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ÖZET 

 

 
Tez çalışmasının amacı, biyoyakıt hammaddesi olarak üretilen mikroalglerin 

hasat edilmesinde ve hücre içi organiklerin hücrelerden ayrıştırılmasında yenilikçi bir 

yaklaşım olarak ozon (O3) ve ultrases (US) uygulamalarının hem ayrı ayrı hem de 

birlikte kullanılmalarının etkinliğinin belirlenmesidir. Ozonlama ile hücrelerin 

parçalanması ve hücre içi değerli organiklerin çözelti fazına taşınması sağlanmıştır. 

Biyokütledeki toplam karbonhidratın en fazla %80’inin 0,4 g O3/g kuru-biyokütle 

(KB) ozon dozunda, proteinin ise en fazla %30’unun 0,3 g O3/g KB de 

hasatlanabildiği görülmüştür. Bu durum ozonlamanın mikroalglerden karbonhidrat 

ve protein hasatında kullanılabilineceğini göstermektedir. Ancak, ozonun lipitle 

reaksiyona girerek ekstraksiyon verimini düşürdüğü ve bu nedenle lipit 

ekstraksiyonunda kullanılamayacağı tespit edilmiştir. Mikroalglerden lipit 

ekstraksiyonunda US uygulamalarının daha etkin bir yöntem olduğu ve özellikle US 

sonrası kloroform/metanol karışımının kullanılmasıyla lipit ekstraksiyon veriminin 

%83 oranında arttığı bulunmuştur. Ayrıca US’in lipit kompozisyonunu değiştirerek 

bir kısım digliseritleri, monogliseritlere dönüştürdüğü tespit edilmiştir. Mikroalg 

hücrelerinden karbonhidrat hasatlanmasında O3 sonrası US uygulanmasıyla 

karbonhidrat hasat verimi 0,15 ve 0,27 g O3/g KB ozon dozları için sırasıyla 0,3 ve 

0,2 kWh/g KB ultrases dozlarında en yüksek değer olan %80’e ulaştığı görülmüştür. 

Biyoetanol üretiminin ilk aşaması olarak, sadece enzim kullanılarak gerçekleştirilen 

ön işlem çalışmalarında, mikroalgal polisakkaritlerin glikoza dönüşüm veriminin 

düşük olduğu görülmüştür. Ancak enzimatik hidrolize yardımcı ön işlem olarak ozon 

kullanıldığında glikoza dönüşüm veriminin yaklaşık 5 kat arttığı ve en yüksek 

dönüşüm veriminin %80 ± 8 olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca, ozonun alkali, seyreltik 

asit ve US ile ön işlem yöntemlerine nazaran daha yüksek ürün verimi sağladığı 

görülmüştür.  

 

 

 

 

Anahtar Kelimeler: Mikroalg, Ozon, Ultrases, Toplam Karbonhidrat ve Lipit, 

Hücre Parçalama, Biyoetanol. 
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SUMMARY 

 

 
The aim of this thesis study is to investigate the effectiveness of two innovative 

cell disruption techniques, ozone (O3) and ultrasound (US) applications, in disruption 

of microalgal cell walls for revealing its constituents to use them as biofuel 

feedstock. Ozone application has provided significant cell disruption and delivery of 

cell constituents to the solution. It was found that 0.4 g O3/g dry weight biomass 

(DWB) ozone dose could harvest 80% of total carbohydrate content, whereas the 

maximum protein release was seen at 0.3 g O3/g DWB ozone application. This shows 

that ozone application could be used for harvesting of carbohyrates and proteina 

from microalgae. On the other hand, it was found that ozone reacts with lipids and 

lowers lipid extraction efficiency, so it cannot be used for lipid extration metod. 

Ultrasound application, on the contrary,  produced more effective results in lipid 

extration by increasing the lipid extraction efficiency about 83% especially when 

chloroform/methanol mixture was used as extraction solvent after US application. 

Also, it was determined that US application altered the lipid composition by 

converting a part of diglyserides to monoglyserides. Application of US following 

ozone application to harvest carbohydrates was also investigated. The maximum 

carbohydrate harvestşng yield was achived for 0.15 and 0.27 g O3/g DWB ozone and 

0.3 ve 0.2 kWh/g DWB ultrasound dosage pairs, respectively. Enzymatic 

pretreatment was used as a first step for bioethanol production to convert the 

harvested microalgal polysaccharites to glucose, but the overall convession 

efficiency was found to be very low. When ozone was used following the enzymatic 

pretreatment step, the glucose conversion efficiency increased by 5-folds and reached 

a maximum conversion yield of 80% ± 8. Moreover, the comparison of ozone with 

other pre-treatment methods (alkali, acid and US pretreatments) showed that ozone is 

a more effective cell disruption method when used after enzymatic pretreatment step. 

 

 

 

Key Words: Microalgae, Ozone, Ultrasound, Total Carbohydrateand Lipit, Cell 

Disruption, Bioethanol. 
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1 

 

1. GİRİŞ 

 

Kömür, petrol ve doğalgaz gibi fosil yakıtlar günümüzde başlıca enerji kaynağı 

olarak kullanılmakla birlikte kısıtlı rezervlere sahiptirler. Aynı zamanda, bu 

yakıtların kullanımı sırasında atmosfere salınan yüksek orandaki emisyonlar hem 

çevre kirliliğine hem de küresel iklim değişimine neden olmaktadır. Günümüzde 

etkileri her geçen gün daha da fazla hissedilen iklim sorunları, küresel iklim 

değişikliğinin tüm dünyayı etkisi altına aldığını açık bir şekilde göstermektedir. Bu 

kapsamda, en sonuncusu geçtiğimiz yıl Paris’te gerçekleşen Küresel İklim 

Değişikliği Konferansı’nda yer kürenin ortalama sıcaklık artışının 2030 yılına kadar 

1,5 ile 2 °C arasında sınırlandırılması için, özellikle fosil yakıtlardan kaynaklanan 

sera gazı salınımlarını düşürücü önlemler konusunda tüm ülkeleri bağlayıcı kararlar 

alınmıştır. Alınması planlanan önlemlerin başında da fosil yakıtlara alternatif olarak 

daha çevreci ve yenilenebilir enerji kaynaklarının kullanımının arttırılması 

gelmektedir. 

Günümüzde kullanılan başlıca yenilenebilir enerji kaynakları hidrolik, güneş, 

rüzgâr, biyokütle, dalga ve jeotermal enerji kaynaklarıdır. Kullanım alanları daha 

sınırlı ve kısıtlı olan hidrolik enerjiye oranla daha yüksek üretim potansiyeline sahip 

olan güneş, rüzgâr ve biyokütle enerjisi kaynakları üzerine yapılan çalışmalar gün 

geçtikçe artmaktadır. Özellikle rüzgâr ve güneş enerjisine kıyasla daha az yatırım ve 

işletme masrafına, küresel karbon dengesini düzenleyici bir role ve yakıt olarak daha 

kolay kullanılabilme imkânına sahip olan biyokütle enerjisi son yıllarda büyük bir 

gelişme göstermiştir. Günden güne artan sayıda gelişmiş veya gelişmekte olan ülke 

biyoyakıtları dış kaynaklı petrol ihtiyacını azaltmada, başta karbondioksit ve metan 

olmak üzere sera gazı emisyonlarını düşürmede ve çevreyi koruma hedeflerini 

tutturmada umut vaat eden bir çözüm yolu olarak görülmektedir. 

Biyodizel ve biyoetanol gibi biyolojik kökenli ve yenilenebilir yakıtlar bu 

arayışta oldukça önemli yer tutmaktadır. Bu doğrultuda öncelikle çeşitli tarla bitkileri 

(şeker pancarı, soya, kanola, mısır vb.) biyodizel ve biyoetanol üretimi için 

hammadde olarak kullanılmıştır. Birinci nesil biyoyakıtlar olarak da adlandırılan bu 

yakıtlar dolaylı olarak bu tür enerji bitkilerinin üretim ölçeğinde hızlı ve kontrolsüz 

bir artışa neden olmuştur. Bu da gıda kaynağı olarak kullanılan diğer tarla bitkileriyle 

ekim alanı açısında bir rekabet oluşmasına ve sonuçta küresel bir gıda krizine yol 
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açabilir. Ayrıca bu aşırı orandaki tarım faaliyetleri su kaynaklarının azalmasına, 

ormanlık alanların tahrip edilmesine ve erozyonla toprak kayıplarına sebep olabilir. 

Birincil nesil biyoyakıtlar artık bu noktadan sonra çözüm olmaktan çıkmış ve bir 

sorun niteliği kazanmıştır. Bu sorunu çözmek amacıyla doğrudan tarım bitkilerini 

kullanmak yerine, özellikle tarım ürünlerinin işlenmesi sonucu ortaya çıkan, 

lignoselülozik atıkların fermentasyonu yoluyla biyoetanole dönüştürülmesine 

dayanan ikinci nesil biyoyakıt teknolojileri geliştirilmeye başlanmıştır. Ancak halen 

teknolojik ve ekonomik açıdan yeterli düzeye gelmesi için yoğun araştırma ve 

geliştirmeye ihtiyaç duyan ikinci nesil biyoyakıtlar, fosil yakıtlara alternatif olmaktan 

uzaktır [Brennan and Owende, 2010]. 

Son yıllarda, üçüncü nesil biyoyakıt teknolojisi olarak da adlandırılan ve 

doğada yer alan çeşitli alg türlerini birer enerji kaynağı olarak kullanmayı hedefleyen 

çalışmalar büyük bir artış göstermiştir. Mikroalgal biyoyakıt üretimi genelde proses 

bazlı zorluklardan dolayı teknolojik olarak henüz gelişme aşamasında olmakla 

birlikte umut vaat eden bir yöntemdir. Karasal bitkilere kıyasla yüksek yağ ya da 

karbonhidrat biriktirme kabiliyetine sahip olan ve yüksek fotosentetik verime ulaşan 

türlerin varlığı mikroalgleri biyoyakıt üretimi için ilgi çekici kılmaktadır. Fotosentez 

yapmak amacıyla atmosferdeki sera gazlarından biri olan karbondioksiti özümseyen 

algler, bu özellikleri nedeniyle küresel ısınma problemine çözüm üretebilecek bir 

alternatif olarak görülmektedir. Bundan dolayı mikroalg kaynaklı biyoyakıtlar 

“karbon-dostu” olarak da nitelendirilmektedir. Ayrıca üretimi sırasında doğal 

ekosistem üzerinde karasal enerji bitkileri gibi büyük bir tehlike oluşturmayan 

mikroalgler, doğadaki azot ve fosfor gibi kirleticileri atık su arıtımı yoluyla giderme 

avantajı da sağlayabilirler.  

Mikroalglerden üretilen üçüncü nesil biyoyakıtların artan küresel enerji 

ihtiyacına cevap verilebileceği düşünülmektedir. Öte yandan, ticari ölçekte mikroalg 

kaynaklı biyoyakıt üretiminin önünde halen çözülmeyi bekleyen pek çok engel 

bulunmaktadır. Özellikle üretilen mikroalg biyokütlesinin hasatlanması aşaması 

biyoyakıt üretim maliyetini en çok arttıran unsurdur. Hasatlama işlemi sırasında, 

mikroalg hücre duvarlarının etkili ve düşük maliyetli bir yöntemle parçalanarak 

hücre içi değerli materyalin (lipitler, karbonhidrat, vb.) bir sonraki biyoyakıt 

dönüşüm aşaması için kullanılabilir hale getirilmesi şu sıralar büyük ölçekli 
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mikroalgal biyoyakıtların üretimi konusunda aşılması gereken bir zorluktur 

[Christenson and Sims, 2011].  

 

1.1. Amaç ve Kapsam 

 

Bu tez çalışmasının amacı biyoyakıt hammaddesi olarak üretilen mikroalglerin 

hasatlanması sırasında yenilikçi bir yaklaşım olarak ozonlama ve ultrases 

uygulamalarının kullanılabilirliğini incelemektir.  

Literatür incelendiğinde mikroalglerin sudan ayrıştırılması ve parçalanması 

amacıyla çeşitli yöntemlerin kullanıldığı ancak hücre parçalamada etkinliği bilinen 

ozon ve ultrases kullanımının yeterli düzeyde incelenmediği görülmektedir. Bu 

doğrultuda gerçekleştirilen tez çalışmasının birinci aşamasında, literatürde yer alan 

çalışmalardan farklı olarak mikroalglerin hasatlanmasında ve hücrelerden değerli 

organik madde elde edilmesinde ozon gazının kullanımı araştırılmıştır.  

Tez çalışmasının ikinci aşamasında ise yine yenilikçi bir yöntem olan ultrases 

kullanılarak mikroalglerin hasatlanması ve hücre içi materyalin hücre dışına 

taşınması üzerine çalışmalar gerçekleştirilmiştir. Tez çalışmasının bir sonraki 

aşamasında ozon gazı ve ultrases uygulamalarının birlikte kullanılmasının ortak 

etkisi incelenmiştir.   

Elde edilen sonuçlar ışığında, tez çalışmasının son aşamasında ise 

mikroalglerin yine ozon gazı ve ultrases kullanılarak parçalanmasının, biyoetanol 

üretiminin en önemli basamağı olan hidroliz basamağının hızlandırılması ve 

enzimatik sakkarifikasyon süreci üzerindeki etkileri belirlenmiştir. 
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2. LİTERATÜR ÖZETİ 

 

2.1. Mikroalglerin Üretimi ve Hasatlanması 

 

2.1.1. Mikroalg Üretimi 

 

En eski yaşam formlarından biri olan algler, kök, gövde, yaprak gibi organları 

bulunmayan, fotosentetik pigment içeren ilkel bitkiler olarak değerlendirilmektedir. 

Mikroalgler prokaryot (siyonabakteri) ya da ökaryot (yeşil algler, kırmızı algler, 

diatomlar) olarak farklı hücre yapısında bulunmaktadırlar. Enerji kaynağı olarak 

güneş enerjisini kullanan mikroalgler, karbon kaynağına göre, inorganik karbonu 

kullananlar otorotrofik, organik karbonu kullananlar heterotrofik, ortamda organik 

karbon olmaması durumunda inorganik karbonu kullananlarsa miksotrofik türler 

olarak tanımlanan ve fotosentezle yaşamlarını devam ettiren basit canlılardır [Lee, 

1980]. Mikroalg hücreleri karbonhidrat, protein, lipit ve pigmentlerden meydana 

gelmektedir. Bu biyomoleküllerin yapısı ve yüzdesi, mikroalg türüne  ve 

mikroalglerin yetiştirildiği ortama bağlı olarak değişim gösterebilmektedir [Gatenby 

et al., 2003; Branyikova et al., 2011; Schlagermann et al., 2012]. Karasal bitkilere 

kıyasla yüksek yağ (Botryococus braunii, vb.) ya da karbonhidrat (Spirulina 

fusiformis, vb.) biriktirme kabiliyetine sahip olan ve yüksek fotosentetik verime 

ulaşan türlerin varlığı, mikroalgleri biyoyakıt üretimi için ilgi çekici bir hammadde 

haline getirmektedir. Küresel ısınmaya neden olan en önemli sera gazlarında biri 

olan karbondioksitin mikroalgler tarafından kullanılması dolayısıyla mikroalglerden 

elde elden biyoyakıtlar “karbon dostu” olarak nitelendirilmektedirler. 

Mikroalglerin üretimini ışık, sıcaklık, besin konsantrasyonu, oksijen, 

karbondioksit, pH, tuzluluk ve toksik kimyasallar gibi çevresel faktörlerin yanı sıra 

ortamdaki patojen mikroorganizmaların (bakteriler, mantarlar, virüsler)  varlığı ve 

diğer mikroalglerle rekabet edebilme durumu gibi biyolojik faktörler etkilemektedir 

[Williams, 2002]. 

Mikroalglerin kontrollü şartlar altında üretilmesine imkân sağlayan ve çeşitli 

konfigürasyonlarda tasarlanan kapalı sistem fotobiyoreaktörlerin, mikroalg üretimi 

için gerekli ışık yoğunluğunun açık havuzlara nazaran daha iyi sağlanabilmesi, sabit 
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sıcaklıkta işletilebilmesi, besi ortamının takibinin kolay olması ve düşük hacimde 

yüksek biyokütle konsantrasyonu ve bekleme süresin kısa olması gibi pek çok 

avantajı bulunmaktadır. Kesikli ya da sürekli modda çalıştırılabilen bu sistemlerde 1-

500 g/m2·gün biyokütle konsantrasyonuna ulaşılabilinmektedir [Judd et al., 2015].  

