirilmistir. Deney sonucuna gore ozellikle UDP-glukoz pirofosforilaz geninde
meydana gelen bozulma sonucunda gelistirilen Tn19745 1 mutant1 kontrole gore %45

daha fazla triagilgliserol (TAG) tiretmistir.

You vd. (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada C. vulgaris’in carbonik anhidraz
kompleksi (cCA) ile CO> fiksasyonu ve lipid birikimini arttirmaya yonelik ¢alismalar
yapilmistir. Bu ¢alismada konakg¢1 hiicre olarak Escherichia coli DH5a, ekspresyon
vektorleri olarak pCold II ve pET-22b (+) ve E. coli BL21 (DE3) susu da enzim
proteinlerini tiretmek igin kullanilmistir. Hydrogenovibrio marinus'tan elde edilen ve
karbonik anhidrazi kodlayan hmCA geni ile Clostridium cellulovorans’dan elde edilen
docB, cCA olusturmak igin birlestirilmis ve daha sonra ekspresyon vektoriine
aktarilmigtir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda kohezin-dokerin etkilesimiyle olusan cCCA
ile bitylime hiz1 1.6 kat ve lipid birikimi 1.7 kat (%23.3) artmustir.

2.5 Biyodizel Uretiminde Kullanilan Mikroalgler

Mikroalgler, yiiksek oranda lipid, karbonhidrat, protein igeren dkaryotik hiicre yapisina
sahip ve bir¢ok farkli ortamda yasayabilen fotosentetik mikroorganizmalardir (Anto vd.
2019). Mikroalgler; genel olarak fotoototrofik sekilde gelisebilmelerinin yaninda ayrica,
fotoheterotrofik, heterotrofik, miksotrofik gibi farkli kosullarda gelisebilmektedir. Bu
ortamlardaki temel fark, karbon kaynagi ve 1s1k kullanimidir. Fotoototrofik kosullarda
inorganik karbon kaynagi olan CO2 ve 151k kaynagi bulunmaktadir. Fotoheterotrofik

kosullarda organik karbon kaynagi ile birlikte 1s1tk kaynagi kullanilmaktadir.
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Heterotrofik kosullarda 151k olmayan ortamda organik karbon kaynag: kullanilmasiyla
mikroalg iiretimi gergeklestirilmektedir. Miksotrofik kosullarda ise hem organik hem de
inorganik (CO2) karbon kaynaklar1 ile birlikte 151k kaynagi kullanilmaktadir. Bu gibi
farkli ortamlarin kullanilmasi mikroalg tiirline gore degismektedir (Fazal vd. 2018, Yin
vd. 2020). Farkli kosullarda mikroalg gelisimi, hiicre igerisindeki lipid birikimini de
etkilemektedir. Mikroalgler genellikle kuru agirliklarinin %40-80°1 lipid biriktirirler. Bu
oran, karasal bitkilerden 15-300 kat daha yiiksektir. Elde edilen lipid igerigi mikroalg
tirtine gore degismektedir ve genellikle Chlorella sp. biyodizel iiretiminde sikga
kullanilmaktadir (Cizelge 2.2) (Suganya vd. 2016, Anto vd. 2019).

Cizelge 2.2 Yiiksek lipid iiretimi i¢in bazi potansiyel mikroalg tiirleri (Kumar vd. 2016)

Mikroorganizmalar | Biyokiitle Lipid igerigi Lipid verimliligi
verimliligi (% , wiw) (mg/L d)
(g/L d)

Botryococcus brauni | 0.02 25.0-75.0 5-15

Chlorella emersonii | 0.036-0.041 25.0-63.0 10.3-50.0

Chlorella 2.00-7.70 14.6-57.8 1214

protothecoides

Chlorella 2.90-3.64 2.0 58-72.8

pyrenoidosa

Chlorella 0.23-1.47 19.0-22.0 43.7-323.4

sorokiniana

Chlorella sp. 0.02-2.5 10.0-48.0 2-1200

Chlorococcum sp. 0.28 19.3 54

Dunaliella salina 0.22-0.34 6.0-25.0 13.2-85

Euglena gracilis 7.70 14.0-20.0 1078-1540

Nannochloropsis sp | 0.17-1.43 12.0-53.0 20.4-757.9

Phaeodactylum 0.003-1.9 18.0-57.0 0.54-1083

tricornutum

Scenedesmus 0.004-0.74 11.0-55.0 0.44-407

obliquus

Scenedesmus sp 0.03-0.26 19.6-21.1 5.88-54.6

Spirulina platensis | 0.06-4.3 4.0-16.6 2.4-713.8

Spirulina maxima 0.21-0.25 4.0-9.0 0.84-2.25

Tetraselmis sp 0.30 12.6-14.7 43.4




Mikroalglerin biyodizel iiretiminde kullanimiyla sera gazi emisyonu azaltilmaktadir.
Ciinkii mikroalgler fotosentetik mikroorganizmalar oldugu i¢in COz’yi karasal bitkilerin
aksine yaklasik 5-20 kat daha fazla depo eder. Ayrica mikroalgler giines enerjisini
yaklasik %9-10 oraninda biyokiitleye g¢evirebilmekte ve bdylece gilines enerjisi daha
verimli bir sekilde kullanabilmektedir (Suparmaniam vd. 2019). Bunlara ek olarak
laboratuvar kosullarinda bile gelisebildikleri icin bitkisel yaglar gibi fazla tarim
alanlarina ihtiya¢ yoktur. Ayrica yiiksek gelisme oranlari sayesinde bitkilere gére daha
hizli biyokiitle tiretimi gergeklestirilebilmektedirler (Chen vd. 2018, Singh vd. 2020).
Mikroalgler hizli bir biiylime oranina sahip oldugiu i¢in hasat siireleri kisadir. Bazi
tirler bir giinde bile hasat edilebilmektedir. Boylece diger ham madde kaynaklarina
gore daha etkin bir sekilde biyodizel iiretim siirecine katilabilmektedirler (Faried vd.
2017, Chew vd. 2017).

Mikroalglerin biyodizel iiretimi i¢in potansiyel kaynak olmalarinin bir diger sebebi ise
%20-50 arasinda TAG biriktirebilmeleridir. Ciinkii yiiksek TAG birikimi biyodizel
tiretiminde olduk¢a onemlidir ve TAG igerigi de biyodizelin kalitesini etkilemektedir.
Tiim bu o6zelliklerden dolay1 biyodizel tiretiminde algal yaglarin kullanimi pek ¢ok
olumlu etkiyi beraberinde getirmektedir (Kumar vd. 2016). Mikroalglerin lipid
birikimini etkileyen bir¢ok faktér vardir. Bunlardan bazilari; ph, 1sik yogunlugu,
sicaklik, tuz, C/N oram gibi faktorlerdir. Bu faktorler mikroalglerde strese neden olarak
lipid birikimini arttirabilmektedir. (Chen vd. 2017, Liao vd. 2018). Ciinkii mikroalglerin
cogu birtakim stres kosullarinda hiicre boliinmesini yavaslatip biyoyakitlar tiretebilecek
lipid veya karbonhidrat gibi yiiksek enerjili bilesikler olusturabilirler. Ozellikle
ortamdaki azot eksikligi lipid birikimini arttirict énemli bir faktordiir. Ayrica azot
eksikligi sadece lipid birikimini degil ayn1 zamanda hiicrenin boyutunu, sayisini vs.

birgok durumu etkilemektedir (Zhu vd. 2014, Baroni vd. 2019).

Mikroalgler 151k, CO2 ve temel besinlerin varliginda kapali veya agik sistemlerde
kolayca yetistirilebilmektedir. Mikroalglerin gelisiminde genellikle karbon kaynagi

olarak glukoz kullanilmaktadir. Fakat son donemde zirai atiklar 6n plana ¢ikmaktadir.
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Tarimsal veya endiistriyel bir¢ok atik madde igerdikleri karbonhidrat, protein, organik
asit gibi temel besin maddelerinden dolayr olduk¢a oOnemlidir. Organik karbon
kaynaklarinin kullanilmasiyla karbon asimilasyonu artarak TAG veya karbonhidrat gibi
farkli yapilarin olusumu da hizlanmaktadir. Ayrica tarimsal atiklarin kullanilmasiyla da
atik maddelerin geri dontigiimii saglanmakta ve ¢evresel kirliligin oniine gegilmektedir

(Chew vd. 2018).

Mikroalglerden elde edilen biyodizel kiikiirt gibi zararli bilesikler icermez ve
biyodegrede olabilmektedir. Bu sayede ¢evresel anlamda toksik etki olusturabilecek
maddelerin  ortama  karismasi  engellenmekte ve karigsa dahi  kolaylikla
parcgalanabilmektedir. Mikroalg tabanli biyodizel geleneksel petrol dizel ile benzer
kimyasal 6zelliklere sahiptir (Shah vd. 2018, Li vd. 2019). Ayrica tiim bunlarin yaninda
mikroalgler sadece biyodizel iiretiminde kullanilmamaktadir. Yiiksek oranda vitamin
bulundurmalart ve frettikleri ¢oklu doymamis yag asitleri sayesinde cesitli kalp
rahatsizliklarinin tedavisinde mikroalglerden yararlanilmaktadir. Fakat mikroalglerin
genis Olgekte kullaniminin oldukga pahali olmasi ve gdrece yeni bir yontem olmasi da
dezavantajlaridir. Ancak her kadar olumsuz durumlar da olsa mikroalgler bir¢ok
avantajl 6zellikleri nedeniyle giinlimiizde her alanda kullanilan mikroorganizmalardir

(Chew vd. 2017, Shah vd. 2018).

2.6 Mikroalglerden Biyodizel Uretim Asamalar

2.6.1 Mikroalglerin iiretimi

Mikroalglerden biyodizel iiretiminin ilk asamasidir. Mikroalgler birgok alanda
kullanilabilen mikroorganizmalar olmalar1 sebebiyle, yiiksek oranda iiretilebilmeleri

biiyilk 6nem arz etmektedir. Bu anlamda mikroalg tiretimi 6zelllikle biyodizelin elde
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edilmesinde o6nemli bir asamadir (Adeniyi vd. 2018). Mikroalgler, fotosentetik
mikroorganizmalar oldugu i¢in yapay veya dogal ortamlarda yetistirilebilmektedir.
Mikroalglerin; fotoototrofik, miksotrofik gibi farkli gelisim ortamina gore agik, kapali

ve hibrit sistemler kurularak tiretimi yapilmaktadir (Kiran vd. 2014, Javed vd. 2019).

Acik Sistemler: Mikroalg iiretiminde en ¢ok tercih edilen yontemlerden birisidir. Agik
sistemler arasinda dairesel havuzlar, kanal tipi havuzlar, egimli sistemler gibi tiretim
tipleri bulunmaktadir. Ozellikle kanal tipi ve dairesel havuzlar sikca tercih edilmektedir.
Agik sistemlerin tercih edilme nedenleri basit yapili olmalaridir ve maliyet agisindan
daha uygundur (Fazal vd. 2018, Suparmaniam vd. 2019). Mikroalg iretiminde
kanalizasyon veya aritma tesisleri gibi yerlerden gelen sular potansiyel bir besin
kaynag1 olarak kullanilabilir. A¢ik sistemlerin kullanilmasinda birtakim sorunlar ortaya
cikmaktadir. Agik sistemlerde mikroalg iiretimi ¢evresel kosullara baglidir ve iklimsel
durumlardan etkilenebilmektedir. Ayrica hava ile temas halinde olduklari igin
kontaminasyon durumu ortaya ¢ikabilir (Correa vd. 2019, Patle vd. 2020). Bu
sistemlerde giines 15181n1n dagilimi her yerde esit olmamakta veya az 151k yogunlugu
olamaktadir. Bu durum mikroalgin gelisimini fotosentetik aktivitesini etkileyerek
gelisimini yavaglatmaktadir. Ayrica ortamin sicaklik ayar1 da suyun buharlagsmasina
neden olabilir. Bu anlamda agik sistemlerde tiim bu durumlar dikkate alinarak mikroalg
tiretimi gergeklestirilmelidir. Acik sistemlerde; egimli sistem, dairesel havuzlar ve kanal

tipi havuz sistemleri kullanilmaktadir (Kiran vd. 2014, Suparmaniam vd. 2019).