Ancak açık sistemlere kıyasla teknik açıdan daha komplike olması, reaktörlerin ışık 

alan yüzeylerine alg tutunması sonucu sistemin ışık geçirgenliğinin azalması, 

biyolojik kirlenmenin meydana gelmesi, oksijen birikimi, reaktör temizliğinin kolay 

olmaması,  enerji gereksinimin fazla olması, yüksek işletim maliyetleri ve yetişmiş 

personel ihtiyacının gerekliliği gibi bir çok dezavantajı barındırmaktadır [Williams 

2002; Mata et al., 2010].  

Açık sistem parkurlu havuzların, kapalı fotobiyoreaktörlere nazaran en büyük 

avantajı düşük ilk yatırım ve işletme maliyetinin yanı sıra kalifiye eleman ihtiyacının 

olmamasıdır. Açık sistemlerin en büyük dezavantajlarından biri, doğa şartlarına karşı 

korumasız olan bu sistemlerde, üretilmesi planlanan mikroalg türü dışında, farklı 

mikroalg türleri veya istilacı bir yapıya sahip protozoa gibi mikroorganizmalar ile 

sistemin kontamine olmasıdır. Ayrıca havuz içinde karışımın ve aydınlanmanın 

yeterli düzeyde sağlanamaması durumunda biyokütle üretiminin yaklaşık olarak 10-

25 g/m2·gün ile sınırlı kaldığı belirtilmektedir [ Shen et al., 2009; Brennan and 

Owende, 2010; Judd et al., 2015].  

Mikroalg üretimini etkileyen en önemli faktörlerden biri de mikroalglerin 

yetiştirileceği su ve besi ortamıdır. Mikroalgler yaşamlarını devam ettirebilmek için, 

karbon ve ışık kaynağının yanı sıra azot, fosfor gibi ana besin maddelerine ve iz 

elementlere (sülfat, magnezyum, potasyum, vb.) ihtiyaç duymaktadırlar [Rippka et 

al., 1979]. Mikroalg yetiştiriciliğinde araştırma ve geliştirme çalışmaları kapsamında 

gübre ve şebeke suyu kullanımı makul karşılanırken büyük ölçekli üretiminde, 

kullanılacak kaynakların çevre üzerinde minimum etki göstermesi ve ekonomik 

olması gerektiği belirtilmektedir. Bu doğrultuda atıksuda mikroalg üretiminin 

ekonomik bir yaklaşım olacağı düşünülmektedir. Atıksu içindeki çeşitli 

mikroorganizmaların, mikroalglerle rekabete girmesi ya da mikroalgleri besi olarak 

kullanması önemli bir problemdir [Menon and Mehta, 2013]. Bu nedenle atıksuyun 

ön arıtımı sağlandıktan sonra mikroalg üretiminde kullanıldığını gösteren çeşitli 

çalışmalar literatürde yer almaktadır [Chinnasamy et al., 2010; Ruiz-Marin et al., 

2010]. Bu çalışmalardan birinde, ikincil atımından geçirilmiş evsel atıksuda, 20 farklı 
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mikroalg türünün yetiştirilmesi incelenmiş, azot ve fosfor giderimlerine bağlı olarak 

biyokütle kompozisyonlarındaki değişim izlenmiştir. Model olarak seçilen türlerin 

%80’inin ikincil arıtılmış atıksuda yaşayabildiği ve lipit sentezinin artması açısından 

en verimli türün kuru biyokütle bazında (KBB) %36 lipit içeriği ile Botryococcus 

braunii olduğu bildirilmiştir [Sydney et al., 2011]. Biyolojik olarak arıtılmış evsel 

atıksu ortamında karışık mikroalg üretimi ve üretilen mikroalglerin biyoyakıt olarak 

kullanılabilirliğinin araştırıldığı bir çalışmada Scenedesmus türü mikroalglerin zaman 

içinde baskın hale geldiği görülmüştür. Çalışmada biyolojik arıtılmış atıksu 

kullanılmasıyla N, P eksikliğinde mikroalglerin strese sokularak lipit biriktirmeye 

zorlandığı ve bu sayede lipit içeriğinin %27 (KBB) olduğu raporlanmıştır [Gürol, 

2013]. 

 

2.1.1.1.  Mikroalglerin Lipit İçeriği 

 

Lipitler, biyolojik orijinli moleküller olup suda çok az ancak polar olmayan 

solventlerde tamamen çözünürler. Lipitler temel olarak; yağ asitleri, triaçilgliseroller, 

fosfolipidler, sphingolipidler ve steroidler olarak sınıflandırılabilirler. Yağ asitleri, 

dallanmamış zincir yapısında ve zincirin sonunda karboksil grubu bulunan 

hidrokarbonlardır. Molekülde, karbon-karbon arasında tek bağ bulunuyorsa doymuş 

(lauric, palmitic, stearic, vb.), çift bağ bulunuyorsa doymamış (oleic, linoleic, 

linolenic, arachidonic, vb.) yağ asidi olarak tanımlanır. Yağ asitlerinin hem fiziksel 

hem de fizyolojik özellikleri karbon zincirinin uzunluğuna ve moleküldeki çift 

bağların sayısına (yağ asidinin doymamışlık derecesine) bağlı olarak değişir ve 

genellikle trigliserid ya da gliserol yapısında yer alırlar. Moleküldeki yağ asidi 

sayısına bağlı olarak trigliserid, digliserid veya monogliserid olarak adlandırılın yağ 

asitleri, biyodizel sentezinde kullanılmaktadırlar. Mikroalgal yağ asitleri genellikle 

12-22 karbonlu, doymuş ya da doymamış formda bulunmaktadırlar. Mikroalg türüne 

bağlı olarak hücre bünyesindeki lipit miktarının kuru biyokütle bazında (KBB) 

%77’ye (Schizochytrium sp.) kadar çıkabildiği belirtilmiştir [Metting, 1996]. 

Mikroalglerin yetiştirilme koşulları da hücre bünyesindeki lipit miktarını önemli 

derecede etkilemektedir. Chlorella vulgaris türü mikroalglerin yetiştirildikleri 

ortamdan azotun alınması (nitrogen starvation) durumunda lipit sentezinin %18’den 

%40’a (KBB) çıktığı belirtilirken, yine Chlorella protothecoides türü mikroalglerin 
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kullanıldığı bir başka çalışmada besi ortamındaki azot ve fosforun azaltılması 

durumunda, hücrelerin lipit sentezin, azot ve fosforun birlikte ortamdan alınmasıyla 

%55,8’e (KBB) çıktığı sadece azot eksikliğinde ise %52,5 (KBB) lipit sentezinin 

gerçekleştiği belirtilmektedir [Illman et al., 2000; Li et al., 2014]. Ayrıca,mikroalgin 

hasatlama evresine bağlı olarak mikroalg bünyesindeki lipit çeşitlerinin (nötral ve 

polar lipitler) de değişim gösterdiği bildirilmektedir [Branyikova et al., 2011]. Aynı 

mikroalg türü için polar lipit sentezinin, logaritmik faza nazaran durgun fazda daha 

az sentezlendiği görülmüştür [Dunstan et al., 1993; Halim et al., 2012]. Mikroalgal 

lipit bileşimleri de yine türden türe farklılık gösterebilmektedir. Francisco ve 

arkadaşları, (2010) farklı mikroalg türlerine ait lipit miktarları ve lipit bileşimlerini 

inceledikleri çalışmada, Chlorella vulgaris’in %27 (KBB) lipit içerdiğini, bu lipitin 

%46,3’ü doymuş, %53,6’sının doymamış yapıda bulunduğunu raporlamıştır. Yine 

aynı çalışmada, Scenedesmus obliquus’un toplam lipit içeriğinin %14,1 (KBB), 

doymuş yağ asidi miktarının toplam lipidin %48,1, doymamış yağ asidi ise %51,8 

oranında bulunduğu, Dunaliella tertiolecta ve Phaeodactylum tricornutum için lipit 

içeriklerinin sırasıyla %17,1 ve %6,3 (KBB) olduğu tespit edilmiştir. Biyodizel 

üretimine en uygun türün çalışılan türler arasında yüksek lipit içeriği nedeniyle 

Chlorella vulgaris olduğu belirtilmiştir [Francisco et al., 2010].  

 

2.1.1.2. Mikroalglerin Karbonhidrat İçeriği 

 

Karbonhidratlar, karbon, hidrojen ve oksijenden oluşan ve ampirik formülü 

Cm(H2O)n olarak verilen biyolojik moleküller olup mikroorganizma bünyesinde 

monomerik ya da polimerik yapıda bulunabilir (Tablo 2.1) [FAO, 1998]. Hücrede 

metabolik ve yapısal fonksiyonlara hizmet etmekte olan karbonhidratlar, fotosentezin 

ilk ürünü olarak diğer biyokimyasalların sentezi için başlangıç noktasını 

oluşturmaktadırlar. Mikroalg hücrelerinde, hücre duvarında selüloz ve hemiselüloz, 

hücre içinde ise genellikle nişasta formunda yer alırlar. 
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Tablo 2.1: Temel karbonhidrat formları. 

 

Sınıf (polimerizasyon 

derecesi) 
Alt grup Bileşenler 

Şekerler (1-2) 

Monosakkaritler Glikoz, galaktoz, fruktoz, xylose 

Disakkaritler Sucroze, laktoz, maltoz, trihaloze 

Pollyoller Sorbitol, mannitol 

Oligosakkaritler (3-9) 

Malto- 

oligosakkaritler 

Maltodextrinler 

Diğer 

ligosakkaritler 

Raffinose, stachyose, frukto-

oligosakkaritler 

Polisakkaritler (>9) 

Nişasta Amiloze, amilopektin 

Nişasta dışı 

polisakkaritler 

Selüloz, hemiselüloz, pektinler, 

hydrokolloidler 

 

Mikroalg türüne ve yetiştirilme koşularına bağlı olarak hücre tarafından 

sentezlenen karbonhidrat türü ve miktarı değişim gösterebilmektedir. Tetraselmis 

suecica türü mikroalgin %11-47 (KBB) arasında değişen oranlarla amilaz ve 

amilopektin içeren nişastayı ürettiği [Williams and Laurens, 2010], Chloroccum türü 

mikroalglerin ise toplam karbonhidrat bazında (TKB) %32,5’nin selüloz ve hemi 

selüloz yapısında olduğu [Harun and Danquah, 2011a] raporlanmıştır. Mikroalglerin 

yetiştirildikleri ortamın hücre tarafından sentezlenen karbonhidrat miktarındaki 

değişimlerin izlendiği çalışmaların birinde model olarak Chlorella türü mikroalg 

kullanılmıştır. Çalışmada ışık yoğunluğunun 215 µmol/m2·s olduğu durumda kuru 

kütle bazında nişasta ihtivasının %8,5 (KBB) olduğu gözlemlenirken, ışık 

yoğunluğunun 330 µmol/m2·s’ye çıkarılması ile nişasta içeriğinin %40’a (KBB) 

ulaştığı görülmüştür [Branyikova et al., 2011]. Ayrıca, karbonhidrat sentezinin en 

çok logaritmik fazın hemen öncesinde sağlandığı [Ho et al., 2013], hücrelerin 

bölünmeye başlamasıyla karbonhidrat sentezinin %45’ten %13’e (KBB) hızla  

düştüğünü belirtilmiştir [Branyikova et al., 2011]. Aynı çalışmada besin ortamından 

sülfürün alınmasıyla mikroalglerin nişasta içeriğinin %60’a (KBB) ulaştığı rapor 

edilmiştir. Scenedesmus obliquus CNW-N isolatı kullanılarak karbonhidratça zengin 

mikroalg üretimi amaçlandığı bir çalışmada mikroalglerin sürekli ve yarı sürekli 

olarak yetiştirilmeleriyle, hücre büyümesi, karbondioksit tutma kapasitesi ve 

karbonhidrat sentezlemesinin değişimi incelenmiştir. Sistemin yarı sürekli 
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çalıştırılması ile karbondioksit tutma hızının (1,55 g/L·gün) ve karbonhidrat 

sentezinin (0,47 g/L·gün) en yüksek değere ulaştığı raporlanmıştır [Ho et al., 2013a]. 

Tablo 2.2’de farklı mikroalg türlerine ait karbonhidrat ve glikoz içerikleri 

görülmektedir. Tablo 2.2’den de görüldüğü gibi mikroalg türüne bağlı olarak, hücre 

yapısında yüksek oranda karbonhidrat bulunabilmektedir, bu durum alglerin 

biyoetanol ve hidrojen (H2) gazı üretiminde kullanılabilecek yeni bir hammadde 

kaynağı olarak dikkat çekmesine neden olmaktadır [Nguyen et al., 2009; Eshaq et al., 

2010; Nguyen et al., 2010].  



 

 

1
0
 

Tablo 2.2: Mikroalg türüne bağlı olarak karbonhidrat, glikoz içerikleri ve biyoetanol dönüşüm oranları. 

 

Tür Karbonhidrat (% (KBB)) Glikoz (% (KBB)) Biyoetanol (% (KBB)) Kaynak 

Chlorella vulgaris 

37   Hirano et al., 1997 

55   Illman et al., 2000 

44   Liang et al., 2009 

51 48 (%93 (TKB))  Ho et al., 2013b 

51 46 (%90 (TKB)) 23 Ho et al., 2013c 

Chlorococum sp. 
33   Ike et al., 1997 

  38 Harun et al., 2010 

Chlorococcum littorale 70   Hu et al., 1998 

Chlorococcum humicola 44 15 52 Harun and Danquah, 2011b 

Chlorococcum infusionum 44 35 26 Harun et al., 2011 

Scenedesmus obliquus 

40   Ho et al., 2010 

52 43 (%82 (TKB))  Ho et al., 2012 

53 40 (%80 (TKB)) 20 Ho et al., 2013a 

Chlamydomonas 

reinhardtii 

60   Hirano et al., 1997 

53   Kim et al., 2006 

60 58 29 Nguyen et al., 2009 

60 48 24 Choi et al., 2010 
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Mikroalg hücresindeki karbonhidrat içeriğinin belirlenmesinde standartlaşmış 

bir yöntem olmamakla birlikte, hücrelerin sülfürik asit ile parçalanmasına dayanan 

Dubois metodu pek çok araştırmacı tarafından kullanılmıştır [Dubois et al., 1956]. 

Bu yöntem ile biyokütledeki toplam monomerik şekerler ve onların metil türevleri 

tespit edilebilmektedir [Pruvost et al., 2011; Sydney et al., 2011]. Bu yöntemin yanı 

sıra yine hücrelerin sülfürik asit ile parçalanma sonrasında anthrone indikatörünün 

ilavesi ile toplam karbonhidrat miktarının ölçüldüğü Anthrone Metodu da pek çok 

araştırmacı tarafından kullanılmaktadır [Choi et al., 2010; Guo et al., 2013]. 

 

2.1.1.3.  Diğer hücresel bileşenler 

 

Proteinler de karbonhidratlar gibi hücrede yapısal ve metabolik fonksiyonlarda 

yer almaktadırlar. Özellikle hücre büyümesini sağladığından proteinler hücre 

metabolizması için en önemli katalistlerdir. Mikroalg biyokütlesindeki proteinler, 

klorofil moleküllerinin bağlı olduğu kloroplastın, ışık absorblama komplekslerine 

yapısal bir iskelet sağlamakta ve lipit membranlarında yer almaktadırlar [Williams 

and Laurens, 2010]. Mikroalg biyokütlesinin protein içeriğinin belirlenmesi için 

standartlaşmış bir analiz yöntemi olmamakla birlikte, hücrenin sodyum hidroksit ile 

parçalanmasına dayanan Lowry metodunun, literatürde sıklıkla kullanıldığı 

görülmektedir [Lowry et al., 1951; Knuckey et al., 2006; Cheng et al., 2010; Pruvost 

et al., 2011; Sydney et al., 2011; Pranowo et al., 2013]. 