Egimli Sistem (Kademeli Sistem): Bu sistemde egimli yilizey sayesinde mikroalgal
gelisme ortami yukaridan asagiya dogru akmaktadir. Boylelikle yercekimi sayesinde
mikroalg ve gelisme ortami birbirleri ile karigsmaktadir. Bu dongii ayn1 sekilde devam
ederek algin iiretimi saglanmaktadir. Ozellikle Chlorella sp. ve Scenedesmus sp. gibi

mikroalglere gore bir sistemdir (Kiran vd. 2014).
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Dairesel Havuzlar: Dairesel havuz sisteminde yuvarlak havuzun ortasindaki bir
karistirict yardimiyla besin ve mikroalgin karismasi saglanmaktadir. Boyle dairesel
havuzlar1 yapmak oldukg¢a maliyetlidir. Ayrica bu havuzu karistirmak i¢in de gereken
enerji miktar1 fazladir. Bu nedenle ¢ok tercih edilen bir yontem degildir (Faried vd.
2017, Suparmaniam vd. 2019).

Kanal Tipi Havuz (Yaris Pisti): Agik sistemler i¢inde en ¢ok tercih edilen yontemlerden
biridir. Bu sistemde havuzlar genellikle oval seklindedir ve dairesel havuzlarda oldugu
gibi i¢inde cark bulunmaktadir. Bu cark sayesinde besin ve mikroalgin sirkiilasyonu
saglanmakta ve boylece mikroalgin ¢okmesi engellenmektedir (Faried vd. 2017, Javed
vd. 2019). Bu havuzlarin derinligi 0.3 m’dir. Bunun nedeni giines 1s1gindan daha fazla
faydalanmaktir. Kanal tipi havuzlar maliyet agisindan daha uygundur. Fakat elde edilen
biyokiitle fotobiyoreaktorlere gore daha disiiktir (Kiran vd. 2014, Suparmaniam vd.
2019).

Kapal Sistemler: Acik sistemlerde yasanan sorunlar nedeniyle mikroalg iiretiminde
son yillarda kapali sistemler onem kazanmistir. Kapali sistemler genel olarak
fotobiyoreaktorler olarak bilinmektedir (Adeniyi vd. 2018). Fotobiyoreaktorlerde yapay
151k sayesinde kapali bir ortamda mikroalgin {iretimi saglanmakta ve bdylece yapay 151k
her yere esit bir sekilde ulasarak verimli bir sekilde kullanilmaktadir. Ayrica kapali
sistemlerde CO> kaybi da engellenerek mikroalgin fotosentez  akitivitesi
desteklenmektedir (Faried vd. 2017, Javed vd. 2019). Bu sistemler tek bir mikroalgin
veya aksenik suglarin  herhangi bir kontaminasyona ugramadan gelismesini
saglamaktadir. Kapali sistemlerde, acik sistemlerin aksine fazla bir alana ihtiya¢ yoktur.
Bu sistemleri kurmak yiiksek maliyet gerektirdigi i¢cin ekonomik anlamda sorunlara
neden olmaktadir. Kapali sistemlerde en ¢ok tercih edilen fotobiyoreaktorler, tiibiiler ve

diiz tabaka fotobiyoreaktorlerdir (Suparmaniam vd. 2019, Javed vd. 2019).
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Tiibiiler Fotobiyoreaktor: Tiibiiler fotobiyoreaktorler, genis aydinlatict ylizey alanindan
dolay1 yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu reaktorler genellikle cam veya seffaf
plastikten yapilmaktadir (Faried vd. 2017, Fazal vd. 2018). Bunun nedeni giines
1s1g8indan maksimum faydalanarak yiiksek biyokiitle elde etmektir. Bu sistemde bulunan
hava pompalar1 sayesinde COz’nin ve fotosentez sonucunda olusan O2’nin kiitle
transferi gergeklesmektedir. Ayrica mikroalgin ve besinlerin sirkiilasyonu da

saglanmaktadir (Kiran vd. 2014, Suparmaniam vd. 2019).

Diiz  Tabaka Fotobiyoreaktor: Kapali sistemlerde en ¢ok tercih edilen
fotobiyorekatorden biridir. Bu sistemde fotobiyoreaktorler genellikle cam veya
polikarbonattan yapilan seffaf bir tabakadan olugsmaktadir (Faried vd. 2017). Diiz tabaka
fotobiyoreaktorler yiiksek yiizey/hacim orani nedeniyle, yogun kiiltiirler ve saf mikroalg
gelisimi i¢in sikga tercih edilmektedir. Tiibiiler fotobiyoreaktoriin aksine daha az
¢cozlinmiis O biriktirirler ve daha fazla yiiksek verimlilik gostermektedir (Suparmaniam
vd. 2019, Javed vd. 2019).

Hibrit Sistem: Hibrit sistem; hem agik havuzlarda hem de fotobiyoreaktorlerde ortaya
cikan sorunlar1 6nlemek amaciyla, iki sisteminde kombinasyonu olan bir sistemdir. Bu
sistemde ilk once mikroalgin iiretimi sirasinda meydana gelebilecek kontaminasyonlari
Onleyebilen fotobiyoreaktorler kullanilmaktadir (Fazal vd. 2018, Correa vd. 2019).
Daha sonra mikroalgin lipid igerigini arttirmak i¢in gerekli kosullarin saglandig1 agik
havuzlar kullanilarak iiretim saglanmaktadir. Bu sistemin en biiyiik avantaji ise yiiksek
verimlilik saglayarak ve daha az enerji tiikketerek mikroalg gelisimini gergeklestirmektir.
Hibrit sistemlerin en bilyiik dezavantaji ise maliyetinin yiiksek olmasidir (Dickinson vd.

2017, Javed vd. 2019).
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2.7 Mikroalglerin Hasat Yontemleri

Mikroalglerden biyodizel tiretiminin ikinci asamasi hasat islemidir. Mikroalglerden
lipid ekstraksiyonu yapabilmek i¢in oncelikle belirli bir miktarda biyokiitle elde etmek
gerekmektedir. Mikroalglere uygulanan hasat yontemleri toplam maliyetin neredeyse
%20-30’unu olusturmaktadir. Bu nedenle diisiik biyokiitle konsantrasyonu maliyetin
artmasina neden olmaktadir. Fiziksel, kimyasal ve biyokimyasal vb. bir¢ok hasat
yontemi vardir. Hangi yontemin uygulanacagi da tiire ve istenilen iirline gore degisiklik

gostermektedir (Sharma ve Singh 2017, Fasaei vd. 2018).

2.7.1 Fiziksel hasat yontemleri

Sedimantasyon: Bu yontem esasen yer¢ekimi kuvvetinin etkisi ile alg hiicrelerinin farkli
yogunluktaki ortamlara ge¢gmesidir. Bu yontem ile algal hiicreler bir araya toplanmakta
ve toplanma hiz1 sedimentasyon hizina gore degismektedir. Fakat bu siire 10 saat veya
daha uzun olabilir ve %2-3 oraninda diisiik bir katt madde elde edilmektedir (Fasaei vd.
2018, Javed vd. 2019). Sedimantasyon hiz1 sadece mikroalglere gére degismez, ayn1 tiir
mikroalgler arasinda bile farkliliklar olabilmektedir. Ayrica bu yontemi genis lgekte
yapabilmek i¢in fazla alanlara ihtiya¢ vardir ve maliyet agisindan uygun degildir. Bu
nedenle ¢ok tercih edilen bir hasat yontemi degildir (Sharma ve Singh 2017, Roy ve
Mohanty 2019).

Santrifiij: Bu yontem de merkezka¢ kuvveti sayesinde mikroalgal biyokiitle elde
edilmektedir. Santrifiij yontemi; hiicre boyutuna, santrifiij siiresine, hiicre ile kiiltiir
ortami arasindaki yogunluk farki vb. bircok parametreye baglidir. Hasat isleminde ¢ok
cesitli santrifiijler kullanilmaktadir. Bunlardan bazilar1 delikli sepet santrifiij, deliksiz

sepet santrifiij, hidrosiklon vb. tiirlerdir (Singh ve Patidar 2018, Suparmaniam vd.
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2019). Santrifiij yontemi, mikroalglerin hasat edilmesinde kullanilan etkili ve kisa
siirede sonu¢ veren bir yontemdir. Fakat merkezka¢ kuvvetinin fazla olmasi bazi
durumlarda mikrobiyel hiicre yapisina zarar verebilir. Ayrica biiyiik 6lgekli kullanim
i¢in uygun degildir (Barros vd. 2015, Javed vd. 2019).

Flotasyon: Bu yontem temel olarak yiizdiirme ile askida kalan mikroalg hiicrelerini
kabarcik vb. yardimiyla siv1 bir ylizeyin iizerine tasimay1 amaglamaktadir. Bu yontemde
esas olan mikroalg yogunlugunun diisiik olmasidir. Boylece sedimantasyon ydntemine
kiyasla daha hizli bir sekilde biyokiitle elde edilebilmektedir. Ozellikle diisiik
yogunluga sahip Microcystis ve Spirulina gibi bazi siyanobakteriler igin uygun bir
yontemdir (Suparmaniam vd. 2019, Roy ve Mohanty 2019). Bu yontemde verimi
arttirmak amaciyla flokiilantlar kullanilabilir. Flotasyon yontemi, baslangi¢c maliyetinin
ucuz olmasi ve genis dlgekte hasat yapabilme avantajlarindan dolay1 ¢ogunlukla tercih
edilmektedir (Dickinson vd. 2017, Singh ve Patidar 2018).

Filtrasyon: Bu yontemde yari gergirgen bir zar sayesinde kati olan kisim sividan
ayrilmakta ve bdylece istedigimiz biyokiitle elde edilmektedir. Filtrasyon yontemi
yaygin olarak kullanilan hasat yontemlerinden birisidir ve vakumlu filtrasyon,
mikrofiltrasyon, ultra filtrasyon vb. bircok ¢esidi mevcuttur (Fasaei vd. 2018,
Suparmaniam vd. 2019). Bu y6ntem basit ve maliyet gerektirmeyen bir yontem oldugu
igin tercih edilmektedir. Fakat biiyiik olgekli tiretim de maliyet artmakta ve o6zellikle
vakumlu filtrasyon yonteminde yiiksek enerji tilketimi olusmaktadir (Barros vd. 2015,
Singh ve Patidar 2018).
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2.7.2 Kimyasal hasat yontemleri

Flokiilasyon: Bu yontem mikroalgal hiicrelerin boyutlarini arttirmak amaciyla
kullanilan bir yontemdir. Yontem, mikroalg hiicre yiizeyi negatif oldugu icin cok
degerlikli katyonlar eklenerek mikroalglerin bir yerde toplanmasini hedeflemektedir.
Toplanan mikroalg hiicreleri ise sedimantasyon islemi ile tekrar ortamdan
ayrilamaktadir (Fasaei vd. 2018, Javed vd. 2019). Eklenen flokiilantlar inorganik ve
organik olmak iizere 2’ye ayrilmaktadir. inorganik flokiilantlar dedigimiz aliiminyum
stilfat, demir kloriir gibi ¢ok degerlikli katyonlardir. Bu maddeler mikroalgal hiicrelerin
sahip oldugu negatif yiikleri notralize eder veya azaltir. Inorganik flokiilantlarin en
biiyiik dezavantaji pH’ya kars1 hassasiyet gostermeleri ve kirlenmeye neden olmalaridir
(Sharma ve Singh 2017, Singh ve Patidar 2018). Diger bir grup olan organik
flokiilantlar ise dogal veya sentetik olarak tiretilebilmektedir. Bu gruptaki maddelerin
inorganik flokiilantlardan avantaj1 ise diisiikk dozlarda bile oldukga etkili olabilmesidir.
Sonug olarak flokiilasyon yontemi farkli mikroalg tiirlerinin genis Olgekte hasadini

yapabilmek i¢in uygun bir yontemdir (Suparmaniam vd. 2019, Javed vd. 2019).