Mikroalgler ayrıca hücrelerinde klorofil ve karotenoid gibi pigmentleri de 

içermektedirler. Karotenoidler fotosentezde önemli rol oynamaktadırlar. Işığı 

absorblamaya, fotosentetik komplekslerin yapısı ve fonksiyonunu sürdürmeye, 

reaktif oksijen türlerini uzaklaştırmaya ve fazla enerjiyi dağıtmaya katkıda 

bulunmaktadırlar [del Campo, 2006]. Mikroalglerin klorofil ve karotenoid içeriğinin 

ölçülmesinde ise spektrofotometrik yöntemler kullanılmaktadır. 

 

2.1.2. Mikroalglerin Hasatlanması 

 

Mikroalg biyokütlesinin sudan verimli ve düşük maliyetli bir yöntemle 

ayrıştırılması, mikroalgal biyokütle üretim sürecinin en önemli adımını 

oluşturmaktadır. Algler negatif yüzey yüküne sahip kolloid partiküller olup özgül 
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ağırlıkları suyun yoğunluğuna yakın hatta daha altındadır. Bu özellik alglerin su 

içinde topaklaşmadan askıda kalmalarını sağlar ve aynı zamanda kolayca 

çökmelerini engeller [Shelef et al., 1984; Grima and Belarbi, 2003]. Mikroalglerin 

hasatlanması amacıyla, hücre yüzey yükünün değiştirilmesine dayanan çeşitli ayırım 

yöntemleri (koagülasyon, ultra ses ve mikro dalga uygulamaları, ozonlama, vb.) 

[Moraine et al., 1979; Bosma et al., 2003; Farooq et al., 2013] ve yine hücrenin su ile 

arasındaki yoğunluk farkına dayanan çeşitli yöntemler (çöktürme, santrifüj, 

yüzdürme, vb.) kullanılmaktadır [Heasman et al., 2000; Zimmerman et al., 2011]. 

 

2.1.2.1.  Geleneksel Hasatlama Yöntemleri 

 

Geleneksel ayırma yöntemlerinden biri olan çöktürme işlemi, mikroalglerin 

bulundukları su ortamından ayrıştırılmasında kullanılan bir yöntemdir. Belli koşullar 

altında bazı tür mikroalgler tarafından üretilen polimerli enzimlerin, hücrelerin 

kendiliğinden kümeleşmesini sağladığı ve bu sayede çökelme eğilimin arttığı [Garcia 

et al., 2000] bilinmekle birlikte, suda askıda kalma eğiliminde olan türler için 

koagülant eklemeden sadece yer çekimi etkisiyle çökelmenin sağlanması neredeyse 

imkânsızdır [Shelef et al., 1984]. Mikroalg çözeltisine anyonik/katyonik 

polielektrolit, organik kil gibi çeşitli koagülantlar eklenmesiyle kümeleşme- 

yumaklaşmanın sağlanabildiği, ağırlaşan bu yumakların çöktürülmesiyle  %100 

hasatlama verimliliğine ulaşılabildiğini bildiren çalışmalar [Farooq et al., 2013; Lee 

et al., 2013] olmakla birlikte, yumaklaşma sonrası yüzdürme (çözünmüş hava 

flotasyonu) ile mikroalglerin %90’ının hasatlanabildiği [Chen et al., 1998] ve 

santrifüjle ayırma gibi yöntemlerin kullanılmasıyla da yeterli hasatlama verimliliğine 

ulaşılabileceğini bildiren çalışmalar da mevcuttur [Moraine et al., 1979; Shelef et al., 

1984; Borowitzka, 1992]. Koagülasyon-flokülasyon yönteminin en büyük 

dezavantajı, kimyasal madde kullanımının alg kütlesinin kirlenmesine neden olması 

ve  sonraki lipit ayırma ve biyoyakıt üretim basamaklarını olumsuz yönde 

etkilemesidir [Estevez et al., 2001; Mojaat et al., 2008; Kim et al., 2013].  

Geleneksel koagülasyon yöntemlerinden farklı olarak Gao ve arkadaşları, 

(2010) elektrokuagülasyon yöntemini kullanarak mikroalglerin hasatlanmasını 

amaçlayan çalışmalar yürütmüştür. Alüminyum elektrot kullanılarak gerçekleştirilen 
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çalışmada Microcystis aeruginosa’nın sudan ayrıştırılmasında %100 hasatlama 

verimine ulaşıldığı raporlanmıştır. 

Diğer bir hasatlama yöntemi olarak kullanılan flotasyon, çözelti içinde 

dağılmış durumdaki hava baloncukları ile mikroalg hücrelerinin temasının 

sağlanması ve mikroalglerin bu baloncuklar ile birlikte su yüzeyine taşınmasından 

ibarettir [Brennan and Owende, 2010; Uduman et al., 2010]. Genel olarak flotasyon 

veriminin, flotasyon için oluşturulan baloncuğun büyüklüğü ile bağıntılı olduğu 

bilinmektedir. Baloncuk boyutunun küçülmesiyle yüzey alanı/hacim oranı 

büyümekte bu sayede baloncuğun partikül taşıma kapasitesini önemli miktarda 

artmaktadır. Ayrıca küçük boyutlu baloncukların durağanlığını daha uzun 

koruyabildiği [Zimmerman et al., 2011], yüzeye yükselmesinin daha yavaş olduğu ve 

bu esnada baloncuğun mikroalg ile temasının artarak mikroalglerin flotasyonuna 

imkan sağladığı bildirilmiştir [Hanotu et al., 2012; Kim et al., 2013]. Baloncuk 

büyüklüğünün yanı sıra, mikroalglerin yüzey yükü ve hidrofobisitesi de hücre ve 

baloncuk arasındaki etkileşim açısından önemlidir. Ayrıca mikroalg büyüklüğünün 

de flotasyonun başarılı olması açısından oldukça önemli olduğu ve 500 nm’den daha 

küçük türlerin bu yöntemle hasatlanabildiği raporlanmıştır [Matis et al., 1993; 

Uduman et al., 2010]. 

Bir başka ayırım yöntemi olarak kullanılan santrifüj yönteminde biyokütlenin 

geri kazanım hızı, hücrelerin çökelme karakterine, santrifüj hızına, sıcaklığına ve 

süresine bağlı olarak değişmektedir [Brennan and Owende, 2010; Uduman et al., 

2010; Rawat et al., 2013]. Santrifüj oldukça çabuk (2-5 dk) ve yüksek verimli (%80-

90) bir sistem olmasına karşın ilk yatırım ve işletim maliyeti yüksektir. Laboratuar 

ölçekli gerçekleştirilen mikroalg hasatlama çalışmalarında santrifüj uygulamalarının 

sıklıkla kullanıldığı görülmektedir [Prabakaran and Ravindran 2011; Bai et al., 2013; 

Piasecka et al., 2014]. Heasman ve ark (2000), 10 farklı mikroalg türü üzerinde üç 

farklı santrifüj koşulunun denendiği hasatlama çalışmada, 13.000 g’de %95’ten daha 

fazla hücrenin geri kazanımının sağlandığını raporlamıştır. Ancak bazı mikroalg 

türlerinde (Oscillatoria redekei, Anabaena flos-aquae vb.) hücre içi gaz 

keseciklerinin olması, bu tür mikroalglerin santrifüj yöntemi ile sudan ayrılmasını 

engellemektedir. 

Mikroalglerin hasatlanmasında, mikroalg türü ve büyüklüğüne bağlı olarak, 

titreşimli elek filtreler ve mikro filtreler kullanılabileceği bildiren çalışmalar, 
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kullanılacak filtrenin elek açıklığının bu yöntemin kullanılmasında en etkin 

parametre olduğunu belirtmektedir [Shelef et al., 1984; Wilde et al., 1991]. Bu 

yöntemle mikroalglerin sudan ayrıştırılması, filtrelere basınç ya da vakum 

uygulanması ile mümkün olabileceği belirtilmektedir [Grima et al., 2003]. 

Mikroalglerin hasatlanmasında geleneksel filtrasyon sistemleri 70 μm den daha 

büyük türler (Coelastrum proboscideum, Spirulina platensis) için uygulanabilirken 

[Grima et al., 2003], 30 μm den daha küçük türlerin (Chlorella sp., Duaniella sp., 

Scenedesmus sp.) hasatlanması için uygun olmadığı belirtilmiştir [Mohn, 1980; 

[Brennan and Owende, 2010; Pittman et al. 2011; Chen et al., 2011; Rawat et al., 

2013]. Bununla birlikte, 30 μm’den daha küçük türlerin hasatlanması için membran 

teknolojileri, mikro ya da ultra filtrasyon yöntemleri, klasik filtrasyona alternatif 

olarak önerilmektedir [Petrusevski et al., 1995; Grima et al., 2003]. Mikroalg 

hasatlanmasında membran kullanımının incelendiği bir çalışmada, reaktör içindeki 

besi ortamının batık membran filtrasyonu kullanılarak yenilenmesi ve bu sayede 

mikroalgal biyokütle konsantrasyonunun arttırılabiliceği belirtilmiştir. Özellikle 

biyolojik arıtımış evsel atıksu gibi düşük besi içeriğine sahip besin ortamlarında, 

yoğun mikroalgal biyokütle üretiminin sürekli sistem batık membran filtrasyonu 

kullanılarak sağlanacağı raporlanmıştır [Gürol, 2013]. Ancak filtrasyon 

yöntemlerinin santrifüj yöntemine nazaran daha çok enerji ve yüksek işletme 

maliyeti gerektirdiği belirtilmektedir [Petrusevski et al., 1995].  

Son zamanlarda çeşitli şekillerde sentezlenen manyetik mikro ve nano 

parçacıkların kullanıldığı manyetik alan ile ayırma yöntemi de mikroalglerin 

hasatlanmasında kullanılan bir başka ayırma yöntemidir [Cerff et al., 2012; Lim et 

al., 2012; Prochazkova et al., 2013]. Bu çalışmalardan birinde, demir sülfattan 

(FeSO4·7H2O) alkali şartlarda (pH 11-12), mikrodalga kullanılarak manyetik mikro 

parçacık sentezlenmiştir ve sentezlenen bu parçacıkların Chlorella vulgaris’in 

hasatlanmasında %95 başarı ile kullanıldığı raporlanmıştır [Prochazkova et al., 

2013]. 

Yukarıda da bahsedildiği gibi hasatlama yöntemlerinin kendi aralarında 

kıyaslandığında çeşitli avantaj ve dezavantajlarının olduğu görülmektedir. Bu 

bakımdan seçilecek hasatlama yönteminin hem uygulanabilir hem de büyük çaptaki 

uygulamalar için ekonomik olması önem kazanmaktadır. 
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2.1.2.2.  Mikroalglerin Hasatlanmasında Ozon Kullanımı 

 

Ozon bilinen en kuvvetli oksidantlardan biri olduğu ve  ozonlamanın çeşitli 

mikroorganizmaların membran yapısına zarar verdiği,  membran yapısının tamamen 

parçaladığı ve ozon dozunun artması ile hücre ve hücre içi materyalin tamamen 

parçalanmasına neden olduğu bilinmektedir [Paralkar and Edzwald, 1996; Dytczaka 

et al., 2007; Zhang et al., 2009; Cheng et al., 2012]. Aynı durumun mikroalg 

hücreleri için de geçerli olduğu bildirilmiştir [Miao and Tao, 2009; Hoeger et al. 

2002; Huang et al., 2006; Hammes et al., 2007]. Benoufella ve arkadaşları, (1994) 

Microcystis türü mikroalglerin sudan uzaklaştırılması amacıyla gerçekleştirdiği 

çalışmada, mikroalg başına uygulanan ozon dozunun düşük tutulmasıyla hücre 

stabilitesinin zarar gördüğü ve koagülasyon veriminin arttığını raporlamıştır. Bu 

durum ozonun mikroalglerin sudan ayrıştırılmasında kullanılabilinecek yeni bir 

hasatlama yöntemi olarak ele alınmasını sağlamıştır. Literatürde yer alan 

çalışmalarda ozon uygulaması tek başına bir hasatlama yöntemi olarak değil, 

koagülasyon-flokulasyona ya da flotasyon yardımcı olarak kullanıldığı 

görülmektedir. Chen ve ark (1998), flotasyon işlemi sırasında “hava” kullanılmasının 

alglerin yüzey yüklerini etkilemediğini, bu nedenle hücrelerin birbirini itme 

eğiliminin devam ettiğini ve sonuç olarak flotasyon veriminin düşük olduğunu ve 

hava yerine ozon kullanılmasıyla mikroalg yüzey yükünün değiştirilebilindiği 

[Cheng, 2010] ve bu sayede flotasyonla hasatlama veriminin %95’in üzerine çıktığı 

raporlanmıştır [Nguyen et al., 2013]. Mikroalglerin hasatlanmasında koagülasyon-

flokulasyona yardımcı olarak ozon kullanılan çalışmaların ortak sonucu, ozonlama 

ile kolloidlerin stabilitesinin yanı sıra hücre metabolizmasının değişmesi ve hücresel 

parçalanmaların meydana gelmesidir [Paralkar ve Edzwald, 1996; Chen et al., 2009; 

Li et al., 2011].  

Düşük ozon dozlarında, hücre dışı organik madde (EOM) salınımının arttığı 

[Li et al., 2011] ve bu materyalin anyonik ve iyonik olmayan polielektrolit [Paralkar 

and Edzwald, 1996] gibi davranarak flokulasyona yardımcı davranış gösterebileceği 

belirtilmektedir. Yüksek ozon dozlarında meydana gelen hücresel parçalanma 

neticesinde ise çözeltiye hücre içi organik maddelerin de (lipit, protein, vb.) salındığı 

belirtilmiştir [Henderson et al., 2010; Cheng et al., 2010; Cheng et al., 2011]. 

Mikroalg bünyesinden çözeltiye taşınan proteinin, biyo-polimer gibi davranarak, 
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flotasyon baloncuğuyla hücrelerin temasını arttırdığı, bu sayede flotasyon verimini 

pozitif yönde etkilendiği raporlanmıştır [Cheng et al., 2010; Cheng et al., 2011]. 

Benzer şekilde bir başka araştırma grubu, Chlorella vulgaris ve Secenedesmus 

obliquus FSP-3 türlerinin hasatlanmasında ozon-flotasyon yöntemini kullanmışlardır. 

Chlorella vulgaris için 0,005-0,03 g O3/g biyokütle ve Senedesmus obliquus FSP-3 

için 0,2-0,5 g O3/ g biyokütle ozon dozunda flotasyonun oldukça verimli olduğu ve 

Secenedesmus obliquus FSP-3 hasatında Chlorella vulgaris’e nazaran daha etkili 

olduğu raporlanmıştır [Cheng et al., 2010; Cheng et al., 2011]. Aynı araştırma grubu, 

düşük dozda uygulanan ozonun, hücre içi (lipit, protein, vb.) organik maddeleri hücre 

dışına çıkarıp yüzey aktif madde gibi yüzeyde toplanmasına imkân sağladığı 

bildirilmiştir [Cheng et al., 2011]. 

Literatürde yer alan bazı çalışmalarda ozonlama neticesinde parçalanan ve 

hücrelerden çözeltiye taşınan hücre içi organik materyalin yine ozonla reaksiyona 

girdiği ve hücrelerin parçalanma verimini düşürdüğü [Li et al., 2011] ve yüksek ozon 

(0,5-2,1 mg/L O3) dozunda hücre dışı organik yapıların zarar gördüğü ve 

flokulasyonu engellediği de belirtilmektedir [Chen et al., 2009]. 

Mikroalglerin hasatlama öncesi ozonla ön oksidasyonun, mikroalg hasatlama 

verimini önemli oranda arttırdığı belirtilmektedir. Henderson et al., [2010] 

Scenedesmus quaricauda türü mikroalglerin ozonla ön oksidasyonu sonrasında sudan 

ayrıştırma verimin %75’ten %93’e çıktığını raporlamıştır. Benzer şekilde Nguyen ve 

arkadaşları, (2013) ve Pranowo ve arkadaşları, (2013) Chlorella türü mikroalglerin 

ön oksidasyonunda O3 ve O3/H2O2 kullanımını ve bu işlemin hasatlama verimi 

üzerindeki etkilerini araştırmışlardır. Nguyen ve ark (2013) ön oksidasyonu 

gerçekleşirmiş mikroalg çözeltisine katyonik yüzey aktif madde, Pranowo ve 

arkadaşları, (2013) ise organik kil (chitosan) ve polialüminyumklorür (PACl) 

ekleyerek flokulasyonu sağlamış, ardından flotasyonla mikroalglerin hasatını 

gerçekleştirmiştir. Ozon kullanılmasıyla hasatlama verimini %76,4’ten %95’e çıktığı 

raporlanmıştır [Nguyen et al., 2013]. Ayrıca ozon dozunun artması ile çözeltinin 

bulanıklığında azalma meydana geldiği, çözeltideki çözünmüş organik karbon, 

protein ve polisakkarit konsantrasyonlarının da arttığı belirtilmiştir. [Nguyen et al., 

2013; Pranowo et al., 2013].  
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2.1.2.3.  Mikroalglerin Hasatlanmasında Ultrases Kullanımı 

 

Ultrases dalgaları tarafından sıvı faz içinde yaratılan titreşimin, suda bulunan 

parçacıkların birbirlerine doğru hareket etmesini sağladığı ve bu sayede bir araya 

toplanan parçacıkların sudan ayrılmasını (çöktürülmesinin ya da flotasyonun) 

kolaylaştırdığı bilinmektedir [Lee et al., 2001; Zhang et al., 2009; Heng et al., 2009]. 

Ayrıca ultrases kullanılması ile hücre içindeki gaz keseciklerinin parçalandığı ve bu 

sayede hücrelerin çökelme kapasitesinin arttığı da belirtilmektedir [Walsby, 1992; 

Lee et al., 2001; Zhang et al., 2009]. Ultrases, bu özellikleriyle, mikroalglerin 

hasatlanmasında kullanılabilecek alternatif bir yöntem olarak, özellikle son yıllarda 

dikkat çekmeye başlamıştır.  

Mikroalglerin hasatlanmasında ultrases kullanımının araştırıldığı bir çalışmada, 

Monodus subterraneus UTEX 151 içeren mikroalg çözeltisine uygulanan ultrases 

frekansının arttırılıp (2,1 MHz) dalga büyüklüğünün düşürülmesi ile mikroalg 

hücrelerin yumaklaştığı ve ağırlaşan yumakların çökerek su ortamından ayrılmasının 

sağlandığı raporlanmıştır [Bosma et al., 2003]. Ayrıca, mikroalg çözeltisine 

uygulanan ultrases frekansının düşürülüp (20 kHz), dalga büyüklüğünün 

arttırılmasıyla da hücre yapısında ve hücre içi gaz keseciklerinde parçalanmaların 

meydana geldiği ve bu sayede hücrelerin suda asılı kalma yetisinin engellenerek 

hasatlanmasının sağlandığını belirten çalışmalarda mevcuttur [Mason and Peters, 

2002; Bosma et al., 2003; Koda et al., 2009; Lecina et al., 2015]. Lecina ve 

arkadaşları, (2015), Arthrospira fusiformis siyonabakterinin hasatlanmasında düşük 

ses frekansına (20 kHz, 40 W) sahip ultrases uygulamalarının etkinliğini araştırmış 

ve on saniye gibi kısa sürelerde bile ultrases uygulamasının etkin olduğunu 

raporlamıştır. Ultrases uygulanan mikroalg çözeltilerinde 4 saat sonunda %90 hücre 

çökelmesi gözlemlenirken ultrases uygulanmayan çözeltide 5 saat sonunda dahi 

herhangi bir çökelme görülmediği bildirilmiştir. Ultrases uygulamasının bir ön 

hasatlama yöntemi olarak kullanılabilineceği ve farklı türler için farklı güç ve 

yoğunluklarda çalışmaların gerçekleştirilebilineceği raporlanmıştır [Lecina et al., 

2015]. 

Mikroalglerin hasatlanmasında ultrases uygulamaları koagülasyon-flokulasyon 

yöntemine yardımcı bir proses olarak da kullanıldığı görülmektedir. Zhang et al., 

[2006] Spirulina platensis hasatlanmasında ultrasesin polialüminyum klorit (PAC) 



18 

 

ile birlikte kullanıldığı bir çalışma gerçekleştirmiştir. Bu çalışmada kısa süreli (5 

saniye) ultrases (48 W, 80 kHz) uygulanmalarıyla flokülasyon veriminin arttığı, 

koagülant madde gereksiniminin %30 oranında azaldığını ve hasatlama veriminin 

%100’e ulaştığı belirtilmiştir. Aynı araştırma grubu, Microcystis aeruginosa’nın 

hasatlanmasında da benzer bir prosedür izlemiş ve bu tür içinde hasatlama veriminin 

ultrases uygulanması ile arttığı ve özellikle PAC konsantrasyonun düşürülmesi ile bu 

etkinin daha net ortaya çıktığını raporlamıştır [Zhang et al., 2009]. Bu çalışmaya 

oldukça benzer bir başka çalışmada ultrases (40 W) ile birlikte kullanılan 

polialüminyum hidroksikloritin hasatlama verimin arttığından bahsedilmektedir [Shi 

et al., 2008]. Heng ve ark ., (2009), gerçekleştirdikleri çalışmada ise demir klorür ile 

birlikte ultrases kullanımının koagülasyona olan etkisini araştırmıştır. Ultrasesin 15 

saniye boyunca 40 kHz’de ve 60 W gücünde ve 10 mg/L demir klorür ilavesi ile 

birlikte uygulanmasıyla koagülasyon veriminin, direkt koagülasyona nazaran %12,4 

oranında arttırdığını bildirmişlerdir. Ayrıca son zamanlarda mikroalglerin 

hasatlanmasında kullanılan manyetik mikro parçacıkların ultrases ile birlikte 

kullanılması durumunda %100 hasatlama veriminin sağlandığı bildirilmiştir 

[Prochazkova et al., 2013]. 

Ultrasesin, hücre membranı ve bütünlüğü üzerindeki parçalayıcı etkisi, 

hücreden değerli organik maddelerin (protein, karbonhidrat, lipit vb) 

ekstraksiyonunda kullanılmasına olanak sağladığı belirtilmektedir [Meijer and 

Wijffels, 1998; Cravotto et al., 2008; Prabakaran and Ravindran, 2011; Koberg et al., 

2011; Gerde et al., 2012]. Bu konuda yapılan çalışmalarla ilgili detaylı bilgi Bölüm 

2.2.1 ve Bölüm 2.3.1.1.2’de verilmektedir. 

 

2.2. Lipit Ekstraksiyonu ve Biyodizel Üretimi 

 

2.2.1. Lipit Ekstraksiyonu 

 

Bünyelerinde yüksek oranlarda (%80 (KBB)) lipit depolayabilmesiyle 

mikroalgler biyodizel üretimi için uygun bir kaynak olarak görülmektedir [Metting, 

1996]. Özelikle son yıllarda pek çok araştırmacı bu canlılardan lipit ekstraksiyonu ve 

elde edilen lipitin biyodizele dönüştürülmesi konusunda çeşitli çalışmalar 
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yürütmüşlerdir [Illman et al., 2000; Lewis et al., 2000; Shen et al., 2009; El-Moneim 

et al., 2010]. 

Mikroalg bünyesinde lipitler nötral (triaçilgliseritler) ve polar (fosfolipitler, 

glikolipitler) olmak üzere iki farklı yapıda bulunmaktadır. Nötral lipitler genellikle 

hücre içi depo materyali olarak bulunmakta ve bu lipitlerin hücreden ekstraksiyonu 

non-polar solventler (kloroform, dietileter, hekzan, vb.) kullanılarak sağlanmaktadır. 

Diğer taraftan polar lipitlerin ekstraksiyonunda, hücre membran yapısında bulunan 

hidrojen bağlarını ve diğer  elektrostatik kuvvetleri yenecek özelliklere sahip olan 

daha polar çözücülerin (metanol, isopropil alkol, vb.) kullanılmasını gerektirmektedir 

[Christie, 1993; Ferraz et al., 2004]. Mikroalglerden lipit ekstraksiyonunu; model 

olarak seçilen mikroalgin hücre yapısı, kullanılan hücre parçalama metodu ve 

ekstraksiyonda kullanılan solvent türü önemli oranda etkilediği bilinmektedir. 

Solvent çeşitliliğinin mikroalglerden lipit ekstraksiyonu üzerindeki etkisinin 

incelendiği çalışmalardan birinde El-Moneim ve ark (2010), sekiz farklı mikroalg 

türünde, hekzan/eter ve kloroform/metanol (K/M) kullanımını karşılaştırmıştır. 

Çalışmada en yüksek lipit ekstraksiyon verimi her tür için, K/M kullanılması ile 

sağlandığı ve bu solvent karışımının kullanılmasıyla %2,5-12,5 (KBB) aralığında 

lipit ekstraksiyon verimi elde edilirken, hekzan/eter kullanıldığında ekstraksiyon 

veriminin %2,3-3,5 (KBB) aralığında kaldığı raporlanmıştır.  

Lipit ekstraksiyon verimin arttırılması amacıyla; otoklav, mikrodalga, Fransız 

presi, bilye mikser (bead-beating), ıslak öğütme, osmotik şok, süper kritik sıvı ve 

yüksek ısı, gibi çeşitli hücre parçalama metotlarının kullanıldığı çeşitli çalışmalar 

mevcuttur [Lewis et al., 2000; Shen et al., 2009; Lee et al., 2010; Prabakaran and 

Ravindran 2011]. Bu çalışmalardan birinde Shen ve ark (2009) Scenedesmus 

dimorphus ve Chlorella protothecoides türlerinden lipit ekstraksiyonunu arttırmak 

amacıyla çeşitli hücre parçalama yöntemlerini ve solvent çeşitliliğini (hekzan ve 

hekzan/metanol karışımı) karşılaştırmıştır. Scenedesmus dimorphus için en yüksek 

lipit ekstraksiyon verimi ıslak öğütme yöntemi ile sağlanırken Chlorella 

protothecoides için bilye mikser yönteminin daha etkin olduğunu raporlamıştır. 

Benzer şekilde Lee ve arkadaşları, (2010) Chlorella vulgaris, Botryococcus türü ve 

Scenedesmus türü mikroalglerin model olarak kullanıldığı lipit ekstraksiyonu 

çalışmalarında, Botryococcus türü için en yüksek lipit ekstraksiyon verimi bilye 
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mikser ve mikrodalga, Chlorella vulgaris için otoklavlama ve mikrodalga, 

Scenedesmus türü için ise mikrodalga uygulamaları ile elde edildiğini bildirilmiştir.  

Mikroalglerden lipit ekstraksiyonuna yardımcı olarak son yıllarda kullanılmaya 

başlanılan bir diğer hücre parçalama metodu ise ultrases uygulamasıdır. Düşük ses 

frekansında (40 kHz ve daha düşük), yüksek ultrases gücünde hücrelerin parçalandığı 

bu sayede hücre içi materyalin ekstraksiyon veriminin arttığını belirten pek çok 

araştırma mevcuttur [Mason ve Peters, 2002; Bosma et al., 2003; Koda et al.,2009]. 

Mikroalglerden lipit ekstraksiyonunda ultrases uygulamalarının geleneksel 

hücre parçalama yöntemleri ile karşılaştırıldığı bir çalışmada Chlorella türü, Nostoc 

türü ve Tolypothrix türü mikroalgler kullanılmış ve ultrases (50 Hz, 15 dk) 

uygulamasının bu konuda en etkin yöntem olduğu belirtilmiştir. Ayrıca çalışmada en 

yüksek lipit içeriğine sahip mikroalg türünün %22 (KBB) ile Chlorella türü olduğu 

raporlanmıştır [Prabakaran and Ravindran, 2011]. Chlorella protothecoides türü 

mikroalglerden lipit ekstraksiyonunda ultrases ve mikrodalga uygulamalarının 

karşılaştırıldığı bir çalışmada ise, 500 W, 20 kHz, 90 saniye ultrases gücünde, en 

yüksek ekstraksiyon veriminin %42 (KBB) elde edildiği belirtilmiştir. Çalışmada ve 

her iki parçalama tekniğinin kullanılmasının yağ asidi bileşimindeki doymuş yağ 

asidi yüzdesini arttırdığı görülmüştür [Piasecka et al., 2014]. Ultrases uygulamasının, 

klasik homojenizasyon ve ultrases destekli homojenizasyonun sistemleri ile 

karşılaştırıldıkları çalışma Chlorella vulgaris kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Ultrases destekli homojenizasyon sisteminin kullanılması ile lipit ekstraksiyon 

veriminin önemli oranda arttığı ve %23,7 lipit (KBB) elde edildiği bildirilmiştir. 

[Park et al., 2015]. 

Ultrases sonrasında dietileter [Mecozzi et al., 2002], etanol [Wiyarno et 

al.,2010; Wiyarno et al.,2011], n-hekzan [Cravotto et al., 2008; Wiyarno et al., 2010; 

Ranjan et al., 2010; Wiyarno et al., 2011], kloroform/metanol karışımı [Lee et 

al.,2010; Ranjan et al.,2010; Araujo et al.,2011] gibi çeşitli solventlerin lipit 

ekstraksiyon verimi üzerindeki etkisinin incelendiği pek çok araştırma literatürde yer 

almaktadır. Mecozzi ve arkadaşları, (2002) deniz mikroalg türlerinden lipit 

ekstraksiyonunda ultrases destekli solvent kullanımını araştırmıştır. Çalışmada 

ultrases sonrası dietileter kullanılması ile metanol’a nazaran daha yüksek lipit 

kazanım verim elde edildiği belirrtilmiştir. Benzer şekilde Cravatto ve arkadaşları, 

(2008) deniz mikroalglerinin parçalanması amacıyla düşük frekanslı ultrases (25 
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kHz, 60 W) uygulamalarının ardından hekzan kullanımının, lipit ekstraksiyon verimi 

üzerindeki değişimini inceleyerek ultrases uygulanmasıyla bu verimin %4,8’den 

%25,9’a (KBB) çıktığını raporlamıştır. Wiyarno ve arkadaşları, (2010) 

Nannochloropsis türlerinden ultrases destekli lipit ekstraksiyonunda, aynı lipit verimi 

için etanol kullanımının n-hekzana nazaran daha yüksek sıcaklığa ve daha uzun 

ultrases uygulama süresine ihtiyaç duyduğunu belirtmiştir. Joyce ve arkadaşları, 

(2014) Dunaliella salina, Chlamydomonas concordia ve Nannochloropsis oculata 

türü mikroalglerin hücre duvarlarının parçalanmasında ve lipit ekstraksiyonunda 20 

kHz (0,086 W/cm3) ultrases kullanmıştır. Ultrases uygulamasının kalın ve dirençli 

hücre duvarına sahip türlerde bile hücre duvarını parçalamaya muktedir olduğu ve bu 

sayede lipit ekstraksiyon veriminin arttığı belirtilmiştir. Ultrases sonrasında n-hekzan 

ile lipit ekstraksiyonunun gerçekleştirildiği bir başka çalışmada ise üç farklı mikroalg 

türü kullanılmıştır. Mikroalg içeren solvent ortamına ultrases uygulanması ile 

Thalassiosira fluviatilis’den %40, Thalassiosira pseudonana’dan  %39,5 ve 

Chlorella minutissima türü mikroalglerden %15,5 (KBB) lipit ekstraksiyonunun 

sağlandığı raporlanmıştır. Literatürle yapılan karşılaştırma sonrasında ultrases 

kullanılmasının lipit ekstraksiyon verimini önemli oranda arttırdığı belirtilmiştir 

[Neto et al., 2013]. Ultrases destekli lipit ekstraksiyonunun homojenizasyon 

yöntemiyle karşılaştırıldığı bir çalışmada ise çeşitli solvent sistemleri (etanol, 

hekzan, 2:1 ve 1:2 K/M karışımları) kullanılarak lipit ekstraksiyonu verimi 

arttırılmaya çalışılmıştır. En yüksek lipit ekstraksiyonu %19  (KBB) olarak, 40 kHz, 

34,7 W/L ve 20 dk ultrases uygulanmasıyla ve 2:1 K/M karışımının kullanılmasıyla 

elde edildiği raporlanmıştır. [dos Santos et al., 2015]. 