2.7.3 Biyolojik hasat yontemleri

Otoflokiilasyon: Bu yontemde mikroalg hiicreleri herhangi bir flokiilant eklenmeden
dogal yolla topaklanma olusturmaktadir. Bunun nedeni; pH, nitrojen, besin igeriginin
degismesi, ¢oziinmiis oksijen miktar1 gibi ¢evresel kosullara tepki olarak mikroalg
hiicrelerinin floklagmasidir (Barros vd. 2015, Suparmaniam vd. 2019). Bu ydntem
kimyasal igermedigi i¢in ¢evre dostu bir yontemdir ve diger hasat yontemleri arasinda
maliyeti en az olan yontemdir. Fakat yontem birkag mikroalg tiirii i¢in idealdir. Bundan
dolay1 biiyiik 6lgekli hasat igin giivenilir bir yontem degildir (Singh ve Patidar 2018,
Roy ve Mohanty 2019).
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Biyoflokiilasyon: Bu yontem temel olarak mikroalg hiicrelerinin  baska
mikroorganizmalarla birlikte floktan olusturmasidir. Ozellikle bakteri veya mantar gibi
organizmalar ile mikroalgler bir araya gelerek dogal yolla topaklanma olusturur. Bu
yontemde mikroalglerin topaklanmasini saglayan durum, baska bir organizmadan elde
edilen hiicre dis1 polimer (EPS) ve proteinlerdir (Singh ve Patidar 2018, Suparmaniam
vd. 2019). Biyoflokiilasyon yonteminin verimi iretilen EPS miktarina, mikroalg ve
polimer arasindaki iliskiye vb. bircok parametreye baghdir. Bu yontem herhangi bir
kimyasal madde igermedigi i¢in ¢evre dostu bir yontemdir. Fakat biiyiik Olcekli
mikroalg hasadi i¢in uygun bir yontem degildir. Ayrica flokiilasyonu saglayan
organizmalar1 gelistirmek i¢in yiiksek oranda karbon kaynagi gerekmektedir (Roy ve
Mohanty 2019, Javed vd. 2019).

Sonug olarak bir¢ok farkli hasat yontemi bulunmaktadir. Bu yontemlerin birbirlerine
gore avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir. Calismak istedigimiz organizmanin
morfolojisine, 6zelliklerine bakarak ve elde etmek istedigimiz iiriine gére en uygun olan
hasat yontemi secilmelidir. Uygulanacak yontemin ekonomik olmasi igin farkli
yontemlerle birlikte kombinasyon da yapilabilmektedir. Mikroalgler hasat edildikten
sonra biyodizel eldesi i¢in lipid ekstraksiyonu yapilmalidir (Barros vd. 2015,

Suparmaniam vd. 2019).

2.8 Mikroalglerden Lipid Ekstraksiyonu

Mikroalgler; protein, lipid veya karbonhidrat gibi bir¢ok bilesik icermektedir. Bu
bilesiklerin arasinda lipidler biiyiik bir 6neme sahiptir. Mikroalglerden elde edilen
lipidler biyodizel tiretiminde kullanilmakta ve yiiksek lipid igerigi biyodizelin kalitesini
onemli olglide etkilemektedir. Bu nedenle uygun ekstraksiyon yontemini kullanmak
gerekmektedir (Kumar vd. 2017, Karmakar ve Halder 2019). Giiniimiizde fiziksel veya

kimyasal bircok yontem bulunmaktadir. Bu yodntemlerden en bilindikleri Soxhlet
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yontemi, Bligh & Dyer yontemi, Siiperkritik sivi ekstraksiyonu (SFE), Mikrodalga
destekli ekstraksiyon (MAE), Ultrasonik destekli ekstraksiyon (UAE) vb. yontemlerdir.
Bu yontemler arasinda Bligh & Dyer (1959) yontemi, mikroalgal biyokiitleden lipid
ekstraksiyonunda en yaygin kullanilan yontemdir. Fakat son zamanlarda siiperkritik

yontem de yaygin olarak kullanilmaktadir (Dickinson vd. 2017, Deshmukh vd. 2019).

Bligh & Dyer yéntemi: Kuru ve 1slak mikroalgal biyokiitleye uygulanarak yaklasik %95
lipid eldesini saglayan bir yontemdir ve lipid ekstraksiyonu i¢in yaygin olarak tercih
edilmektedir (Pragya vd. 2013). Bu yontem de ¢oziicii olarak kloroform-metanol ve su
kullanilmaktadir. Bu ¢oziiciilerin ve suyun orani kullandigimiz biyokiitleye bagli olarak
degismektedir. Bu yontemde ¢6ziicii ve su ile mikroalgal kiitle homojenize olduktan
sonra, lipidler damitma yoluyla veya kurutularak elde edilmektedir. Bu yontemin
dezavantaji, kullanilan ¢oziiciilerin toksik madde olmasidir. Fakat yiiksek verimlilik
gostermesi ve hizli bir lipid ekstraksiyonu gerceklestigi icin sikca tercih edilmektedir

(Kumar vd. 2017, Fazal vd. 2018).

Stiperkritik yontem: Bu yontem, geleneksel lipid ekstraksiyon yontemlerine alternatif
bir yontemdir. Yontemde, katalizér olmadan yiiksek sicaklik ve basing altinda yag asidi
metil esterleri olugsmaktadir. Boylelikle istenilen ham maddeki yag kolaylikla elde
edilebilmektedir. Katalizér kullanimi olmadig1 i¢in maliyet agisindan daha uygun bir
yontemdir. Stperkritik yontem; kullanilan sicaklik, reaksiyon siiresi, alkol:yag orani

gibi birgok parametreye baglidir (Zhou vd. 2017, Son vd. 2018).
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2.9 Mikroalglerden Biyodizel Uretimi

Mikroalglerden biyodizel tiretiminde farkli yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler
genellikle kullandigimiz ham maddeye gore degismektedir. Baz1 yontemler gida olarak
tilkketilen ham maddeler i¢in uygun olurken, baz1 yontemler de gida olarak tiiketilmeyen
bitkisel ham maddelerin kullaniminda uygundur. Biyodizel iiretiminde kullanilan
yontemler temel olarak; mikro emiilsiyon, piroliz, seyreltme ve transesterifikasyon

yontemi olmak tizere 4’e ayrilmaktadir (Ghazali vd. 2015, Mahmudul vd. 2017).

2.9.1 Mikro-emiilsiyon

Bu yontem daha c¢ok bitkisel veya hayvansal ham maddeler i¢in kullanilmaktadir. Bu
yontem de amagc yiiksek viskoziteye sahip bitkisel kaynaklarin, alkol veya ylizey aktif
maddeleri ile ¢6ziinmesini saglamaktir. Mikro-emiilsiyonlar yag fazi, su fazi ve ylizey
aktif cismin oldugu 3 farkli kissmdan olusmaktadir. Alkol olarak genellikle etanol ve
metanol kullanilmaktadir. Bu yontem sonucunda olusan yakitlar “hibrit yakit” olarak da

isimlendirilmektedir (Ghazali vd. 2015, Rezania vd. 2019).

2.9.2 Seyreltme

Bitkisel yaglarin motorda dogrudan kullanim1 bazi1 sorunlara yol actig1 i¢in bitkisel
yaglar ile dizel seyreltilerek kullanilmaktadir. Seyreltme sonucunda biyodizelin
viskozitesi diigmekte ve boylece motor performansi artmaktadir. Bu ydntem biyodizel

eldesinde kullanilan eski ve basit bir yontemdir (Mahmudul vd. 2017, Noor vd. 2018).
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2.9.3 Piroliz

Bu yontem temel olarak herhangi bir maddenin gaz yogunlasmasiyla belirli bir sicakliga
ulastiginda termal olarak ayrismasidir. Bu yontemin amaci; 6zellikle O2’siz ortamda
bitkisel veya hayvansal yaglarin termal ydntemlerle biyodizele doniismesini
saglamaktir. Sadece bitkisel ve hayvansal yaglar i¢in degil ayn1 zamanda gida olarak
tilketilmeyen ham maddelere de uygulanmaktadir. Piroliz yontemi ucuz ve baska
yontemlere kiyasla kirliligin az oldugu bir yontemdir (Ghazali vd. 2015, Suganya vd.
2016).

2.9.4 Transesterifikasyon

Transesterifikasyon biyodizel iiretiminde en ¢ok kullanilan yontemdir. Bu yontem Sekil
2.1°de goriildigii gibi alkol varliginda trigliseridlerin asit veya baz bir katalizor ile
birlikte reaksiyona girerek ester ve gliserolin meydana geldigi kimyasal bir
reaksiyondur (Dickinson vd. 2017, Noor vd. 2018). Bu yontemde katalizor
kullanilmasinin nedeni reaksiyon siiresini azaltmaktir. Kullanilan katalizor ¢esidine gore
temel olarak asidik, alkali ve enzimatik olarak ayrilmaktadir. Transesterifikasyon
yonteminin verimi; reaksiyon siiresi, kullanilan katalizoriin tiirii, alkol- yag orani gibi

birgok parametreye baglidir (Suganya vd. 2016, Amin 2019).

In situ transesterifikasyon yéntemi: Yontem, hem lipid ekstraksiyonunun hem de
transesterifikasyon reaksiyonunun tek adimda gerceklestigi bir yontemdir. Bu yontemde
lipid ekstraksiyonuna gerek kalmaz ve bdylece geleneksel transesterifikasyon
yontemine gore daha hizli ve maliyeti daha disiiktiir. Ayrica elde edilen biyodizel
verimi geleneksel transesterifikasyonda elde edilen verime gore daha yiiksektir (Adeniyi
vd. 2018, Patle vd. 2020).
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CH2-0O-CO-R1 Katalizr  CH2-OH R-O-CO-R1

4__—
(|3H—O—CO—R2 +3ROH — C(CH-OH + R-O-CO-R2
CH2 -O-CO-R3 CH2 -OH R-O-CO-R3
Trigliserid Alkol Gliserol Yag asidi esteri

Sekil 2.1 Transesterifikasyon reaksiyonunun denklemi (Fazal vd. 2018)

Asidik katalizorlii transesterifikasyon: Bu yontemde genellikle H2SO4, HCI, organik
stilfonik asitler (R-SO3H) vb. katalizorler kullanilmaktadir. Asidik katalizor kullanildig
icin reaksiyon siiresi alkali katalizore gére daha uzundur. Ayrica asidik katalizoriin

kullanim1 asinmaya neden olmaktadir ve bu durum ek islemler gerektirdigi i¢in maliyeti

yiikseltmektedir (Gardy vd. 2019, Amin 2019).