Hücresel parçalanmada etkisi kanıtlanan ozonlamada, son yıllarda 

mikroalglerden lipit ekstraksiyonuna yardımcı olarak kullanılmaya başlanmış yeni 

bir yöntemdir. Komolafe ve arkadaşları, (2014) Ozon-flotasyon yöntemini kullanarak 

Desmodesmus türü ve karışık mikroalg kültürlerinin hasatlanması aynı zamanda ozon 

uygulamasının lipit ekstraksiyonuna ve yağ asidi metil esteri (YAME) 

kompozisyonuna olan etkisini incelenmiştir. Ozon dozu 0,4-1,0 g O3/g biyokütle 

aralığında tutulduğu çalışmada, lipit ekstraksiyon verimin Desmodesmus türünün 

baskın olduğu kültürde %20’den %26 (KBB) arttığı gözlemlenirken, karışık kültürün 

kullanıldığı diğer reaktörde ozon-flotasyonun, lipit ekstraksiyonunu olumsuz yönde 

etkilediği raporlanmıştır. Ayrıca, Ozon-flotasyon uygulanması ile YAME 



22 

 

içeriğindeki doygunluk derecisinin (doymuş yağ asidi içeriğinin) yükseldiği ve 

böylece üretilen biyodizelin oksidatif stabilite değerinin artmasının sağlandığı 

belirtilmiştir [Komolafe et. al., 2014]. Benzer şekilde gerçekleştirilen bir başka 

çalışmada Oscillatoria ve Cyclotella türü mikroalglerin baskın olduğu karışık 

mikroalg kültürünün hasatlanmasında ve lipit ekstraksiyonunda ozon-flotasyon 

yöntemi kullanılmıştır [Velasquez-Orta et al., 2014]. En yüksek hasatlama verimi 

0,23 g O3/g kuru biyokütle dozunda %79,6 olarak elde edilmiştir. Çalışmada 0,12 g 

O3/g kuru biyokütle ozon kullanılması ile hücrelerden ekstrakte edilen lipit 

miktarının iki kat ve YAME dönüşüm veriminin ise yaklaşık olarak %38 oranında 

arttığı belirtilmiştir. Ozon-flotasyonda kullanılan ozon dozunun arttırılması ile lipidin 

YAME içeriğindeki doygunluk derecesinin önemli miktarda arttığı (%1,1) ancak 

ozon dozunun arttırılması ile ekstrakte edilen lipit miktarının azaldığı raporlanmıştır 

[Velasquez-Orta et al., 2014]. 

Ozonlama, basınçlı ozonlama ve ultrases yöntemlerinin, hücresel parçalanma 

ve lipit ekstraksiyonu üzerindeki etkilerinin karşılaştırıldığı bir çalışmada, Chlorella 

vulgaris kullanılmıştır [Huang et al., 2014]. Uygulanan bu parçalama yöntemleri 

sonrasında sıvı-sıvı ekstraksiyonu ile çözeltiden lipit ekstraksiyonu sağlanmıştır.  

Klasik ozonlama (12 mg/L, 60 dk) ile hücrelerden %5 (KBB) oranında lipit ekstrakte 

edilirken, ultrases (20 kHz, 360 W) kullanılması ile %21 (KBB)  lipit ekstraksiyonu 

sağlanmıştır. Hücre çözeltisinin bir kolon içinde yer aldığı basınçlı ozonlama 

sisteminde ise 0,6 MPa basınçta O3 gazı (2 mg/L, 37 dk) verilmesi ile en yüksek lipit 

ekstraksiyon verimi (%27 (KBN)) elde edilmiştir. Çalışmada basınçlı ozonlama ve 

klasik ozonlama yöntemlerinin kullanılması ile YAME içeriğindeki doymuş yağ 

asidi miktarının arttığı bildirilmiştir. Bu durumun ozonun YAME içeriğindeki çift 

bağları kırmasından kaynaklanabileceği belirtilmiştir. Fiziksel bir parçalanma 

sağlayan ultrases kullanımının doymuş yağ asitleri üzerine bir etkisinin olmadığı 

raporlanmıştır.  Ancak, ozonlamanın hücrelerden dışarı salınan klorofili 10 dakika 

gibi kısa bir sürede hızla parçaladığını ve bu nedenle klorofil ekstraksiyonu için 

uygun bir yöntem olmadığını raporlamıştır [Huang et al., 2014]. 

Lin ve Hong, (2013), Chloroccoccum aquaticum türü küçük hücre boyutuna 

(1-10 µm) sahip mikroalglerin hasatlanmasında ve lipit ekstraksiyonunda klasik kum 

filtrasyonu ile ozonlamanın birlikte ve ayrı ayrı kullanımı araştırılmıştır. Öncelikle 

mikroalg içeren çözelti kum filtresinden geçirilmiş ve filtre yüzeyinde biyokütlenin 



23 

 

tutulması (hasatlanması) sağlanmıştır. Devamında kum yatağının altından 2 L/dk 

debi ile %1,5 O3 içeren gaz karışımı 2 dakika süreyle verilerek hücresel parçalanma 

gerçekleştirilmiştir. Daha sonra kum yatağının üzerine metil alkol ilavesi yapılarak 

lipitin alkol fazına geçmesi sağlanmıştır. Kum filtrasyonu ile %87’lik biyokütle 

tutulma verimi, %15,7 oranında lipit ekstraksiyon verimi elde edilmiştir [Lin and 

Hong, 2013]. 

 

2.2.2. Biyodizel Üretimi 

 

Biyodizel; genellikle triaçilgliseritlerin ve serbest yağ asitlerinin, bir katalizör 

eşliliğinde kısa zincirli bir alkolle (metanol, etanol) transesterifikasyon reaksiyonu ile 

üretilmektedir. Transesterifikasyon reaksiyonu, birbirini takip eden geri dönüşümlü 

üç adımdan oluşmaktadır. Trigliseritlerin digliseritlere, digliseritlerin 

monogliseritlere, monogiliseritlerin ise ester(biyodizel) ve yan ürün olarak gliserole 

dönüşmesiyle oluşur (Şekil 2.1). 

 

  
 

Şekil 2.1: Trigliseritlerin transesterifikasyonu (genel reaksiyon). 

 

Biyodizel üretim sürecinin etkin bir şekilde gerçekleştirilmesi için; seçilen 

hammaddeye göre katalizörün belirlenmesi ve reaksiyon şartlarının optimize 

edilmesi oldukça önemlidir. Bitkisel yağlardan biyodizel eldesinde alkali (NaOH, 

KOH), asit (H2SO4, HCl) ya da enzimatik (lipaz) katalizörlerin kullanıldığı ve hem 

biyodizel veriminin hem de biyodizelin ester içeriğinin seçilen hammadde ve 

O 

R1 C O CH2 

O 

R
2
 C O CH +   3R´OH 

O 

OR´ C R
1
 

 
O 

OR´ C R
2
 

  
O 

OR´ C R
3
 

  

O 

R
3
 C O CH

2
 

OH CH
2
 

OH +   CH 

OH CH
2
 

Katalizör 

Trigliseritler Alkol  Esterler Gliserol 



24 

 

katalizöre bağlı olarak değişiklik gösterebildiği belirtilmektedir [Ma and Hanna, 

1999]. 

Transesterifikasyon reaksiyonlarında alkali katalizör kullanılmasının önemli 

avantajları arasında; reaksiyonların oda sıcaklığında, kısa sürelerle sağlanabilmesi (2-

60 dk) ve metanol: yağ molar oranının optimize edilmesiyle %98’in üzerinde ester 

verimi eldesi yer almaktadır. Ancak reaksiyon ortamında nem bulunması ve 

kullanılan lipidin serbest yağ içeriğinin %1’den büyük olması durumunda 

transesterifikasyon reaksiyonunun tamamlanmaması ve reaksiyonun kısmi 

sabunlaşma reaksiyonuna dönmesi alkali katalizör kullanımının en büyük 

dezavantajını oluşturmaktadır. Bu şekilde üretilen biyodizelin ester veriminin düşük 

olmasının yanı sıra gliserolden ayrılmasında ve saflaştırılmasında büyük zorluklar 

yaşanacağı belirtilmektedir [Freedman et al., 1984]. Yüksek sıcaklık (100 °C ve daha 

düşük), uzun reaksiyon süreleri (3-48 saat) ve yüksek metanol: yağ molar oranı 

(20:1) gereksinimi gibi önemli dezavantajlara sahip olan asit katalizörlü 

transesterifikasyonun [Karmakar et al., 2010], en önemli avantajının yüksek serbest 

yağ asidi içeriğinde dahi reaksiyonun tamamlanabilmesi, sabunlaşmaya kayan 

reaksiyon ürünlerinin bile biyodizele dönüştürülebilmesi [Van Gerpen et al., 2004] 

ve reaksiyon şartlarının iyileştirilmesi ile biyodizel üretim veriminin %99’un üzerine 

çıkabilmesidir [Vicente et al., 2009]. Mikroalglerden biyodizel üretiminde farklı 

parametrelerin, üretilen ester verimi üzerindeki etkilerinin incelendiği bir çalışmada, 

reaksiyon ortamında su bulunması durumunda bile asit katalizör kullanılması ile 

düşük de olsa ester verimi elde edilebildiği belirtilmiştir [Wahlen et al., 2011].  

Mikroalglerden biyodizel üretiminde; hücrelerden lipit ekstrakte edildikten 

sonra transesterifikasyon reaksiyonunun gerçekleştirildiği veya ayrıca bir 

ekstraksiyon işleminin uygulanmadan hücrelerin direk transesterifikasyona tabi 

tutulduğu iki farklı yöntem uygulanmaktadır [Wahlen et al., 2011]. Direk 

transesterifikasyonun en büyük avantajının, lipit ekstraksiyonu için gerekli solvent 

ihtiyacının ortadan kaldırılarak biyodizel üretim maliyetin azaltılması ve 

ekstraksiyon sırasında meydana gelebilecek lipit kaybının önlenerek daha yüksek 

(%99 ve daha düşük) ester verimi sağlanabilinmesidir [Vicente et al.2009].  

Reaksiyon ortamındaki nemin, biyodizel üretim verimine olan etkisinin 

belirlenmesi amacıyla, kuru biyokütlenin saf su ile tekrar süspansiye edilmesi ile 

hazırlanan farklı su içeriklerine sahip mikroalg örnekleri, asit katalizli direk 
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transesterifikasyon reaksiyonuna tabi tutulmuştur. Beklenildiği gibi ortamda su 

bulunması düşük sıcaklıklarda (90 °C) gerçekleştirilen reaksiyonlarda biyodizel 

verimini düşürürken, reaksiyon sıcaklığının 120 °C çıkarılmasıyla biyodizel 

üretiminin ortamdaki su varlığından etkilenmediği, %100’ün üzerinde biyodizel 

verimi ve biyodizeldeki ester içeriğinin ise %87’in üstünde olduğu raporlanmıştır. 

Biyodizel verimindeki bu beklenmedik sonucun ortamdaki serbest yağ asidi ve 

triaçilgliseritlerin dışındaki fosfolipit gibi diğer bileşenlerinde biyodizele dönüşmüş 

olması olarak açıklanmıştır. Çalışma, transesterifikasyon reaksiyonunun yüksek 

sıcaklıklarda gerçekleştirilmesinin, suyun negatif etkisini ortadan kaldırdığını ve 

artan reaksiyon sıcaklığıyla reaksiyonların daha hızlı ve daha etkin bir şekilde 

gerçekleştiğini belirtmektedir. [Cao et al., 2013]. 

 İkincil arıtım evsel atıksu ortamında üretilen karışık mikroalg biyokütlesinden 

biyodizel üretilebilirliğinin araştırıldığı bir çalışmada, asit katalizör varlığında direkt 

transesterifikasyon yöntemi kullanılmış ve elde edilen mikroalgal biyodizelin yağ 

asidi metil esteri içeriğinin biyodizel standartlarına uygun ve iyi kalitede bir yakıt 

olabileceği raporlanmıştır [Soydemir et al., 2016]. 

 

2.3. Fermentasyon ve Biyoetanol Üretimi 

 

Günümüzde yaygın biyoetanol üretimi, kullanılan biyokütledeki selüloz, 

hemiselüloz ve nişastanın çeşitli ön işlemler yardımıyla parçalanarak monomerik 

şekerlere (glikoz, mannoz, galaktoz, vb.) dönüştürülmesi ve elde edilen bu basit 

şekerlerin çeşitli mikroorganizmalar tarafından alkol fermantasyonuna uğratılmasıyla 

gerçekleştirilmektedir. Nerdeyse tüm karbonhidrat türleri, potansiyel bir biyoetanol 

kaynağıdır. 

Geleneksel biyoetanol üretiminde sıklıkla şeker kamışı ve mısır gibi tarla 

bitkileri kullanılmaktadır [Keeney, 2009]. Fakat son yıllarda gıda sektöründe, bu 

bitkilerin biyoetanol üretiminde kullanımı ile oluşan rekabet ortamının ortadan 

kaldırılması amacıyla lignoselülozik biyokütleden (bitkilerin odunsu kısımlarından) 

yakıt üretimi amaçlanmaktadır. Lignoselülozik biyokütlenin başlıca kaynakları, 

tarımsal atıklar, orman budama atıkları veya orman ürünleri işleme atıklarıdır 

(yaprak, talaş, ekin sapı, mısır ve şeker pancarının kullanılmayan kısımları, vb.). 

Hammaddesinin gıda ürünü olmaması nedeniyle lignoselülozik biyokütlenin, 
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biyoetanol üretimi için uygun bir hammadde olduğu düşünülmüştür. Ancak 

lignoselülozik biyokütle yapısında yer alan ligninin, biyokütleden ayrıştırılması 

oldukça zor ve ekonomik olmayan bir süreçtir [Dragone et al., 2010].  

Bu nedenle besin değeri olmayan, hızlı büyüme kabiliyetine sahip ve alan 

ihtiyacı çok düşük yenilenebilir bir biyokütle kaynağı olarak mikroalgler, potansiyel 

biyoyakıt hammaddesi haline gelmiştir [Li et al., 2008]. Selülozik ve hemiselülozik 

hücre duvarları ve nişasta ihtiva eden hücre içi organik yapıları mikroalgleri 

alternatif bir biyoetanol kaynağı olarak karşımıza çıkarmaktadır. Kuru mikroalg 

hücresinin yaklaşık %70’i [Hu et al., 1998] polisakkaritlerden meydana gelmekte 

olup bu kütlenin yaklaşık %65’i biyoetanole dönüştürülebilmektedir [Yang and 

Wyman, 2008].  

Biyokütleden biyoetanol üretimi temelde iki adımda gerçekleşmektedir: (1) 

Mikroalglerin ön arıtımı ve hidrolizi, (2) Basit şekerlerin fermentasyonu ve alkol 

distilasyonu. 

 

2.3.1. Biyokütlenin Ön Arıtımı 

 

Mikroalg hücre duvarı ve hücre içi organik yapının parçalanması yoluyla 

hücredeki tüm selüloz ve hemiselülozun hücre dışına salınması daha sonra 

gerçekleştirilecek olan fermantasyon etkinliği açısından son derece önemlidir.  

Mikroalg bünyesinde bulunan polisakkaritlerin, maya hücreleri tarafından besin 

olarak biyoetanol fermantasyonunda kullanılması bu polisakkaritlerin glikoz gibi 

basit şekerlere parçalanması ile mümkün olmaktadır. Ön arıtım yöntemleri ile 

hemiselülozun hidrolize edilmesi, selülozun kristalliğinin azaltılması ve yüzey 

alanının genişletilmesi hedeflenmektedir [Karagöz, 2013]. Literatürde, hücresel 

polisakkaritlerden glikoz eldesinde, standartlaşmış bir yöntem olmaması nedeniyle 

pek çok araştırmacı tarafından farklı ön arıtım metotlarının uygulandığı çeşitli 

çalışmalar yer almaktadır. Bu ön arıtım metotları fiziksel (cam bilye, ultrases vb.), 

kimyasal (alkali, asidik), termal (yüksek sıcaklık) ve biyolojik (enzimatik) olarak 

sınıflandırılmaktadır. 
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2.3.1.1.  Fiziksel Yöntemler 

 

Kurutulan ve öğütülerek toz haline getirilen biyokütlenin termal, ultrases 

dalgaları ya da mikrodalga uygulamaları ile parçalanmasını hedefleyen ve hiçbir 

kimyasal ilave gerektirmeyen avantajlı bir yöntem olarak görülmektedir [Kim et al., 

2012; Zhao et al., 2013]. 

 

2.3.1.1.1. Hidrotermal Ön Arıtım 

 

Mikroalglerden hidrotermal ön arıtım ile biyoetanol üretiminin amaçlandığı bir 

çalışmada Schizocytrium türü mikroalg kullanılmıştır. Ağırlıkça %5-25 biyokütle 

içeren mikroalg çözeltisi 60-180 ºC sıcaklık ve 30-60 dakika sürelerde termal arıtıma 

tabi tutulmuştur. Glikoza dönüşüm veriminin en yüksek olduğu (ağırlık bazında % 

16,6) şartlar, % 25 biyokütle içeren mikroalg çözeltisi için 115 ºC sıcaklık ve 46,7 

dakikalık reaksiyon süresinde elde edilmiştir. Ön arıtım sonrasında biyokütle üzerine 

enzim (α-amilaz) ve mikroorganizma (E. coli) eklenerek eş zamanlı sakkarifikasyon 

ve fermantasyon reaksiyonu gerçekleştirilmiştir. Reaksiyon sonucunda 25,7 g 

glikoz/L’den 11,8 g etanol/L üretildiği rapor edilmiştir [Kim et al., 2012].  

Trzcinski ve arkadaşları, (2012) farklı büyüme seviyelerindeki Diatomlardan 

karbonhidrat ekstraksiyonu ve karbonhidratın hücresel enzimlerle (in situ) glikoza 

dönüştürülmesini araştırmıştır. Hücresel karbonhidratın glikoza dönüştürülmesinde 

çeşitli ön arıtım (asit hidroliz, Fransız presi, bilye öğütücü, otoklav, sonikasyon, 

mikrodalga, mantarsal ve bakteriyel hidroliz ve enzimatik hidroliz) yöntemlerinin 

kullanıldığı çalışmada glikoza dönüşümün sadece sıcaklık (30-100 °C) kullanılarak 

da sağlanabildiği raporlanmıştır. Su banyosu kullanılarak gerçekleştirilen bu 

çalışmalarda hem hücresel karbonhidratın ekstraksiyonu hem de bu karbonhidratların 

yine hücrelerden salınan enzimler ile glikoza dönüştürülmesi amaçlanmıştır. 

Çalışmada farklı büyüme evrelerinde üretilen karbonhidrat miktarının değiştiği ve en 

yüksek karbonhidrat birikiminin, hasatlamadan hemen öncesinde %20 (KBB) olduğu 

ve %75 glikoza dönüşüm verimi sağlandığı raporlanmıştır. Ekstraksiyon ve glikoza 

dönüşüm için 55°C ve 20 saat reaksiyon süresinin yeterli olduğu daha yüksek 

sıcaklıklarda ise hücrelerden salınan enzimlerin aktivitelerini kaybettiği ve daha 
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düşük sıcaklıklarda ise  ortamda bulunan bazı istilacı türlerin glikozu tükettiği  

raporlanmıştır [Trzcinski et al., 2012]. 

Miao ve arkadaşları, (2012) Chlorella sorokiniana türü mikroalglerden 

polisakkarit ve lipit eldesinde direk ve ardışık hidrotermal sıvılaştırma yöntemlerini 

karşılaştırmışlardır. Maksimum polisakkarit ekstraksiyon verimi %32 olarak ardışık 

hidrotermal sıvılaştırma yönteminin 1:9 biyokütle: su içeriğine sahip çözeltinin 160 

oC’de 20 dakika işleme tabii tutulması ile elde edilmiştir. Ardışık hidrotermal 

sıvılaştırma yönteminin direk hidrotermal sıvılaştırmaya nazaran %15 daha 

ekonomik olduğu raporlanmıştır. Yine enerji geri kazanımı açısından da ardışık 

hidrotermal sıvılaştırma yöntemin %4 daha verimli olduğu belirtilmiştir [Miao et al., 

2012]. 

 

2.3.1.1.2. Ultrases ile Ön Arıtım 

 

Kavitasyon milisaniye gibi çok sınırlı sürelerde mikro kabarcıkların oluşması, 

büyümesi ve parçalanmasıyla, büyük miktarda enerji açığa çıkması olarak 

tanımlanmıştır [Gogate and Pandit, 2004]. Yeterince büyük şiddetli ultrases 

dalgalarının çözeltide mikro kabarcıklar yarattığı ve böylelikle sıvı içinde bulunan 

katı cisimlerin ve bakterilerin parçalanabildiği raporlanmıştır [Günaydın, 2010]. 

Ultrasesin bu parçalayıcı etkisinin, mikroalglerin hücre duvarı ve hücre içi 

polisakkaritlerin parçalanarak biyoetanol üretimi için ön arıtım yöntemi olarak 

kullanılmasına olanak sağlayacağı düşünülmektedir. 

Woods ve arkadaşları, (2011) Cladophora türü yeşil alg türünden protein ve 

karbonhidrat ekstraksiyonunu için ultrases ve ultrases ile birlikte hücre aşındırıcı 

madde kullanımının ekstraksiyon verimi üzerindeki üzerinde ki ortak etkisi 

araştırılmıştır. Aşındırıcı madde olarak 0,1 mm silika ve 1 mm nehir kumu 

kullanılmıştır. Çalışmada ultrases ile birlikte aşındırıcı madde kullanımının 

ekstraksiyon için daha etkin olduğu gösterilmiştir. Ultrases ile birlikte nehir kumunu 

kullanılması ile karbonhidrat salınımın 1,6 kat arttığı raporlanmıştır [Woods et al., 

2011].  

Mikroalglerden elde edilecek karbonhidratın etanol fermantasyonu için 

kullanılmasının amaçlandığı bir çalışmada hücresel karbonhidratın parçalanıp 

glikoza dönüştürülmesinde ultrases destekli ekstraksiyon, solvent ekstraksiyonu ve 
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akışkan yatak ekstraksiyonu metotlarının karşılaştırılması yapılmıştır. Değişen 

ekstraksiyon koşullarının karşılaştırıldığı çalışmada, en yüksek ekstraksiyon verimi 

hücre konsantrasyonu 0,3 g/L olan mikroalg çözeltisine yaklaşık 0,6 kWh/L güçte 

ultrases enerjisi uygulanmasıyla elde edilmiştir. Çalışmada glikoza dönüşüm 

veriminin %36,9 g glikoz/g biyokütle olarak bulunduğu raporlanmıştır [Zhao et al., 

2013]. 

 

2.3.1.2.  Kimyasal Yöntemler 

 

Mikroalg çözeltisinin bir kimyasal (asit ya da alkali) ile yüksek sıcaklık ya da 

basınç altında muamele edilmesine dayanmaktadır. Böylece hücresel selüloz ve 

hemiselülozun parçalanması sağlanmaktadır. Literatürde mikroalglerden biyoyakıt 

eldesinde, kimyasal ön arıtım yöntemlerinin kullanıldığı çeşitli çalışmalar mevcuttur. 

Bu çalışmaları asit ya da alkali ön arıtım çalışmaları olarak sınıflandırmak 

mümkündür. 

 

2.3.1.2.1. Asit ile Ön arıtım 

 

Asit ile ön arıtım işlemi, hücrede yer alan selüloz ve hemiselülozun 

parçalanması ve hücre dışına salınmasında, derişik ya da seyreltik (sülfürik, perklorik 

veya hidroklorik) asit çözeltileri kullanılmasıyla gerçekleştirilir. Literatürde 

lignoselülozik biyokütlenin asit ile ön arıtımda, yüksek sıcaklık-seyreltik asit ve 

düşük sıcaklık-derişik asit kullanımı olmak üzere iki farklı yöntem uygulandığı 

görülmektedir [Saha et al., 2005; Hayashida, 1974, Janssens et al., 1983]. 

Mikroalglerin asit ile ön arıtımında ise derişik asit kullanımından ziyade yüksek 

sıcaklıklarda seyreltik asidin kullanıldığı çalışmalar mevcuttur. Mikroalglerin asitle 

ön arıtımından sonra elde edilen biyoetanol veriminin ön arıtım sıcaklığı ile 

doğrudan bağıntılı olduğu bildirilmiş [Grohmann, 1986; Harun et al., 2011], 140 ºC 

altında yeterli düzeyde parçalanmanın sağlanamadığı ve 180 ºC üzerinde ise 

fermente edilebilen şekerlenin parçalandığı raporlanmıştır. En uygun sıcaklığı 140-

160 ºC olduğu belirtilmiştir. Ayrıca seyreltik asit kullanımının, derişik asit 

kullanımına nazaran daha kısa sürede reaksiyonun tamamlanmasını sağladığı 

belirtilmiştir. Asit konsantrasyonunun ve reaksiyon süresinin arttırılması ile fermente 
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edilebilen şekerlerin parçalanabildiği raporlanmıştır [Broder et al., 1995; Saha et al., 

2005; Harun et al., 2011]. Bununla birlikte derişik asit kullanılarak gerçekleştirilen 

ön arıtım sonrası protein, lipit gibi hücre içi organik maddelerin de biyoetanole 

dönüşebileceği bildirilmiştir [Hayashida, 1974; Janssens et al., 1983; Harun et al., 

2011]. 

Nguyen ve arkadaşları, (2009) Chlamydomonas reinhardtii UTEX 90 

isolatından elde edilen karbonhidratın biyoetanole dönüştürülmesinde asit ön arıtım 

yöntemini değişen reaksiyon koşullarında incelemişlerdir. Biyokütle içeriği % 5 olan 

mikroalg çözeltisi üzerine final konsantrasyonu % 1-5 (h/h) olacak şekilde sülfürik 

asit ilave edilmiş, 100-120 ºC’de 15-120 dk süreyle hidroliz reaksiyonu takip 

edilmiştir. Sonuç olarak biyokütleden glikoza dönüşüm oranı % 58 (ağırlık bazında) 

olarak, 110 ºC’de 30 dakikalık reaksiyon süresinde % 3 sülfürik asit ile ön arıtım 

sonrasında elde edilmiştir. Asit ile ön arıtım sonrasında Saccharomyces cerevisiae 

S288C mayası kullanılarak 30 ºC’de 24 saat fermantasyona tabi tutulan biyokütleden 

% 29,2 (ağırlık bazında) biyoetanol elde edildiği raporlanmıştır. Biyokütlenin asit ile 

ön arıtım sonrasında fermantasyona tabi tutulmasının, düşük kimyasal maliyeti, 

düşük bekleme süresi ve uygulama kolaylığı açısından büyük sisteme geçişinin kolay 

olacağı belirtilmiştir [Nguyen et al., 2009]. 

Guo ve arkadaşları, (2013), Biyoetanol üretimi amacıyla 18 farklı mikroalg 

türündeki karbonhidrat birikimi üç faklı kültür (durgun, karıştırmalı, havalandırmalı) 

koşulunda incelenmiştir. En yüksek karbonhidrat sentezinin (0,11 g/L·gün) kültür 

ortamının havalandırılması ile sağlandığı belirtilmiştir. Biyokütlenin ön arıtımının 

asitle sağlandığı bu çalışmada pH ayarlaması yapıldıktan sonra çözelti üzerine 

selülaz, α-amilaz ve glikoamilaz enzimleri eklenmiş ve enzimatik hidrolizin 

tamamlanması sağlanmıştır.  En yüksek etanol dönüşüm verimi asit ön arıtımı 

sonrası selülaz enzimin eklenmesi ile %10,3 g etanol/g biyokütle olarak Scenedesmus 

abundans PKUAC 12 türünde elde edildiği raporlanmıştır. 

 

2.3.1.2.2. Alkali ile Ön Arıtım 

 

Lignoselülozik biyokütlenin ön arıtımında alkali kullanımı oldukça yaygın bir 

uygulamadır. Bunun için sodyum, potasyum, kalsiyum ve amonyum hidroksit gibi 

alkali bileşikler kullanılmaktadır. Alkali ön arıtım mekanizmasının hemiselüloz-
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lignin arasındaki çapraz ester bağlarının sabunlaşması olduğuna inanılmaktadır. 

Alkali ön arıtımın en büyük etkisinin lignoselülozik biyokütledeki ligninin 

biyokütleden ayrıştırılması ve geride kalan polisakkaritlerin parçalanabilirliğinin 

kolaylaşması olduğu belirtilmektedir [Li et al., 2014]. Mikroalg bünyesinde lignin 

bulunmaması ve hücrenin rijit yapısı nedeniyle alkali ön artım mikrolaglerin ön 

arıtımı için tercih edilmemektedir. Ancak, bununla birlikte  alkali ön arıtımın düşük 

sıcaklık ve basınç gereksinimi, fermantasyon esnasındaki inhibisyon derecesini 

düşürmesi ve diğer ön arıtım yöntemlerine nazaran daha düşük maliyete sahip olması 

nedeniyle mikroalglerin hidrolizi için uygun bir yöntem olduğu belirtilmiştir [Rabelo 

et al., 2009; Harun et al., 2011]. Chlorococcum infusionum türü mikroalglerden 

biyoetanol üretiminin amaçlandığı bir çalışmada, alkali ön arıtım yöntemi (%0,5-2 

(a/h) NaOH çözeltisi)  kullanılarak, mikroalg hücre duvarındaki polisakkaritlerin 

parçalanması ve bu polisakkaritlerin glikoza dönüştürülmesi hedeflenmiştir. 

Mikroalg hücrelerinin yaklaşık olarak %44 oranında polisakkarit ihtiva ettiği ve bu 

miktarın %32,5’nin karbonhidrat, %11,3’nün nişasta yapısında yer aldığı 

belirtilmiştir. Mikroalg çözeltisi (5g alg/100 mL saf su) üzerine NaOH çözeltisinin 

%0,75 (a/h) oranında eklenmesi ve 120 ºC ’de 30dk, 500 rpm de karıştırılması ile en 

yüksek glikoza dönüşüm verimi (%35 (KBB)) elde edilmiştir. Çalışmada biyoetanol 

fermantasyonu sonucunda biyokütleden %26,1 biyoetanol elde edildiği  

raporlanmıştır [Harun et al., 2011]. 

Alkali ön arıtım yönteminin uygulandığı bir başka çalışma ise Spirogyra türü 

mikroalglerin hücre duvarında yer alan nişasta ve selülozun parçalanması üzerine 

gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla kuru biyokütle üzerine %1’lik NaOH çözeltisi ilave 

edilerek 2 saat boyunca hücrelerin parçalanması sağlanmıştır. Kimyasal arıtımdan 

geçen hücreler üzerine doğal olarak selülaz ve amilaz enzimleri içeren bir mantar 

türü olan Aspergillus niger eklenmiş ve sakkarifikasyonun gerçekleşmesi için kültür 

6 gün, 30 ºC’de inkübe edilmiştir. Böylelikle hücrelerden salınan nişasta ve 

selülozun basit şekerlere dönüştürülmesi sağlanmıştır. Daha sonra aseptik koşullar 

oluşturularak Aspergillus niger ortamdan uzaklaştırılmıştır. Enzimatik hidroliz 

sonucunda oluşan bu basit şekerlerin biyoetanole dönüştürülmesinde %10’luk 

Saccharomyces cerevisiae çözeltisi kullanılmıştır. Spirogyra hücre duvarının hassas 

olması nedeniyle ön arıtım yapıldığında bir kısım karbonhidratın parçalandığı ve 

biyoetanol üretiminin düştüğü, bu nedenle ön arıtım yapılmasının tavsiye edilmediği 
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belirtilmiştir. Bu çalışmada ön arıtım sonrası en yüksek biyoetanol dönüşümünün %8 

g etanol/g hücre olduğu raporlanmıştır [Eshaq et al., 2010]. 

 

2.3.1.2.3. Karbondioksit Patlaması 

 

Karbondioksit patlaması buhar ve amonyak patlamasıyla aynı prensibe 

dayanmaktadır ve CO2’in yüksek sıcaklık ve basınç altında karbonik aside 

dönüştürülmesi ve oluşan karbonik asidin biyokütlenin hidrolizinde kullanılmasıyla 

sağlanmaktadır. Ön arıtım olarak bu metodun, buhar ve amonyak patlaması 

metotlarına kıyasla daha düşük verime sahip olmasına rağmen amonyak patlamasına 

göre daha ekonomik ve buhar patlamasının tersine hiç inhibitör ürün meydana 

getirmediği tespit edilmiştir [Sun and Cheng, 2002]. Bu metodun mikroalg 

biyokütlesi üzerinde kullanılmasının getireceği olası avantaj, mikroalglerin 

fotosentez için ihtiyaç duyduğu karbondioksiti proses sonucunda ortamda kalan 

karbondioksit ile karşılayarak çevreye olan olası zararı bertaraf edilebilmesidir.    