Alkali katalizorli transesterifikasyon: Bu yontemde genellikle KOH, NaOH vb.
katalizorler kullanilmaktadir. Asidik transesterifikasyona gore daha etkili bir yontem
oldugu icin daha fazla tercih edilmektedir. Bu yontemin en biiyiik dezavantaji, bazi
durumlarda FFA igeriginin yiiksek olmasi gliserol miktarini arttirarak sabunlasmaya
neden olmaktadir. Bu durum biyodizel verimini olumsuz yonde etkilemektedir (Razzak
vd. 2013, Amin 2019).

Enzimatik transesterifikasyon: Enzimin katalizor olarak kullanildig: transesterifikasyon
yontemidir ve c¢ogunlukla lipaz enzimi ile gergeklestirilmektedir. Enzimatik
transesterifikasyon siirecinde sabunlagma durumu meydana gelmedigi icin daha
avantajli bir yontemdir. Ayrica FFA igeriginin yiiksek oldugu ham maddelere
uygulanmaktadir. Fakat bu yontem, enzimin yiiksek maliyetli olmasindan dolay1 yaygin

olarak kullanilan bir yontem degildir (Razzak vd. 2013, Gardy vd. 2019).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Mikroorganizma ve gelisim Kosullari

Yapilan tez calismasinda kullanilan C. vulgaris Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoteknoloji Arastirma Laboratuvari kiiltiir koleksiyonundan elde edilmistir. Mikroalg
kiiltivasyonu igin, 6nceden gelistirilmis 10 mL mikroalg, 250 mL’lik erlenlerin

icerisinde 100 mL’lik hacimli azotlu BG-11 ortamina (Rippka 1988) inokule edilmistir.

BG-11 Besiyeri Bilesimi

Bilesen Miktar (g/L)
NANO3. ... 15
KoHPO4. .. 0.5
MQSO4.7TH20. ..o, 1.25
CaCla.2H20. ... 0.45
NA2CO3. .. 0.33
Sitrik asit........ooiiiiii 0.1
Ferrik amonyum sitrat.......................oe.ee. 0.1
NazEDTA. ..., 0.016
Eser element As karisimi........................ 100 mL/L
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Eser element As karisimi

Bilesen Miktar (g/L)
H3BO4. ..o 0.286
MNCl2.4H20. ..., 0.181
ZNSO4.TH20. ..o, 0.022
Na:M00O4.2H20. ... 0.036
CuSO45H20. ..o, 0.008
Co(NO3)2.6H20. ..ot 0.005
AH20. .o, 40 mL/L

Hazirlanan 250 mL’lik erlenler, 30°C ve 2400 lux isik altinda 14 giin boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Sadece BG-11 igeren fotoototrofik gelisim kosullarinda
inkiibasyon devamli 151k varliginda gergeklesmistir. Heterotrofik gelisim kosullarinda
BG-11 ortamina, 0.5 g/L glukoz ve 0.5 g/L havug posasi sekeri eklenmis ve inkiibasyon
karanlikta gergeklesmistir. Fotoheterotrofik gelisim kosullarinda BG-11 ortamina, 0.5
g/l glukoz ve 0.5 g/L havu¢ posasi sekeri eklenmis ve inkiibasyon devamli 1s1k

varliginda gerceklesmistir.

3.1.2 Zirai atik

Yapilan tez ¢aligmasinda kullanilan havug posast BELSO A.S$’den alinmig ve planlanan

deneylerde kullanilana kadar -20°C’de saklanmustir.

3.1.3 Havug posasi sekeri eklenmesi: Yapilan tez c¢alismasinda fotoheterotrofik
gelisim kosullarina, glukoz miktarina denk gelen farkli konsantrasyonlarda (0.25, 0.5,

1.0 ve 2.0 g/L) havug posas1 sekeri eklenmistir.
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3.1.4 Azot kaynag1 eklenmesi: Yapilan tez caligmasinda azot siirlamasinin lipid
birikimi iizerine etkisini belirlemek amaciyla, optimum konsantrasyonda havug posasi

sekeri i¢eren fotoheterotrofik gelisim kosullarna farkli konsantrasyonlarda (0, 0.25, 0.5,
1.0 ve 2.0 g/L) NaNOs3 eklenmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Zirai atidin 6n islemi

Havug posast 80°C etiivde (Niive FN400, Turkey) kurutulmus ve ardindan
ogiitiilmiistiir. Ogiitiildiikten sonra igerisindeki sekerin mikroalgin kullanabilecegi
forma dondstiiriilmesi i¢in 6n isleme tabi tutulmustur (Broxterman vd. 2017). Seyreltik
asit 6n isleminde, 100 g/L kurutulmus havu¢ posasina %1 H>SOs (v/v) eklenerek
121°C’de 15 dk otoklavlanmis (ALP, Germany) ve otoklavdan ¢iktiktan sonra Whatman
No:1 filtre kagidi ile siizme islemi yapilarak stok halde 4°C’de saklanmustir.

3.3 Analitik Yéntemler

3.3.1 Mikroalgal gelisimin belirlenmesi

Yapilan tez deneyleri kapsaminda farkli gelisim kosullarinda 14 giinliik inkiibasyon
stiresi boyunca her 24 saatte bir alman Ornekler 600 nm dalga boyunda

spektrofotometrik (Shimadzu UV 2001, Japan) olarak 6lgiilmiistiir (Church vd. 2017).
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Daha sonra kuru ve yas biyokiitle standartina gore gerekli hesaplamalar yapilarak gram

cinsinden belirlenmistir.

3.3.2 Havug posasindaki seker tayini

Havug posasindaki indirgeyici seker miktarini belirlemek amaciyla 3,5 dinitrosalisilik
asit (DNS) metodu kullanilmigtir. Bu yontem temel olarak indirgeyici sekerlerin
varhigim belirlemek i¢in kullanilir. Yontemde 3,5 dinitrosalisilik asit (DNS), indirgeyici
sekerle reaksiyona girerek turuncu renkli 3-amino, 5-nitrosalisilik aside doniisiir.
Gergeklesen reaksiyonda, sicaklik ve koydugumuz 6rnegin yogunluguna bagli olarak
renk degisimi meydana getirir. Olusan bu renk degisimine goére 540 nm dalga boyunda
spektrotometrik ~ Ol¢imler  yapilarak  koydugumuz  Ornekteki seker miktari

belirlenmektedir (Miller 1959).

3.3.3 Mikroalg hiicrelerinden lipid ekstraksiyonu

Yapilan tez ¢aligmasinda lipid ekstraksiyonu i¢in Bligh & Dyer (1959) yontemi
uygulanmistir. Baglangigta mikroalgal biyokiitle 6000 rpm’de 10 dakika boyunca
santrifiij (Hettich EBA12, Germany) edilmistir. Hasat edilen yas biyokiitle 80°C etiivde
kurutulmus ve Kuru biyokiitleler 2:1 oraninda kloroform:metanol (v/v) ile muamele
edilerek 1 saat boyunca galkalamali inkiibatorde (GFL 3005, Germany) reaksiyona
birakilmistir (Zhu vd. 2008). Calkalama sonrasi faz ayrimini gorebilmek igin bir miktar
su eklenmis ve sonra 5000 rpm’de 10 dk boyunca santrifiij edilerek istenilen lipid
tabakas1 elde edilmistir. Ardindan 1 gece etiivde 70°C’de kurumaya birakilarak
solventin ugmasi saglanmis ve Onceden darasi almman falkon tekrar olgiilerek lipid

miktar1 belirlenmistir.
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3.3.4 Mikrobiyel lipidlerin transesterifikasyonu

Yapilan tez calismasinda geleneksel, in situ ve siiperkritik olmak tiizere farkl

transesterifikasyon yaklasimlar1 uygulanmustir.

Geleneksel transesterifikasyon: Yapilan tez ¢alismasinda 0.5, 1.0 ve 2.0 g/L kuru
biyokiitlelerin Bligh & Dyer (1959) yontemine gore lipid igerigi belirlenmis ve elde
edilen mikrobiyel lipidlere NaOH-H2SO4 katalizorleri (%1, %2 ve %3) ve hekzan
eklendikten sonra 30 dk boyunca calkalamali inkiibatorde reaksiyona birakilmistir.
Daha sonra 5000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra lipidlerin
bulundugu iist fazdan 1 mL almip ayr1 bir ependorfa aktarilmis ve bdylece

transesterifikasyon reaksiyonu gergeklestirilmistir.

In situ transesterifikasyon: Yapilan tez ¢alismasinda 0.5, 1.0 ve 2.0 g/L kuru
biyokiitleler herhangi bir lipid ekstraksiyon iglemine tabii tutulmadan NaOH katalizorii
(%1, %2 ve %3) ve hekzan eklendikten sonra 30 dk boyunca calkalamali inkiibatorde
reaksiyona birakilmistir. Daha sonra her bir 6rnekten 1 mL aliip 15°lik falkon tiipiine
aktarilarak iizerine 2 mL distile su eklenmis ve ardindan 6000 rpm’de 10 dk santrifiij
edilmistir. Santriflij isleminden sonra lipidlerin bulundugu iist fazdan 1 mL alinip ayr

bir ependorfa aktarilmis ve boylece transesterifikasyon reaksiyonu gergeklestirilmistir
(Sung ve Han 2016).

Siiperkritik transesterifikasyon: Yapilan tez caligmasinda 4 g/L yas biyokiitle
kullanilarak; reaksiyon sicakligi 240-250°C, reaksiyon siiresi 10-20 dk, 80-100 bar
basing ve biyokiitle:metanol orani 1:4-1:12 olacak sekilde farkli parametreler ile

calistlmigtir (Patil vd. 2011). Daha sonra elde edilen mikrobiyel lipidler, katalizor
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kullanmadan yiiksek sicaklik ve basing altinda transesterifikasyon reaksiyonuna tabii
tutulmustur.

3.3.5 Mikrobiyel lipidlerin FAME igeriginin belirlenmesi

Yapilan tez ¢alismasinda farkli yaklasimlar sonucu elde edilen mikrobiyel lipidlerin
FAME kompozisyonunu belirlemek amaciyla her bir 6rnekten 1 pl alinipp GC-2010 Gaz
Kromatografisi (Shimadzu, Japan) ile dl¢iim yapilmistir. Gaz Kromatografi cihazinda
analizler i¢in; alev iyonizasyon dedektor (FID) 240°C, kolon TR-CN100, 60 m x 0.25
mm X 0.20 mm (Teknokroma) ve tasiyict gaz (N2) kullanilmistir. Yapilan 6lgiimler
sonucunda elde edilen yag asidi pikleri, karisik yag asidi metil esteri kromatogramina

gore belirlenmistir (37 Comp. FAME Mix 10 mg/mL in CH2Cl»; Supelco, USA).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Yapilan tez calismasinda, C.vulgaris’in en yiiksek kapasite ile lipid biriktirdigi kosullar
optimize edilmistir. Daha sonra ekstrakte edilen lipidler, farkli transesterifikasyon
yaklasimlarina tabii tutulmis ve mikrobiyel lipidlerin yag asidi metil esterleri Gaz

Kromatografisinde analiz edilmistir.

4.1 Farkh Gelisim Kosullarinda C. vulgaris’in Mikrobiyel Gelisim ve Lipid
Biriktirme Kapasitesinin Arastirilmasi

4.1.1 Farkh gelisim kosullarinin mikrobiyel gelisim iizerine etkisinin belirlenmesi

Yapilan tez calismasinda Sekil 4.1°de goriildiigii gibi fotoototrofik gelisim kosullarinda
mikrobiyel gelisim 0.506 g/L, 0.5 g/L glukoz igeren heterotrofik gelisim kosullarinda
mikrobiyel gelisim 0.115 g/L, 0.5 g/L havug posas1 sekeri igeren heterotrofik gelisim
kosullarinda mikrobiyel gelisim 0.151 g/L, 0.5 g/L glukoz iceren fotoheterotrofik
gelisim kosullarinda mikrobiyel gelisim 0.498 g/L ve 0.5 g/L havug posasi sekeri i¢eren
fotoheterotrofik gelisim kosullarinda mikrobiyel gelisim 0.699 g/L olarak belirlenmistir.
Bu deneyin sonucuna gére maksimum mikrobiyel gelisim 0.699 g/L ile 0.5 g/L havug
posasi sekeri igeren fotoheterotrofik gelisim kosullarinda gozlemlenmis ve sonraki

deneyler bu gelisim kosullarina gore gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.1 Farkli gelisim kosullarinda mikrobiyel gelisim

4.1.2 Farkh gelisim kosullarinin lipid birikimi iizerine etkisinin belirlenmesi

Yapilan tez calismasinda Cizelge 4.1’de goriildiigli gibi fotoototrofik gelisim
kosullarinda lipid birikimi %19.3, 0.5 g/L glukoz igeren heterotrofik gelisim
kosullarinda lipid birikimi %12.5, 0.5 g/L havug posasi sekeri igeren heterotrofik
gelisim kosullarinda lipid birikimi %11.1, 0.5 g/L glukoz i¢eren fotoheterotrofik gelisim
kosullarinda lipid birikimi %33.6 ve 0.5 g/L havug posasi sekeri i¢eren fotoheterotrofik
gelisim kosullarinda lipid birikimi %40.0 olarak belirlenmistir. Bu deneyin sonucuna
gore maksimum lipid birikimi %40.0 ile 0.5 g/L havug¢ posasi sekeri igeren
fotoheterotrofik gelisim kosullarinda gozlemlenmis ve sonraki deneyler bu gelisim

kosullarina gore gerceklestirilmistir.
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Cizelge 4.1 Farkli gelisim kosullarinda lipid birikimi

Gelisim ortami Karbon kaynagi Lipid birikimi
(%)
Fotoototrofik CO2 19.3+1.00
Heterotrofik 0.5 g/L glukoz 12.5+1.48
0.5 g/L havug posasi sekeri 11.1+0.49
Fotoheterotrofik 0.5 g/L glukoz 33.6 £1.55
0.5 g/L havug posasi sekeri 40.0 £1.20

2400 lux 151k, 30°C, pH:7, inkiibasyon siiresi: 14 giin

4.1.3 Farkh konsantrasyonlarda havug posasi sekerinin mikrobiyel gelisim iizerine
etkisinin belirlenmesi

Yapilan tez ¢alismasinda Sekil 4.2°de goriildiigi gibi kontrol grubu olan ve havug
posast sekeri icermeyen fotoototrofik gelisim kosullarinda mikrobiyel gelisim 0.506
g/L, 0.25 g/L konsantrasyon havug posasi sekeri igeren fotoheterotrofik gelisim
kosullarinda mikrobiyel gelisim 0.583 g/L, 0.5 g/L konsantrasyon havug¢ posasi sekeri
iceren fotoheterotrofik gelisim kosullarinda mikrobiyel gelisim 0.699 g/L, 1.0 g/L
konsantrasyon havu¢ posasit sekeri iceren fotoheterotrofik gelisim kosullarinda
mikrobiyel gelisim 0.629 g/L ve 2.0 g/L konsantrasyon havug posasi sekeri iceren
fotoheterotrofik gelisim kosullarinda mikrobiyel gelisim 0.636 g/L olarak belirlenmistir.
Bu deneyin sonucuna goére maksimum mikrobiyel gelisim 0.699 g/L ile 0.5 g/L
konsantrasyon havu¢ posasi sekeri iceren fotoheterotrofik gelisim kosullarinda

gbzlemlenmis ve sonraki deneyler bu gelisim kosullarina gore gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.2 Farkli konsantrasyonlarda havug posasi sekeri i¢eren fotoheterotrofik
gelisim kosullarinda mikrobiyel gelisim

4.1.4 Farkh konsantrasyonlarda havug posasi sekerinin lipid birikimi iizerine
etkisinin belirlenmesi

Yapilan tez ¢alismasinda Cizelge 4.2°de goriildiigii gibi kontrol grubu olan ve havug
posasi sekeri igermeyen fotoototrofik gelisim kosullarinda lipid birikimi %19.3, 0.25
g/L konsantrasyon havug posasi sekeri i¢eren fotoheterotrofik gelisim kosullarinda lipid
birikimi %25.6, 0.5 g/L konsantrasyon havu¢ posasi sekeri i¢eren fotoheterotrofik
gelisim kosullarinda lipid birikimi %40.0, 1.0 g/L konsantrasyon havu¢ posasi sekeri
iceren fotoheterotrofik gelisim kosullarinda lipid birikimi %29.9 ve 2.0 g/L
konsantrasyon havu¢ posast sekeri iceren fotoheterotrofik gelisim kosullarinda lipid
birikimi %29.5 olarak belirlenmistir. Bu deneyin sonucuna goére maksimum lipid
birikimi %40.0 ile 0.5 g/L konsantrasyon havug posasi sekeri igeren fotoheterotrofik
gelisim kosullarinda gozlemlenmis ve sonraki deneyler bu gelisim kosullarina gore

gerceklestirilmistir.
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Cizelge 4.2 Farkli konsantrasyonlarda havug posasi sekeri igeren fotoheterotrofik
gelisim kosullarinda lipid birikimi

Havug posasi sekeri konsantrasyonu Lipid birikimi
(9/L) (%)

0 19.3 £1.00

0.25 25.6 +2.00

0.5 40.0 +£1.20

1.0 29.9 4+2.00

2.0 29.5 +1.00

2400 lux 151k, 30°C, pH:7, 1.5 NaNQOg, inkiibasyon siiresi: 14 giin

4.1.5 Farkh konsantrasyonlarda NaNO3’iin mikrobiyel gelisim iizerine etkisinin
belirlenmesi

Yapilan tez ¢aligmasinda Sekil 4.3’te goriildiigii gibi NaNOgz icermeyen fotoototrofik
gelisim kosullarinda mikrobiyel gelisim 0.083 g/L, 0.25 g/L konsantrasyon NaNO3
iceren fotoototrofik gelisim kosullarinda mikrobiyel gelisim 0.322 g/L, 0.5 g/L
konsantrasyon NaNOs igeren fotoototrofik gelisim kosullarinda mikrobiyel gelisim
0.378 g/L, 1.0 g/L konsantrasyon NaNOs igeren fotoototrofik gelisim kosullarinda
mikrobiyel gelisim 0.381 g/L, 1.5 g/L konsantrasyon NaNOs igeren fotoototrofik
gelisim kosullarinda mikrobiyel gelisim 0.506 g/L ve 2.0 g/L konsantrasyon NaNOs
iceren fotoototrofik gelisim kosullarinda mikrobiyel gelisim 0.375 g/L olarak
belirlenmistir. Fotoheterotrofik gelisim kosullarinda ise Sekil 4.3’te gorildigi gibi
NaNOs igermeyen ortamda mikrobiyel gelisim 0.221 g/L, 0.25 g/L konsantrasyon
NaNQO3 igeren fotoheterotrofik gelisim kosullarinda mikrobiyel gelisim 0.525 g/L, 0.5
g/L konsantrasyon NaNOs igeren fotoheterotrofik gelisim kosullarinda mikrobiyel
gelisim 0.540 g/L, 1.0 g/L konsantrasyon NaNOs igeren fotoheterotrofik gelisim
kosullarinda mikrobiyel gelisim 0.547 g/L, 1.5 g/L konsantrasyon NaNOs iceren
fotoheterotrofik gelisim kosullarinda mikrobiyel gelisim 0.699 g/L ve 2.0 g/L
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konsantrasyon NaNO3 igeren fotoheterotrofik gelisim kosullarinda mikrobiyel gelisim
0.542 g/L olarak belirlenmistir. Bu deneylerin sonucuna gére maksimum mikrobiyel
gelisim 0.699 g/L ile 1.5 g/L konsantrasyon NaNOsz ve 0.5 g/L konsantrasyon havug
posasi sekeri igeren fotoheterotrofik gelisim kosullarinda gozlemlenmis ve sonraki

deneyler bu gelisim kosullarina goére gergeklestirilmistir.
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m Fotoototrofik O Fotoheterotrofik (0.5 g/L havug posasi sekeri)
2400 lux 151k, 30°C, pH:7, inkiibasyon siiresi: 10 giin

Sekil 4.3 Farkli konsantrasyonlarda NaNOzs i¢eren fotoototrofik ve fotoheterotrofik
gelisim kosullarinda mikrobiyel gelisim

4.1.6 Farkh konsantrasyonlarda NaNOs‘iin lipid birikimi iizerine etkisinin
belirlenmesi

Yapilan tez calismasinda Cizelge 4.3 te goriildiigii gibi NaNOz icermeyen fotoototrofik
gelisim kosullarinda lipid birikimi %210.0, 0.25 g/L konsantrasyon NaNOs igeren
fotoototrofik gelisim kosullarinda lipid birikimi %39.1, 0.5 g/L konsantrasyon NaNOs
igeren fotoototrofik gelisim kosullarinda lipid birikimi %36.7, 1.0 g/L konsantrasyon
NaNOz igeren fotoototrofik gelisim kosullarinda lipid birikimi %28.4, 1.5 g/L
konsantrasyon NaNO3 igeren fotoototrofik gelisim kosullarinda lipid birikimi %19.3 ve
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2.0 g/L konsantrasyon NaNOs igeren fotoototrofik gelisim kosullarinda lipid birikimi
%19.5 olarak belirlenmistir. Fotoheterotrofik gelisim kosullarinda ise Cizelge 4.3’te
goriildigi gibi NaNOzs icermeyen ortamda lipid birikimi %28.8, 0.25 g/L konsantrasyon
NaNOs igeren fotoheterotrofik gelisim kosullarinda lipid birikimi %44.6, 0.5 g/L
konsantrasyon NaNOs igeren fotoheterotrofik gelisim kosullarinda lipid birikimi %44.8,
1.0 g/L konsantrasyon NaNOs iceren fotoheterotrofik gelisim kosullarinda lipid birikimi
%41.7, 1.5 g/L konsantrasyon NaNOs igeren fotoheterotrofik gelisim kosullarinda lipid
birikimi %40.0 ve 2.0 g/L konsantrasyon NaNOgz igeren fotoheterotrofik gelisim
kosullarinda lipid birikimi %37.15 olarak belirlenmistir. Bu deneyin sonucuna gore
maksimum lipid birikimi %44.8 ile 0.5 g/L konsantrasyon NaNOs ve 0.5 g/L
konsantrasyon havu¢ posasit sekeri iceren fotoheterotrofik gelisim kosullarinda

gbzlemlenmis ve sonraki deneyler bu gelisim kosullarina gore gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.3 Farkli konsantrasyonlarda NaNOs i¢eren fotoototrofik ve fotoheterotrofik
gelisim kosullarinda lipid birikimi

NaNO3 Lipid birikimi
konsantrasyonu (%)
(g/L) Fotoheterotrofik gelisim kosullar1 | Fotoototrofik ~ gelisim
(0.5 g/L havug posasi sekeri) kosullar1
0 28.8 £1.55 10.0 £0.003
0.25 44.6 +£3.60 39.1 £0.02
0.5 44 .8 £3.95 36.7 £0.001
1.0 41.7£3.53 28.4 +£0.032
15 40.0 £1.20 19.3 £1.00
2.0 37.15+4.17 19.5 +0.034

2400 lux 151k, 30°C, pH:7, inkiibasyon siiresi: 10 giin
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4.2 Mikrobiyel Lipidlerin Transesterifikasyonu

Yapilan tez c¢alismasinda biyokiitle konsantrasyonu, Kkatalizér ¢esidi, katalizor
konsantrasyonu ve reaksiyon siiresinin etkisi incelenmistir. Bu baglamda ekstrakte
edilen lipidler; geleneksel, in situ ve siiperkritik olmak iizere farkli transesterifikasyon
yaklasimlarina tabii tutulmus ve mikrobiyel lipidlerin yag asidi metil esterleri Gaz

Kromatografisinde analiz edilmistir.