Harun ve arkadaşları, (2010) Chlorococum türü mikroalglerin biyoetanol 

fermantasyonu için süper kritik karbondiaoksit metodunun uygunluğu değişen 

fermantasyon koşullarında araştırılmıştır. Çalışma hücrelerden lipit ekstraksiyonu 

yapılmadan ve yapıldıktan sonra olmak üzere iki farklı şekilde yürütülmüştür. 

Mikroalg hücrelerinin parçalanması 60 ºC sıcaklıkta 400 mL/dk karbondioksit 

geçirilmesi ile sağlanmış ve sonrasında lipit ekstraksiyonu yapılmıştır. Lipit 

ekstraksiyonu yapılmayan biyokütle 60 ºC’de kurutulmuş ve toz haline getirilmiştir. 

Her iki şekilde elde edilen biyokütle, 10 ve 30 g/L olmak üzere iki farklı başlangıç 

konsantrasyonunda biyoetanol fermantasyonuna tabi tutulmuştur. En yüksek 

biyoetanol verimi 30 ºC ve 10 g/L başlangıç hücre konsantrasyonunda %38,3 

biyoetanol/biyokütle olarak elde edilmiştir. Başlangıç biyokütle konsantrasyonunun 

30 g/L’ye çıkarılmasıyla, maya hücrelerince üretilen biyoetanolün, yine bu hücreler 

üzerinde toksik etkiye neden olduğu (ürün inhibisyonu) bu nedenle de biyoetanol 

üretim veriminin düştüğü raporlanmıştır. En uygun fermantasyon sıcaklığının 30 °C 

olduğu, bu sıcaklığın üzerindeki koşulların maya hücrelerinin ölmesine ve biyoetanol 

verimin düşmesine neden olduğu belirtilmiştir. Ayrıca fermantasyonda kullanılan 

mayanın yetiştirildiği ortamın (Luria ve Terrific Broth) biyoetanol üretimi üzerindeki 

etkisinin önemli olduğu, Saccharomyces bayanus mayasının fosforca zengin (Terrific 
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Broth) besi ortamında yetiştirilmesi ile daha yüksek biyoetanol dönüşümü sağladığı 

raporlanmıştır [Harun et al., 2010]. 

 

2.3.1.2.4. Ozon ile Ön arıtım 

 

Ozon; lignin ve hemiselüloz yapısındaki çift bağları kırarak, lignoselülozik 

biyokütlenin düşük molekül ağırlığına sahip ve çözünebilir forma dönüşmesini 

sağlar. Biyokütle yapısının bu şekilde açılmasıyla enzimatik hidrolizin etkinliği artar 

ve daha yüksek şeker geri kazanımı elde edilir. Biyokütlenin ozonlanmasında oda 

sıcaklığı ve atmosfer basıncının yeterli olması ve ozonlama sonrası kalıntı ya da 

fermentasyonu inhibe edici hiçbir toksik madde oluşmaması bu yöntemi avantajlı 

kılmaktadır. [Bensah and Mensah, 2013; Karunanithy et al., 2014]. 

Literatürde lignoselülozik biyokütlenin ön arıtımında ozon kullanımına dair 

çeşitli araştırmalar bulunmaktadır [Silverstein et al., 2007; García-Cubero et al., 

2009]. Bu çalışmalardan birinde şeker kamışı küspesinden biyoetanol eldesinde 

biyokütlenin ön arıtımını ozon kullanarak gerçekleştirmişlerdir. Ozonlamanın 

enzimatik hidroliz sırasında fermente edilebilir karbonhidrat miktarını önemli oranda 

arttırdığı görülmüştür. Çalışmada 0,09-0,32 g O3/g biyokütle ozon dozları ve enzim 

NS NS50013 (selülaz) ve NS NS50010  (β-glukosidaz) enzim kompleksleri 

kullanılmıştır. En yüksek şeker dönüşüm verimi 0,21 g O3/g biyokütle ozon dozunda 

elde edilmiştir. Kontrol numunesine oranla glikoz dönüşüm veriminin %6,6’dan % 

41,8’e, ksiloz dönüşüm veriminin ise %2,1’den %52,4’e çıktığı görülmüştür. Ayrıca 

ozonlama sonrası çözeltide fermentasyonu inhibe edici (furfural, 

hidroksimetilfurfural, vb.) hiçbir toksik madde oluşumu görülmemiştir. Bu çalışma 

lignoselülozik biyokütleden biyoetanol eldesinde ozon kullanımının, etkin ve gelecek 

vaadeden bir yöntem olduğu göstermektedir [Travaini et al., 2013]. Ancak literatürde 

mikroalglerin ön arıtımında ozon kullanımına dair bir çalışma bulunmamaktadır. 

 

 

 

 

 

 



34 

 

2.3.1.3. Biyokimyasal Yöntemler 

 

Biyokimyasal ön arıtım yöntemi; Doğal yapısında çeşitli enzimler (selülaz, 

amilaz, lakkaz v.b) ihtiva eden mikroorganizmalardan (kahverengi, beyaz yumuşak 

çürükçül mantarlar ve bakteriler) izole edilen enzimlerin, yoğunlaştırılarak biyokütle 

arıtımında kullanılmasıyla gerçekleştirilir. 

 

2.3.1.3.1. Enzimatik sakkarifikasyon 

 

Biyokütlenin çeşitli ön arıtım yöntemlerinden geçirilerek parçalanmasının 

ardından ortama salınan polisakkaritlerin, spesifik enzimler kullanılarak basit 

şekerlere dönüştürülmesidir. Bu doğrultuda, genel adıyla selülaz ve hemiselülaz 

enzimleri kullanılmaktadır. Enzimatik sakkarifikasyon, temiz ve substrata özgü 

olması nedeniyle kimyasal yöntemlere nazaran daha verimli bir proses olarak 

görülmektedir [Karagöz, 2013]. Literatürde lignoselülozik biyokütlenin enzimatik 

hidroliz ile sakkarifikasyon ve fermantasyonunun gerçekleştirildiği çeşitli çalışmalar 

bulunmaktadır [Karagöz, 2013]. Ancak mikroalg üzerinde çok fazla çalışma 

bulunmamaktadır. Mikroalglerden biyoetanol eldesinde enzimatik hidroliz 

metodunun uygulandığı bir çalışmada, mikroalg hücre duvarının parçalanmasına 

gerek duyulmadan, hücre içi nişastanın tamamının glikoza dönüştürülmesinde α-

amilaz ve amiloglukosidaz enzimleri kullanılmıştır. Chlamydomonas reinhardtii 

UTEX 90 türü mikroalglerin kullanıldığı bu çalışmada hücrelerin karbonhidrat 

içeriğinin %59,7 olduğu raporlanmıştır. Enzim konsantrasyonu, pH, sıcaklık, 

reaksiyon süresi gibi parametrelerin değişen kombinasyonları hem sıvılaştırma hem 

sakkarifikasyon reaksiyonları için uygulanmıştır. Mikroalg çözeltisi %5 katı içerecek 

şekilde su ile hazırlanmış ve sıvılaştırma reaksiyonu için çözeltiye %0,0001-0,02 

oranında α-amilaz ilave edilerek hidroliz reaksiyonun gerçekleşmesi sağlanmıştır. En 

yüksek verim %0,005 enzim konsantrasyonunda, 90 ºC de 30 dk sonunda 25,21 g 

dextrin/L olarak elde edilmiştir. Hücrelerin hidrolizi sonrasında 0,001-0,3% (h/a) 

amiloglukosidaz eklenerek sakkarifikasyonun tamamlanması gerçekleştirilmiştir. 

Sakkarifikasyon reaksiyonu için en yüksek verim %0,2 enzim konsantrasyonunda, 55 

ºC’de, pH 4,5’te ve 30 dk sonunda 11,7 g etanol/L olarak elde edilmiştir. Uygulanan 
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bu işlemler sonrasında mikroalg biyokütlesinin %29,2 biyoetanole dönüştüğü 

raporlanmıştır [Choi et al., 2010]. 

 

2.3.2. Biyoetanol Üretimi 

 

Biyoetanol üretimi en genel tabiriyle çeşitli ön işlemler sonucu 

monosakkaritlerine (glikoz, ksiloz v.b) kadar parçalanan biyokütlenin oksijensiz 

solunun prosesi sonucunda etanole dönüştürülmesidir. Şekil 2.2’de şematik olarak 

biyoetanol üretimini gösterilmektedir [Web 1, 2015]. 

 

 
 

Şekil 2.2: Fermentasyonla etanol üretim süreci. 

 

Biyoetanol fermantasyonunda genellikle maya (Saccharomyces cerevisiae, 

Saccharomyces bayanus, Pichia stipitis) ya da bakteri (Zymomonas mobilis, 

Escherichia coli) hücreleri kullanılmaktadır. Kullanılan mikroorganizma türüne bağlı 

olarak fermantasyon prosesinin sıcaklığı (35-40 ºC) ve süresi (2-24 saat) değişim 

gösterebilmektedir. Fermantasyon prosesinin tamamlanması, istenilen düzeyde 

biyoetanol dönüşümü ve mikroorganizmanın reaksiyon sırasında inhibe olmaması 

için, kullanılacak mikroorganizma türünün, biyokütle yapısındaki selüloz, 

hemiselüloz, lignin vb. içeriğine uygun olacak şekilde seçilmesi gerekmektedir. 

Maya hücrelerinin mikroalglerden elde edilen basit şekerleri hızla tüketip 
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biyoetanole dönüştürdükleri ancak ortamda basit şekerlerin kalmaması durumunda 

maya hücrelerinin karbon kaynağı olarak biyoetanolü tüketmeye başladıkları 

görülmüştür. Bu nedenle fermantasyon süresine önemle dikkat edilmesi gerektiği 

belirtilmiştir. [Wasungu, 1982; Harun et al., 2011]. Ayrıca biyokütle 

konsantrasyonun arttırılması ile maya hücrelerinin metabolizmalarının aşırı 

yüklendiği ve oluşan etanolun maya hücreleri üzerinde toksik etkiye (ürün 

inhibisyonu) neden olduğu bildirilmiştir [Harun et al., 2010]. Bu nedenle 

fermantasyonda kullanılacak maya/biyokütle oranı ve fermantasyon süresi oldukça 

önemlidir.  
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3. MATERYAL ve METOT 

 

3.1.  Mikroalglerin Üretimi 

 

Çeşitli doğal su ortamlarından toplanan ve mikroalg içeren su örnekleri 

laboratuarda 20 L’lik havuzda, sürekli aydınlatma altında ve 20 ± 2 °C sabit 

sıcaklıkta pH 7-7,5 aralığında BG11 besi ortamına alınmış ve aklimasyonlarının 

sağlanması amacıyla on beş gün süreyle beklenmiştir. Havuzdaki karışım havuz 

tabanına yerleştirilen difüzörlerden hava verilerek sağlanmıştır. Bu karışım sayesinde 

mikroalglerin kendiliğinden çökelmeleri engellenmiş ve havuz içindeki karışımın 

nisbeten eşit düzeyde ışık alması sağlanmıştır. BG11 besi ortamının hazırlanmasında 

Tablo 3.1’de verilen temel besin maddeleri ve iz elementler kullanılmıştır. 

Hazırlanan her 1 L BG11 besi ortamı çözeltisine 1 mL iz element çözeltisi 

eklenmektedir. 

 

Tablo 3.1: BG11 sentetik kültür ortamının içeriği. 

 

Besin 

kategorisi 
Kimyasal 

Konsantrasyon 

(mg/L) 

Temel besin 

maddeleri 

Sodyum nitrat (NaNO3) 1500 

Dipotasyum fosfat (K2HPO4·3H2O) 40 

Magnezyum sülfat (MgSO4·7H2O)  75 

Kalsiyum klorür (CaCl2·2H2O) 36 

Sitrik asit (C6H8O7) 6 

Demir amonyum sitrat ((NH4)5Fe(C6H4O7)2) 6 

Disodyum EDTA (Na2EDTA) 1 

Sodyum karbonat (NaCO3) 20 

İz element 

çözeltisi 

Borik asit (H3BO3) 2,86 

Manezyum klorür (MnCl2·4H2O) 1,81 

Çinko sülfat (ZnSO4·7H2O) 0,222 

Sodyum molibdat (Na2MoO4·2H2O) 0,390 

Bakır sülfat (CuSO4·5H2O) 0,079 

Kobalt (II) nitrat (Co(NO3)2·6H2O) 0,0494 
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Aklimasyon süresince biyokütlenin çoğalması optik yoğunluk ve askıda katı 

madde analizi yapılarak kontrol edilmiştir. Havuzların aydılantılması için gün ışığı 

spektrumuna sahip olan flouresan lambalar (85 W Philips Master TL-D-90 Graphica 

ve 18 W Osram Lumiux de Luxe) kullanılarak havuz yüzeyinde 150 µmol 

foton/m2∙sn fotosentetik aktif radyasyon (FAR) yoğunluğu sağlanmıştır. 

Havuzlardaki ışık yoğunluğunun ölçümünde FAR metre (Licor, LI193-SA) 

kullanılmıştır. Mikroalgal hücre konsantrasyonu, OY684 ölçümü ve AKM-OY684 

kalibrasyon eğrisinden (Ek B, Şekil B1.1) elde edilen 

 

𝐶𝑏 = 526,3 × 𝑂𝑌684     (3.1) 

 

bir eşitlik yardımıyla tespit edilmiştir. Burada 𝐶𝑏 biyokütle konsantrasyonunu (mg/L) 

ve 𝑂𝑌684 684 nm’deki optik yoğunluğu göstermektedir. 

Tez çalışmasının büyük bir bölümünde BG11 sentetik besi ortamında 

yetiştirilen karışık mikroalg kültürü kullanılmıştır. Bu karışık kültürü oluşturan 

mikroalg türlerinin belirlenmesi Carl Zeiss Marka, Dijital kamera ataçmanlı, Axio 

Scope Trinoküler Faz-Kontrast Mikroskop kullanılarak yapılmıştır.  

BG11 besi ortamında yetiştirilen mikroalg kültürün yanı sıra, biyolojik olarak 

arıtılmış evsel atıksuda yetiştirilen karışık mikroalg kültürü kullanılarak karşılaştırma 

deneyleri yürütülmüştür (Bölüm 3.3.2 ve Bölüm 3.3.3). Atıksuda mikroalg üretimi 

için, BG11 sentetik besi ortamında 500 mg/L biyokütle konsantrasyonuna 

erişildikten sonra havuzdan 500 mL alınarak, biyolojik arıtılmış 20 L’lik 

havuzlardaki evsel atıksu içerisine ekim yapılmıştır. Mikroalglerin atıksuda 

yetiştirilme koşulları, sentetik besi ortamındaki koşullarla aynı tutulmuştur. Havuz 

hacminin sabit tutulması ve aynı zamanda mikroalgler için gerekli besinin 

sağlanması amacıyla buharlaşan su yerine her gün 500 ile 1000 mL arası atıksu 

ilavesi yapılmıştır.  Çalışmada kullanılan evsel atıksu İstanbul’un Çekmeköy 

ilçesinde bulunan ve İstanbul Su ve Kanalizasyon İşletmesi (İSKİ) tarafından 

işletilen Ömerli Biyolojik Evsel Atık Su Arıtma Tesisi çıkış suyudur. Atık suyun 

genel karakteri Tablo 3.2’de verilmektedir.  Atıksuda üretilen mikroalgal hücre 

konsantrasyonu, AKM–OY684 kalibrasyon eğrisinden (Ek B, Şekil B1.2) elde edilen 

bir eşitlik yardımıyla hesaplanmıştır. 
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Tablo 3.2: Atıksuya ait parametreler ve değerleri. 

 

Parametre Birim Değer 

pH  7,4 

Çözünmüş oksijen (ÇO) mg/L 8,4 

Alkalinite mg/L  110 

Kimyasal oksijen ihtiyacı (KOİ) mg/L 34 

Biyolojik oksijen ihtiyacı (BOİ5) mg/L 6 

Amonyak azotu (NH3- N) mg/L 0,24 

Nitrat azotu (NO3
--N) mg/L 15,6 

Fosfat fosforu (PO4
3-P) mg/L 1,9 

Toplam azot (TN) mg/L 17 

Toplam karbon (TC) mg/L 50,5 

Toplam inorganik karbon (TIC) mg/L 37,8 

Toplam organik karbon (TOC) mg/L 12,7 

 

3.2. Mikroalglerin Hasatlanması 

 

Mikroalglerin bulundukları su ortamından ayrıştırılmasında ozonlama ve 

ultrases uygulamaları kullanılmıştır. Bu yöntemler ilerleyen bölümlerde sırasıyla 

anlatılmaktadır. 