4.2.1 Geleneksel transesterifikasyon yaklasim

Yapilan tez ¢calismasinda 30 dk boyunca NaOH katalizorti kullanimi sonucu elde edilen
mikrobiyel lipidlerin igerisindeki 16 ve 18 karbonlu olan yag asitlerinin toplam miktari
Cizelge 4.4te gosterilmektedir. Yapilan deneylerde her bir biyokiitle i¢in en yiiksek
FAME yiizdesinin elde edildigi alkali katalizor konsantrasyonu belirlendikten sonra
asidik katalizor denenmistir. Deney sonucuna gore en yiiksek FAME eldesi; 1.0 g/L
kuru biyokiitleye uygulanan %2 NaOH konsantrasyonunda %93.3 olarak belirlenmistir.
Asidik katalizoriin etkisini belirlemek amaciyla; 30 dk boyunca 0.5 g/L’ye %1 H2SOg,
1.0 g/L’ye %2 H2S04, 2.0 g/L’ye %3 H2SO4 uygulanmis ve sirastyla %17.6, %79.8 ve
%78.7 oraninda FAME elde edilmistir.
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Cizelge 4.4 Geleneksel transesterifikasyon yonteminde NaOH katalizoriiniin
kullanilmasiyla elde edilen FAME (C16+C18)

Kuru biyokiitle NaOH konsantrasyonu FAME (C16+C18)
konsantrasyonu (%) %)
(9/L)
1 84.6
0.5 2 61.1
43.1
1 60.3
1.0 2 93.3
3 81.9
1 70.3
2.0 2 68.7
3 87.6

Yag:alkol oran1 1:5, 30°C

4.2.2 In situ transesterifikasyon yaklasimi

Yapilan tez ¢calismasinda onceki deneylerde alkali katalizor daha etkili oldugu i¢in 30
dk boyunca NaOH katalizorii uygulanmistir. Elde edilen mikrobiyel lipidlerin
igerisindeki 16 ve 18 karbonlu olan yag asitlerinin toplam miktar1 Cizelge 4.5te
gosterilmektedir. Deney sonucuna gore en yiiksek FAME eldesi; 1.0 g/L kuru
biyokiitleye uygulanan %2 NaOH konsantrasyonunda %95.1 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.5 In situ transesterifikasyon yonteminde NaOH katalizériiniin kullanilmasiyla
elde edilen FAME (C16+C18)

Kuru biyokiitle NaOH konsantrasyonu FAME (C16+C18)
konsantrasyonu %) %)
(9/L)
1 92.8
0.5 2 91.5
3 89.5
1 83.7
1.0 2 95.1
3 93.1
1 94.8
20 2 93.7
3 93.0

Yag:alkol oran1 1:5, 30°C

4.2.3 Siiperkritik transesterifikasyon yaklasim

Yapilan tez calismasinda siiperkritik kosullarda elde edilen mikrobiyel lipidlerin
icerisindeki 16 ve 18 karbonlu olan yag asitlerinin toplam miktar1 Cizelge 4.6’da
gosterilmektedir. Deney sonucuna gore en yiiksek FAME eldesi; biyokiitle:metanol

orani 1:12 ve reaksiyon siiresi 20 dk’da %75.7 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.6 Siiperkritik transesterifikasyon yonteminde elde edilen FAME (C16+C18)

Biyokiitle:metanol Reaksiyon siiresi FAME (C16+C18)
(whv) (dk) (%)
1:4 10 39.3
1:12 20 75.7

4 ¢/L yas biyokiitle, yag:alkol orani 1:5, 250°C, 82 bar

4.3 Farkh Transesterifikasyon Yaklasimlarinin C16+C18 FAME Dagilimina
Etkisinin Belirlenmesi

Yapilan tez ¢alismasinda uygulanan farkli transesterifikasyon yaklasimlari sonucunda
elde edilen C16 ve C18 karbonlu yag asitlerinin yiizdesi Cizelge 4.7°de

gosterilmektedir.
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Cizelge 4.7 Farkli transesterifikasyon yaklasimlari sonucunda elde edilen yag
asitlerindeki C16+C18 oranlari

FAME Dagilimi
FAME (%)

Geleneksel In situ | Siiperkritik

transesterifikasyon |transesterifikasyon |transesterifikasyon
C16:0 15.07 8.34 11.07
(Palmitik asit)
C16:1 6.89 5.00 7.94
(Palmiteloik asit)
C18:0 4.07 1.81 1.92
(Stearik asit)
C18:1 18.15 15.25 19.71
(Cis oleik asit)
C18:2 10.26 10.70 11.16
(Cis linoleik asit)
C18:3 38.84 54.00 23.93
(Gama linolenik
asit)

Toplam 93.3 95.1 75.73

(C16+C18)
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4.4 Biodiesel Analyzer® Yazihmina Gore Yakit Ozellikleri

Yapilan tez ¢alismasinda elde edilen mikrobiyel lipidlerdeki FAME bilesimi; yogunluk
(g/cmd), viskozite (mm?/s), uzun zincirli doymus faktér (LCSF), soguk filtre tikanma
noktas1 (CFPP, °C), yiiksek 1sitma degeri (HHV, MJ / kg), bulutlanma noktasi (CP, °C),
akma noktasi (PP, °C) gibi 6nemli yakit 6zellikleri bakimindan Biodiesel Analyzer®
yazilimi ile test edilmistir (Talebi vd. 2014). Bu yazilima gore, kinematik viskozite
3.001 mm?s bulunmustur ve ABD Standarti ASTM D6751'e gore 1.9-6.0 mm?/s
arasinda olmasi gerekmektedir (Silitonga vd. 2017). Yogunluk 0.857 g/cm?® olarak
bulunmustur ve EN Standartma gore bu degerin 0.86-0.90 g/cm?® arasinda olmasi
gerekmektedir (Mathimani vd. 2017). Yapilan analizlere gore; CFPP, LCSF, CP ve PP
degerleri sirasiyla -11.023°C, 1.736, -0.614°C ve -7.487°C olarak bulunmustur. EN
Standartina gore, CFPP degerinin < 0°C olmasi gerekmektedir (Mathimani vd. 2015).
Ayrica HHV degeri 37.798 MJ/kg olarak bulunmustur ve bu deger ABD Standarti
ASTM D6751’e gore > 35 MJ/kg olarak belirtilmistir (Bagul vd. 2017).
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5. TARTISMA ve SONUC

Biyodizel tiretiminde mikroalgler potansiyel bir ham madde kaynagi olarak 6n plana
cikmaktadir. Ozellikle literatiir ¢alismalarinda Chlorella sp. yiiksek lipid igerikleriyle
tercih edilen mikroalgler arasindadir. Gergeklestirilen tez ¢alismasinda diisiikk maliyetli
zirai bir atik kullanilarak azot sinirlamasi varliginda C. vulgaris in mikrobiyel gelisim
ve en yiiksek lipid biriktirme kapasitesi incelenmistir. Mikrobiyel gelisim ve lipid
birikiminin maksimum oldugu kosullar optimize edildikten sonra ekstrakte edilen
lipidler, farkli transesterifikasyon yaklasimlarina tabii tutulmus ve mikrobiyel lipidlerin

yag asidi metil esterleri Gaz Kromatografisinde analiz edilmistir.

5.1 Farkh Gelisim Kosullarinin Mikrobiyel Gelisim ve Lipid Birikimi Uzerine
Etkisinin Belirlenmesi

Biyodizel iiretiminde en yaygin kullanilan karbon kaynagi glukozdur. Fakat glukozun
kullanim1 maliyeti arttirdigr icin 6zellikle son yillarda zirai atiklar igerdikleri 6nemli
maddelerden karbon kaynagi olarak kullanilmaktadir. Ayrica literatiirde organik karbon
kaynagi ve 1s18in kullanildigi fotoheterotrofik gelisim kosullarinin hasat siiresini
azaltmanin yanisira mikrobiyel gelisim ve lipid birikimini destekledigi belirlenmistir
(Yang vd. 2011). Bu baglamda literatiirde farkli gelisim kosullarinda zirai atiklarin
kullanilmastyla biyodizel iretimine yonelik yapilan calismalar tez sonuclari ile
uyumludur. Yapilan bir ¢alismada karisik kiiltiir igceren C. protothecoides ve Ettlia
sp.’nin  fotoototrofik ve fotoheterotrofik gelisim ortaminda lipid verimlilikleri
karsilastirilmistir. Bu deney sonucuna gore fotoheterotrofik gelisim kosullarinda
fotoototrofik gelisim kosullarina kiyasla FAME eldesi C. protothecoides igin %6.4’ten
%30.6’ya 4.8 kat artmistir (Ryu vd. 2014).
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Krzeminska vd. (2015) tarafindan yapilan bir c¢alismada C. protothecoides in
fotoheterotrofik kosullarda lipid birikimi incelenmistir. Bu c¢aligmada farkli 151k
yogunluklar1 (35, 130, ve 420 umol fotonlar m2 s7%) kullanilmistir. Bu deney sonucuna
gore maksimum lipid birikimi %37.53 ile 151k yogunlugunun en yiiksek oldugu (420
umol fotonlar m™2 s!) fotoheterotrofik gelisim kosullarinda belirlenirken,
gerceklestirilen tez ¢alismasinda maksimum lipid birikimi %40.0 ile 0.5 g/L
konsantrasyon havu¢ posasi sekeri igeren fotoheterotrofik gelisim kosullarinda

belirlenmistir.

Cheah vd. (2018) tarafindan yapilan bir calismada C. sorokiniana CY-1’in biyokiitle ve
lipid birikimine palmiye yag1 degirmeni atiginin (POME) etkisi incelenmistir. Yapilan
calismada fotoototrofik gelisim kosullari; CO2 + 151k ve miksotrofik gelisim kosullari;
%30 POME + 100 mg/L glukoz + CO + 1s1k karsilagtirilmistir. Ayrica deneyde 200,
500, 1000 mg/L? farkli konsantrasyonlarda gliserol, iire ve glukozun etkisi de
incelenmistir. Bu deney sonucuna gére maksimum biyokiitle 1.68 g/L ve lipid birikimi
%15.07 ile %30 POME, 200 mg/L iire, gliserol ve glukoz i¢eren miksotrofik gelisim
kosullarinda belirlenirken, gergeklestirilen tez g¢alismasinda; maksimum mikrobiyel
gelisim ve lipid birikimi 14 giinliik inkiibasyon sonucu sirasiyla 0.699 g/L ve %40.0 ile
0.5 g/L konsantrasyon havug posasi sekeri igeren fotoheterotrofik gelisim kosullarinda

gdzlemlenmistir.

Yapilan tez calismasinda fotoototrofik, heterotrofik ve fotoheterotrofik olmak {izere 3
farkli gelisim kosullarina eklenen 0.5 g/L glukoz ve 0.5 g/L havug posasi sekerinin
etkisi incelenmistir. Mikrobiyel gelisim en diisiik 0.115 g/L ile 0.5 g/L glukoz igeren
heterotrofik gelisim kosullarinda, lipid birikimi en diistik %11.1 ile 0.5 g/L havug posasi
sekeri igeren heterotrofik gelisim kosullarinda goézlemlenmistir. Bunun en Onemli
nedeni mikroalgler fotosentetik mikroorganizmalar olduklari i¢in 11k varliginda daha
Iyi gelisim gosterirler. Fotoototrofik gelisim kosullarinda 14 giinliik inkiibasyon
sonunda mikrobiyel gelisim, 0.5 g/L glukoz igeren heterotrofik gelisim kosullarina
kiyasla 0.115 g/L’den 0.506 g/L’ye 4.4 kat artmistir. Ayn1 zamanda lipid birikiminde de
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yaklagik 1.5 kat artis gézlemlenmistir. Heterotrofik gelisim kosullarina eklenen 0.5 g/L
glukoz ve 0.5 g/L havug posasi sekerinde sirasiyla %12.5 ve %11.1 olarak birbirine
yakin degerlerde lipid elde edilmistir. Fotoheterotrofik ve heterotrofik gelisim
kosullarina eklenen 0.5 g/L havu¢ posasi sekerinin glukoza kiyasla her iki ortamda
mikrobiyel gelisimi arttirdigi goézlemlenmistir. Ciinkii havug posasinda; mikroalgin
gelisimini destekleyen fermente olabilen glukoz, ksiloz gibi sekerler ile mineraller,
vitaminler, karotenoid ve tironik asit gibi temel elementler bulunmaktadir (Clementz vd.
2019, Wan vd. 2019). Boylece maksimum mikrobiyel gelisim ve lipid birikimi 14
giinliik inkiibasyon sonunda sirasiyla 0.699 g/L ve %40.0 ile 0.5 g/L konsantrasyon
havug posasi sekeri igeren fotoheterotrofik gelisim kosullarinda gézlemlenmistir. Havug
posast sekeri iceren fotoheterotrofik gelisim kosullarinin C.vulgaris’in mikrobiyel

gelisim ve lipid biriktirme kapasitesini 6nemli dl¢iide arttirdigi gézlemlenmistir.

5.2 Farkh Konsantrasyonlarda Havug Posas1 Sekerinin Mikrobiyel Gelisim ve
Lipid Birikimi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Yapilan tez c¢aligmasinda fotoheterotrofik gelisim kosullarina eklenen farkl
konsantrasyonlarda havug posasi sekerinin mikrobiyel gelisim ve lipid birikimine etkisi
incelenmistir. Mikrobiyel gelisim ve lipid birikimine baktigimiz zaman en diisiik
sirastyla 0.506 g/L ve %19.3 ile kontrol grubu olan ve havug posasi sekeri icermeyen
fotoototrofik gelisim kosullarinda g6zlemlenmistir. Ortamda havu¢ posast sekeri
olmadigindan dolay1r mikrobiyel gelisim ve lipid birikimi olduk¢a diisiiktiir. Ayni
zamanda 0.25 g/L diisiik konsantrasyonda havug posasi sekeri igeren fotoheterotrofik
gelisim kosullarinda %25.6 oraninda diisiik lipid birikimi goézlemlenmistir. Havug
posast sekeri konsantrasyonunun 0 g/L’den 0.5 g/L’ye artmasiyla mikrobiyel gelisime
paralel olarak lipid birikiminin de arttigi gozlemlenmistir. Yani ortama eklenen havug
posasi sekeri konsantrasyonunun artmast olumlu bir etki géstermektedir. Fakat havug
posasi sekeri konsantrasyonunun 0.5 g/L’den 2.0 g/L’ye artmasiyla mikrobiyel gelisim
0.699 g/L’den 0.636 g/L’ye azalirken, lipid birikimi %40.0’tan %29.5’e diismiistiir.
Ciinkii fazla miktardaki havu¢ posasi sekeri inhibe edici bir etki yaratmaktadir.

Maksimum mikrobiyel gelisim ve lipid birikimi 14 giinliik inkiibasyon sonunda
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sirastyla 0.699 g/L ve %40.0 ile 0.5 g/L konsantrasyon havu¢ posasi sekeri igeren
fotoheterotrofik gelisim kosullarinda gozlemlenmistir. Yani fotoototrofik gelisim
kosullarina kiyasla; mikrobiyel gelisim 1.38 kat artarken, lipid birikimi 2.07 kat
artmistir. Sonug olarak havug posasi, icerdigi temel elementlerden dolay1r 6énemli bir

karbon kaynagidir.

5.3 Farkh Konsantrasyonlarda NaNOz’iin Mikrobiyel Gelisim ve Lipid Birikimi
Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Mikroalglerin mikrobiyel gelisimini ve lipid tiretimini arttirmak igin 151k yogunlugu,
sicaklik, ph gibi bircok faktdr vardir. Ozellikle azot simirlamasi 6nemli bir etkendir.
Ciinkii azot smirlamast durumunda metabolik aktiviteler azaldigi ig¢in mikrobiyel
hiicreler lipid gibi makromolekiillerin sentezine yonelir ve boylece lipid birikiminde
artis gozlemlenmektedir (Zhu vd. 2014). Literatiir ¢alismalarina bakildiginda azot
sinirlamasinin sadece lipid tretimi degil hiicre morfolojisi gibi bircok faktore etkisi
oldugu bilinmektedir. Bu baglamda bir¢ok c¢alisma yapilmistir (Chew vd. 2018, Baroni
vd. 2019). Yapilan bir ¢alismada azot ve fosforun C.vulgaris’in lipid birikimi iizerine
etkisi incelenmistir. Bu calismaya gore lipid birikimi; azot icermeyen ve fosfor iceren
(N-P+) ortamda, azot ve fosfor igeren (N+P+) ortama goére 4.6 kat daha fazladir. Bu
deney sonucuna gore maksimum lipid birikimi azot eksikliginde (N-P+) %40.8 olarak
belirlenmistir (Chu vd. 2020). Gergeklestirilen tez ¢alismasinda maksimum lipid
birikimi, azot sinirlamasi varliginda 10 giinliik inkiibasyon sonunda %44.8 ile 0.5 g/L
konsantrasyon NaNOz ve 0.5 ¢/L konsantrasyon havug¢ posasi sekeri igeren

fotoheterotrofik gelisim kosullarinda belirlenmistir.

Bagka bir calismada C.vulgaris’in lipid birikimine azot sinirlama rejiminin etkisi
incelenmistir. Bu galismada 0-0.55 g/L farkli konsantrasyonlarda NOs kullanilmistir. Bu
deney sonucuna gére maksimum lipid birikimi 10-20 giinliik inkiibasyon sonucu %46
olarak belirlenmistir (Stephenson vd. 2010). Gergeklestirilen tez ¢alismasinda

maksimum lipid birikimi, azot sinirlamasi varliginda 10 giinliik inkiibasyon sonunda
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%44.8 ile 0.5 g/L konsantrasyon NaNOs ve 0.5 g/L konsantrasyon havug posasi sekeri

iceren fotoheterotrofik gelisim kosullarinda belirlenmistir.

Li vd. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada C. vulgaris’in miksotrofik kosullar
altinda lipid birikimine karbon, azot ve fosfor etkisi incelenmistir. Bu ¢alismada farkli
konsantrasyonlarda NaNOs (0.1, 1.5 ve 3.75 g/L), KH2PO4 (0, 0.2 g/L) ve glukoz (5, 10
ve 20 g/L) kullanilmistir. Bu deney sonucuna gére maksimum lipid birikimi %23.9 ile
0.1 g/L NaNOs ve 10 g/L glukoz igeren miksotrofik gelisim kosullarinda belirlenirken,
gerceklestirilen tez calismasinda maksimum lipid birikimi, azot sinirlamas: varliginda
10 giinliik inkiibasyon sonunda %44.8 ile 0.5 g/L konsantrasyon NaNOsz ve 0.5 g/L
konsantrasyon havug posasit sekeri iceren fotoheterotrofik gelisim kosullarinda

belirlenmistir.

Yapilan tez ¢alismasinda fotoototrofik ve fotoheterotrofik gelisim kosullarina eklenen
farkl1 konsantrasyonlarda NaNOs‘lin mikrobiyel gelisim ve lipid birikimine etkisi
incelenmistir. Mikrobiyel gelisim ve lipid birikimine baktigimiz zaman en diisiik
sirastyla 0.083 g/L ve %10.0 ile NaNOs icermeyen fotoototrofik gelisim kosullarinda
gbzlemlenmistir. Yani ortamda hem havug posast sekeri hem de ek bir azot kaynag:
olmadig1 i¢in BG-11°den gelen azot miktar1 mikrobiyel gelisim ve lipid birikimini
yeterince desteklememektedir. Fotoheterotrofik gelisim kosullarina baktigimiz zaman
mikrobiyel gelisim ve lipid birikimi fotoototrofik gelisim kosullarina kiyasla onemli
Olclide artmistir. Ciinkii ortamda bulunan havug¢ posasi sekeriyle birlikte NaNO3’lin
kullanim1 olumlu bir etki gdstermektedir. Fotoototrofik ve fotoheterotrofik gelisim
kosullarinda NaNOs konsantrasyonunun azalmasiyla lipid birikimi artmistir. Havug
posasi igerisinde nitrat ve amonyum seklinde bir miktar azot bulunur ve bu nedenle
artan lipid birikimleri arasinda 6nemli farklar gozlemlenmemistir (Domagata ve Gastot
2012). Maksimum lipid birikimi, azot sinirlamasi1 varliginda 10 giinliik inkiibasyon
sonunda %44.8 ile 0.5 g/L konsantrasyon NaNOs ve 0.5 g/L. konsantrasyon havug

posasi sekeri igeren fotoheterotrofik gelisim kosullarinda belirlenmistir.

53



5.4 Mikrobiyel Lipidlerin Transesterifikasyonu

Yapilan tez ¢aligmasinda optimum kosullar belirlendikten sonra geleneksel, in situ ve
stiperkritik transesterifikasyon yontemlerinin etkisi incelenmistir. Yapilan deneylerde
Cizelge 4.4 ve 4.5’te goriildiigii gibi her iki transesterifikasyon yonteminde 0.5 g/L kuru
biyokiitleye uygulanan artan NaOH konsantrasyonu FAME miktarmi diisiirmiistiir. /n
situ transesterifikasyon yontemine baktigimiz zaman diisiik biyokiitle ve katalizor
varliginda bile yiiksek oranda etkili olmaktadir. Ornegin; 0.5 g/L kuru biyokiitle
uygulanan %1 NaOH ile %92.8 oraninda FAME elde edilmistir. Biyokiitle miktarinin
artmasina baglh olarak reaksiyonun etkinligini arttirmak igin katalizor konsantrasyonunu
arttirmak gerekir ve fazla miktardaki NaOH katalizorii sabun olusumuna yol agarak
reaksiyonun verimliligini olumsuz yonde etkiler. Fakat artan alkali katalizor
konsantrasyonunda reaksiyon siiresi azaltilarak sabunlagsmanin 6niine gegilebilmektedir.
Bu baglamda reaksiyonun 30 dk gibi kisa bir siirede olmasi avantajdir. Ayrica alkali
katalizor kullanimi, asidik katalizore gore transesterifikasyon reaksiyonunu 4000 kat
gibi yiiksek bir oranda hizlandirmaktadir (Fazal vd. 2018). Reaksiyon siiresinin FAME
lizerine etkisine baktigimizda, siirenin artmasinin FAME miktarina 6nemli bir etkisi
olmadig1 gdzlemlenmistir. Ornegin; geleneksel transesterifikasyon yonteminde 0.5
g/L’ye uygulanan %2 NaOH konsantrasyonunda 30 dk ve 2 saat sonunda sirasiyla
%61.1 ve %67.8 oraninda FAME elde edilmistir. Geleneksel transesterifikasyon
yonteminde kullanilan HoSO4 katalizériinde NaOH katalizoriine gore ¢ok daha diisiik
verim elde edilmistir. Bunun nedeni asidik katalizor uzun siire kullanilirsa korozyona
neden olup reaksiyon verimini diisiirmektedir. Yiiksek FFA ve su igeriginde asidik bir
katalizér kullanmak daha uygundur. Ayrica yiiksek sicaklik ve asidik katalizor
varliginda, alkol dehidrasyonu meydana gelir ve bu durum FAME verimi azaltmaktadir
(Eze vd. 2018, Gardy vd. 2019). Her iki transesterifikasyon yonteminde en yiiksek
FAME eldesi 30 dk sonunda 1.0 g/ kuru biyokiitleye uygulanan %2 NaOH
konsantrasyonunda geleneksel transesterifikasyon yontemi ig¢in %93.3, in situ
transesterifikasyon yontemi igin %95.1 olarak belirlenmistir. Literatiirde alkali
katalizoriiniin yer aldig1 ¢alismalar tez sonuglar1 ile uyumludur. Yapilan bir ¢alismada
C.vulgaris 'ten in situ transesterifikasyon ile alkali bir katalizér kullanilarak biyodizel

tiretimi gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada farkli katalizor konsantrasyonlari, reaksiyon
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stireleri ve metanol:yag oranlar1 karsilagtirilmistir. Deney sonucuna gore optimum
kosullar; reaksiyon siiresi 125 dk, metanol:iyag oran1 3.2:10 (v/v), katalizor
konsantrasyonu %1.56 (w/w) ve 50°C olarak belirlenmis ve bu kosullar altinda %88.89
oraninda FAME elde edilmistir (Narula vd. 2017). Gergeklestirilen tez ¢alismasinda in
situ transesterifikasyon yonteminde; yag:alkol orani 1:5, 1.0 g/L kuru biyokiitleye
uygulanan %2 NaOH konsantrasyonu, 30°C ve 30 dk sonunda maksimum FAME
%95.1 olarak belirlenmistir.

Pandit ve Fulekar (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada C. vulgaris zen biyodizel
tretimi  gerceklestirilmistir. Calismada alkali katalizor olan CaO kullanilarak
transesterifikasyon reaksiyonu gergeklestirilmistir. Bu deneyde farkli reaksiyon siireleri,
metanol:biyokiitle oranlari, katalizor konsantrasyonlar1 ve sicaklik parametreleri
karsilagtiritlmistir. Bu deney sonucuna goére optimum kosullar; metanol:biyokiitle orani
10:1, katalizér konsantrasyonu 9%1.39 (wt), reaksiyon siiresi 3 saat ve reaksiyon
sicakligr 70°C olarak belirlenmis ve bu kosullar altinda %92.03 oraninda FAME elde
edilmistir. Gergeklestirilen tez ¢alismasinda in situ transesterifikasyon yonteminde;
yag:alkol oran1 1:5, 1.0 g/L kuru biyokiitleye uygulanan %2 NaOH konsantrasyonu,
30°C ve 30 dk sonunda maksimum FAME %95.1 olarak belirlenmistir.

Geleneksel ve in situ transesterifikasyon yontemlerini kiyasladigimiz zaman, in situ
transesterifikasyon yontemi tek adimda gerceklestigi icin geleneksel transesterifikasyon
yontemine gore oldukca yiiksek FAME eldesiyle sonuclanmistir. Ciink ayni anda hem
lipid ekstraksiyonu hem de transesterifikasyon reaksiyonu gergeklestigi i¢in zaman ve
verimlilik agisindan bir kayip olmamaktadir. Bunlara ek olarak geleneksel
transesterifikasyon yontemine gore daha ekonomiktir. Ayrica in situ transesterifikasyon
yonteminde geleneksel transesterifikasyon yontemine gore metanol kullanimi daha fazla
oldugu i¢in suyu tolere ederek sabunlasma 6nlenebilir ve bdylece yiiksek oranda FAME
elde edilmektedir (Velasquez-Orta vd. 2013, Adeniyi vd. 2018). Gergeklestirilen tim
deneylerde Cizelge 4.5’te goriildiigii gibi 30 dk gibi kisa bir siirede yaklasik %90’dan

fazla verim elde edilmistir. Literatiirde in situ transesterifikasyon reaksiyonuyla yapilan
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calismalar tez sonuglari ile uyumludur. Yapilan bir ¢alismada in situ transesterifikasyon
reaksiyonu ile C. vulgaris’ten biyodizel tretimi gergeklestirilmistir. Deneyde farkli
katalizor konsatrasyonlari, reaksiyon siireleri, reaksiyon sicakliklari gibi parametreler
degerlendirilmistir. Bu deney sonucuna gore; %96 (w/w) NaOH katalizorii kullanilarak
60°C ve 10 dk gibi kisa bir siirenin sonunda %96 oraninda FAME elde edilmistir
(Salam vd. 2016).

Baska bir ¢alismada C.vulgaris kullanilarak in situ transesterifikasyon yontemi ile
biyodizel iiretimi gergeklestirilmistir. Bu deneyde bir takim kalsinasyon islemleri
sonucunda elde edilen KOH/AIOs katalizorii  kullanilmistir.  Ayrica  farkli
biyokiitle:metanol oranlari, katalizér konsantrasyonlari, reaksiyon sicakliklar1 ve
reaksiyon siireleri karsilastirilmistir. Bu deney sonucuna gore optimum kosullar; %10
(wt) katalizor konsantrasyonu, biyokiitle:metanol oran1 1:8 g/mL reaksiyon sicakligi
60°C ve reaksiyon siiresi 5 saat olarak belirlenmis ve bu kosullar altinda %89.53
oraninda FAME elde edilmistir (Ma vd. 2015). Gergeklestirilen tez ¢alismasinda in situ
transesterifikasyon yonteminde; yag:alkol orami 1:5, 1.0 g/L kuru biyokiitleye
uygulanan %2 NaOH konsantrasyonu, 30°C ve 30 dk sonunda maksimum FAME
%95.1 olarak belirlenmistir.

Martinez vd. (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada Spirulina sp. LEB 18’in ultrason
destekli in situ transesterifikasyon yontemi ile biyodizel tiretimi gergeklestirilmistir. Bu
caligmada alkali katalizor olarak KOH kullanilmistir. Deneyde farkli reaksiyon siireleri
(15, 30, 60, 120 dk), ultrason yogunluklart (80 W, 108 W, 144 W ve 180 W)
karsilagtirilmistir.  Bu deney sonucuna gore optimum kosullar; %2 KOH
konsantrasyonu, ultrason yogunlugu 80 W, reaksiyon siiresi 2 saat ve 55°C olarak
belirlenmis ve bu kosullar altinda %97.6 oraninda FAME elde edilmistir.
Gergeklestirilen tez calismasinda in situ transesterifikasyon yonteminde; yag:alkol orani
1:5, 1.0 g/L kuru biyokiitleye uygulanan %2 NaOH konsantrasyonu, 30°C ve 30 dk

sonunda maksimum FAME %95.1 olarak belirlenmistir.
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Stiperkritik transesterifikasyon yontemine baktigimiz zaman Cizelge 4.6’da gorildigii
gibi metanol miktar1 ve siire arttikca FAME veriminin arttigi gézlemlenmistir. Fakat
stiperkritik transesterifikasyon yontemi ile elde edilen verim hem geleneksel hem de in
situ transesterifikasyon yontemlerinden oldukca dusiiktiir. Literatiirde siiperkritik
transesterifikasyon yontemi ile ilgili yapilan calismalar tez sonuglari ile uyumludur.
Yapilan bir calismada C. vulgaris’ten siiperkritik kosullar altinda biyodizel {iretimi
gerceklestirilmistir. Bu deneyde; 5 g/mL yas biyokiitle kullanilarak farkli reaksiyon
stireleri (0, 2, 4, 6, 8 saat), farkli metanol (2, 4, 6, 8, 10 mL) miktarlar1 gibi
parametrelerin etkisi incelenmistir. Bu deney sonucuna gore optimum kosullar; yas
biyokiitle:metanol orani 1:4 g/mL, 22 bar, reaksiyon sicakligi 175°C ve reaksiyon siiresi
4 saat olarak belirlenmis ve bu kosullar altinda %89.71 oraninda FAME elde edilmistir
(Tsigie vd. 2012). Gergeklestirilen tez c¢alismasinda siiperkritik transesterifikasyon
yonteminde; biyokiitle:metanol orami 1:12 (w/v), 82 bar, 250°C ve 20 dk sonunda
maksimum FAME %75.7 olarak belirlenmistir.

Reddy vd. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada Nannochloropsis Salina’nn
biyodizel iiretimine sliperkritik yontemin etkisi incelenmistir. Bu ¢alismada; farkli yas
biyokiitle:etanol oranlar1 (1:6, 1:9, 1:12, 1:15 (w/v)), reaksiyon siireleri (2, 5, 10, 20, 30
dk), reaksiyon sicakliklari (245-270°C) karsilagtirilmigtir. Bu deney sonucuna gore
optimum kosullar; yas biyokiitle:etanol oran1 1:9, reaksiyon sicakligi 265°C, reaksiyon
siiresi 20 dk olarak belirlenmis ve bu kosullar altinda %67 oraninda FAME elde
edilmistir. Gergeklestirilen tez calismasinda Siiperkritik transesterifikasyon yonteminde;
biyokiitle:metanol oran1 1:12 (w/v), 82 bar, 250°C ve 20 dk sonunda maksimum FAME

%75.7 olarak belirlenmistir.
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5.5 Biodiesel Analyzer® Yazilimina Gore Yakit Ozellikleri

Yapilan Biodiesel Analyzer® yazilimina gore, elde edilen yag asidi metil esterlerinin
belirli yakit 6zellikleri ASTM D6751 ve EN 14214 standartlariyla uyumlu bulunmustur.
Bu ozellikler; kinematik viskozite 3.001 mm?/s, yogunluk 0.857 g/cm3 CFPP, LCSF,
CP ve PP degerleri sirastyla -11.023 ° C, 1.736, -0.614 ° C ve -7.487 °C ve HHV degeri
37.798 MJ/kg olarak bulunmustur. Sonug¢ olarak literatiirde, havug posasi igeren
ortamda gelistirilen C.vulgaris’ten elde edilen mikrobiyel lipidlerin biyodizel
tiretiminde ham madde olarak kullanildigi herhangi bir ¢alisma yoktur. Bu baglamda

gerceklestirilen tez calismasi oldukega 6zgiindiir.
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