 

3.2.1. Mikroalglerin Hasatlanmasında Ozon Kullanımı 

 

Ozon kullanılarak mikroalglerin hasatlanması ve hücre içi değerli organiklerin 

süzüntüye taşınarak çözeltiden ekstraksiyonunun sağlanması amacıyla bir dizi deney 

yürütülmüştür. Bu deneyler boyunca, uygulanan çeşitli ozon dozlarının hücre 

membran yapısında meydana getirdiği parçalanma ve parçalanan hücrelerden 

süzüntüye (hücrelerden arındırılmış çözeltiye) taşınan hücre içi organik madde 

(karbonhidrat, protein, lipit) miktarındaki değişim izlenmiştir. Ayrıca, ozonlama ile 

stabilitesi bozulan ya da parçalanan hücrelerin kendiliğinden çökme eğilimindeki 

değişim zamana bağlı olarak takip edilmiştir. 
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3.2.1.1. Ozon Üretimi ve Ozon Reaktörü 

 

Ozonlama çalışmaları boyunca, ozon üretiminde yüksek ve düşük ozon üretim 

kapasitelerine sahip, iki ayrı ozon jeneratörü kullanılmıştır. Yüksek ozon üretim 

kapasitesine sahip olan ozon jeneratöründe (Kauffmann, OZ10-LSC) ozon üretimi 

basınçlı hava (2 bar) kullanılarak sağlanmaktadır. Jeneratör, öncelikle nem tutucudan 

ve basınç regülâtöründen geçerek gelen basınçlı havadan oksijeni ayırmakta daha 

sonra da ayırdığı oksijeni ozona dönüştürmektedir. Jeneratörün gaz üretim debisi 0,5-

5 L/dk aralığında olup cihaza monte edilmiş bir debimetre yardımıyla 

ayarlanabilmektedir. Bölüm 3.5.3.’te anlatıldığı şekilde ozon dozu ölçüm metodu 

kullanılarak jeneratörün birim ozon üretim kapasitesi 40 mg O3/dk olarak 

hesaplanmıştır. Diğerine göre daha düşük ozon üretim kapasitesine sahip olan ozon 

jeneratörü (BNP, YX-1000) ile yapılan ozon üretiminde atmosferik hava basıncına 

sahip olan ortam havası kullanılmıştır. Sisteme gelen hava, nem tutucu filtreden 

geçirildikten sonra jeneratöre iletilmektedir. Jeneratöre gelen havadan oksijen 

ayrıldıktan sonra oksijeninin ozona dönüştürülmesi sağlanmaktadır. Jeneratör, 1,4 

L/dk debiye ve 1,3 mg O3/dk birim ozon üretim kapasitesine sahiptir. Ozon 

jeneratörlerinin kapasitesi belirlenirken yarı kesikli ozon ölçüm metodu olan KI 

metodu (Standard Methotds 2350-E) ve Potasyum indigotrisülfonat boyasının 

kullanıldığı kolorimetrik analiz (Standard Methotds 4500 O3-B) yöntemlerinden 

yararlanılmıştır. Bu yöntemlerle ilgili detaylı bilgi ve aralarındaki korelasyon grafiği 

Ekler bölümünde verilmiştir.  

Ozonlama deneylerinin gerçekleştirildiği düzenek Şekil 3.1’de 

gösterilmektedir. Ozon ile mikroalg hücrelerini içeren çözelti arasında temas süresini 

yeterli düzeyde sağlamak amacıyla, reaktör boyu mümkün olduğunca uzun 

tasarlanmış olup, 50 cm yüksekliğe, 6 cm çapa ve yaklaşık 1400 cm3 hacme sahip, 

cam malzemeden üretilmiştir. Reaktör, üst kısmındaki şilifli kapak kısmından 

doldurulmaktadır. Ozon gazı, üretilen ozon kabarcıklarının reaktör içine tamamen 

dağılımını sağlayan ve ozona dayanıklı, cam, poroz bir taş içinden geçirilerek reaktör 

tabanından sisteme verilmektedir. Bu sayede ozonlanan çözeltinin tam karışımı ve 

yeterli düzeyde ozon ile reaksiyonu sağlanmaktadır. Bu süreçte olası bir taşma ve 

çözelti kaybının yaşanmaması için reaktör çıkışı “köpük toplayıcı hazneye” 

bağlanmıştır. Bu hazne daha sonra seri bağlanmış iki adet %2’lik potasyum iyodür 
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(KI) çözeltisi içeren ozon tutucuya bağlanarak ozonlama sırasında reaksiyona 

girmeden sistemden kaçan gaz miktarı ölçülebilmiştir. Ozon tutuculardan çıkan 

ozondan arındırılmış atık gaz bir baca yardımıyla dışarı atılmıştır. Ozonlama deney 

düzeneğinin bir fotoğrafı Şekil 3.2’ de gösterilmektedir. 

 

 
 

Şekil 3.1: Ozonlama deney düzeneği (şematik). 

Basınçlı hava 

(2 bar) 

Filtre ve 

basınç 

regülatörü 

Ozon 

Jeneratörü 

Ozon 

Reaktörü  

Ozon Tutucu I 
Ozon Tutucu II 

O3 

Fazla O3 

Fazla O3 

 

Köpük 

Toplayıcı 

Hazne 

%2 KI  
çözeltisi 

Şilifli 

kapak 

Vana 

Vana 

Atık gaz 
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Şekil 3.2: Ozonlama deney düzeneği. 

 

3.2.1.2.  Etkin Ozon Dozu Belirleme  

 

Literatürde yer alan kısıtlı sayıdaki araştırmada, hasatlama amacıyla kullanılan 

ozon dozunun 0,005-1,0 g O3/g kuru biyokütle (KB) aralığında değiştiği 

görülmektedir [Cheng et al., 2010; Cheng et al., 2011; Komolafe et al., 2014]. Bu 

çalışmalar göz önüne alınarak, yürütülen deneylerde hem düşük (0,01-0,03 gO3/g 

KB) hem de yüksek (0,03-0,5 g O3/g KB) ozon dozları kullanılmıştır. Belirlenen bu 

ozon dozları için ozon jeneratörünün çalıştırılma süresi  

 

𝐵𝑂3
=

𝑀𝑂3
× 𝑡

𝐶𝑏 × 𝑉
 (3.2) 

 

O3 tutucu 

O3 tutucu 

O3 reaktörü 

Egzost 

O3 girişi 
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eşitliliği yardımıyla bulunmuştur. Burada 𝐵𝑂3
birim biyokütle ozonlama miktarını (g 

O3/g KB), 𝑀𝑂3
ozon üretim kapasitesini (g O3/dk), 𝑡 ozonlama süresini (dk), 𝐶𝑏 

biyokütle konsantrasyonunu (g/L) ve 𝑉 çözelti hacmini (L) temsil etmektedir. 

Mikroalgler yetiştirilirken, atıksu yerine sentetik kültür ortamının kullanılması 

ile mikroalg biyokütlesinde hızlı bir artışın meydana geldiği, bu sayede ozonlama 

çalışmaları için gerekli yoğun biyokütle gereksinimin daha kolay sağlanabildiği 

görülmüştür. Bu nedenle yarı sürekli olarak gerçekleştirilen ozonlama 

çalışmalarında, BG 11 sentetik besi ortamında yetiştirilen karışık mikroalg kültürü 

kullanılmıştır.  

 

3.2.1.2.1. Düşük Dozda Ozon Kullanımı 

 

Mikroalg hücrelerinde meydana gelebilecek hücresel parçalanmanın takibi için 

başlatılan bu çalışmalarda; 0,01 g O3/g KB ozon dozu, 0,64, 1,00 g/L biyokütle 

konsantrasyonudaki mikroalg çözeltilerine uygulanırken, 0,02 ve 0,03 g O3/g KB 

ozon dozları sırasıyla 0,33 ve 0,5 g/L biyokütle konsantrasyonlarına sahip alg 

çözeltilerine uygulanmıştır. Her deney için 500 mL çözelti hacmi kullanılmıştır ve 

her deney kontrol amacıyla iki defa tekrarlanmıştır. Deneysel çalışmalar boyunca 

toplanan bütün numunelerin karbonhidrat, protein ve KOİ analizleri üç tekrarlı olarak 

yapılmıştır. 

 

3.2.1.2.2. Yüksek Dozda Ozon Kullanımı 

 

Yüksek dozdaki ozonlama çalışmalarında BG11 sentetik besi ortamında 

yetiştirilen karışık mikroalg kültürün kullanıldığı ozonlama çalışmalarında 0,032-0,4 

g O3/g KB ozon dozlarında 500 mg/L biyokütle konsantrasyonuna sahip 500 mL alg 

çözeltisi kullanılmıştır. Her deney iki defa tekrarlanmış ve çalışmalar boyunca 

toplanan tüm numunelerin karbonhidrat, protein ve KOİ analizleri üç tekrarlı olarak 

yapılmıştır.  
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3.2.2. Ultrases Çalışmaları 

 

Mikroalglerin hasatlanmasında kullanılan bir diğer yöntem ise ultrases 

uygulamalarıdır. Ozonlamanın kimyasal etkisinden farklı olarak, ultrases 

uygulamaları ses dalgalarının oluşturduğu titreşime dayanan fiziksel bir yöntemdir. 

Ancak ultrases dalgalarıyla çözeltide mikro kabarcıklar yaratılarak çözeltideki katı 

partiküllerin ve bakterilerin parçalanabilindiği bilinmektedir [Sivakumar and Pandit, 

2001]. Ultrasesin bu özelliğinden yararlanılarak mikroalg hücrelerinin membran 

yapılarına zarar verilmesi hedeflenmiştir. Membran yapısında meydana gelen 

parçalanma neticesinde hücre içi organik materyalin (protein, karbonhidrat, lipit vb.) 

çözeltiye geçmesi ve süzüntüdeki (hücrelerden arındırılmış çözeltideki) organik 

madde konsantrasyonlarını arttırması beklenmektedir. 

Ultrases uygulamalarının tamamında kullanılan Hielscher marka ultrases 

cihazına ait transdüser sabit 50 W gücünde olup güç ayarı yapılamamaktadır. Sistem 

ses frekansı 30 kHz’dir. US sistemine ait titanyum prob 5 mm çapında 78 mm 

boyundadır (Şekil 3.3 ve Şekil 3.4). Deneysel çalışmaların tamamında ultrasese ve 

ısıya dayanıklı cam reaktörler kullanılmıştır. Transdüserin güç ayarının 

yapılamaması nedeniyle istenilen ultrases yoğunlukları (W/L) mikroalg çözeltisinin 

hacminin değiştirilmesi ile sağlanmıştır. Belirlenen ultrases yoğunluğu (örneğin 100 

W/L) için gerekli hacimdeki (100 mL) mikroalg çözeltisi cam reaktöre alınmıştır. 

Ultrases probu çözelti yüzeyinden 58 mm içeri daldırıldıktan sonra transdüser 

çalıştırılmıştır. Reaksiyon süresi boyunca çözeltideki ısı takibi çözelti içine 

yerleştirilen harici bir termometre ile sağlanmıştır. Çözelti sıcaklığının artmasını 

engellemek için buz banyosuna belirli aralıklarla buz ilavesi yapılmıştır. Tüm 

reaksiyonlar boyunca çözelti sıcaklığı 20 ± 2 ºC olacak şekilde kontrol altında 

tutulmuştur. 
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Şekil 3.3: Ultrases deney düzeneği (şematik). 

 

 
 

Şekil 3.4: Ultrases deney düzeneği. 

 

Uygulanan ultrases yoğunluğuna ve ultrasese maruz kalma süresine bağlı 

olarak mikroalg biyokütlesindeki değişim deneysel olarak incelenmiştir. Bu 

deneylerde iki farklı tip mikroalg kültürü kullanılmıştır: (1) evsel atıksuda yetiştirilen 

zamanla Scenedesmus türlerinin baskın hale geldiği karışık mikroalg kültürü (2) 

BG11 sentetik besi ortamında yetiştirilen zaman içinde Chlorococcum türlerinin 

baskın hale geldiği karışık mikroalg kültürü. 

Transdüser 

Titanyum 

Prob 

Mikroalg 

çözeltisi 

Buz 

Banyosu 
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Deneysel çalışmada, her iki kültür ortamından alınan 250 mg/L hücre 

konsantrasyonuna sahip mikroalg çözeltilerine beş farklı ultrases yoğunluğunda (100, 

200, 300, 400 ve 500 W/L) ve her ultrases yoğunluğu için beş farklı süre boyunca  

(5, 15, 30, 45 ve 60 dk) ultrases uygulanmıştır. Mikroalg çözeltilerine uygulanan 

ultrases dozuna (𝑈𝐷) bağlı olarak, reaksiyon sonunda çözeltilerden alınan 

numunelerde optik yoğunluk (684 nm) ve AKM analizleri yapılmıştır. AKM analizi 

sırasında elde edilen süzüntü numunelerinde ise protein ve karbonhidrat analizleri üç 

tekrarlı olarak gerçekleştirilmiştir. Uygulanan ultrases dozları 

 

𝑈𝐷 =
𝑃𝑢 × 𝑡𝑢

𝐾𝐵
   (3.3) 

 

eşitliği yardımıyla kWh/g KB cinsinden hesaplanmıştır. Burada 𝑃𝑢 uygulanan 

ultrases şiddetini (kW), 𝑡𝑢 ultrases uygulama süresini (saat) ve 𝐾𝐵 ultrasese maruz 

bırakılan çözeltideki toplam kuru mikroalg kütlesini (g) temsil etmektedir.  

 

3.2.3. Ozonlama Sonrası Ultrases Kullanım Çalışmaları 

 

Mikroalglerin sudan hasatlanması amacıyla kullanılan ozon ve ultrases 

uygulamalarının etkileri Bölüm 4.3 ve 4.4’te ayrı ayrı verilmiştir. Bu uygulamalardan 

elde edilen bilgiler değerlendirilerek ozon ve ultrasesin birlikte kullanılmasının 

mikroalglerin parçalanması üzerindeki ortak etkisinin belirlenmesine çalışılmıştır. 

Ultrases destekli ozon (O3/US) uygulamasıyla daha düşük ozon dozlarında daha 

yüksek parçalama veriminin elde edilebileceği ve bu sayede ozonlamadan 

kaynaklanan maliyetin azaltılacağı öngörülmüştür. 

Deney şartlarının belirlenmesinde Box-Behnken deneysel tasarımından ve bir 

önceki ozon ve ultrases uygulamalarından elde edilen sonuçlardan faydalanılmıştır. 

Bölüm 4.3.’te yer alan veriler incelendiğinde mikroalg hücrelerinin istenilen düzeyde 

parçalanmasının 0,1 g O3/g KB ve üstündeki ozon dozlarında gerçekleştiği 

görülmüştür. Daha düşük ozon dozlarında (0,03 g O3/g KB ve daha düşük) ise 

beklenilen etki görülmemiştir. Bu nedenle düşük ozon dozunun ultrases ile 

desteklenmesiyle istenilen hücresel değişimin sağlanmasının mümkün olabileceği 

düşünülmüş ve O3/US uygulaması hem düşük hem de yüksek ozon dozlarında 
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gerçekleştirilmiştir. Seçilen ozon dozları 0,03, 0,15 ve 0,27 g O3/g KB şeklindedir. 

O3/US çalışmalarında uygulanacak US gücü belirlenirken Bölüm 4.4’te yer alan 

bilgilerden yararlanılmıştır. Bu bölümde, mikroalg hücrelerindeki parçalanma 

veriminin en yüksek olduğu US gücünün 400 W/L olduğu belirtilmiş ve düşük US 

güçlerinde de hücre parçalanmasının sağlandığı belirtilmiştir. Düşük ultrases 

gücünün ozonla desteklenmesi ile istenilen hücresel değişimin sağlanabilmesi için 

uygulanacak US gücü 300, 400 ve 500 W/L olarak seçilmiştir. Ayrıca Bölüm 4.4’te 

ultrasese maruz kalma süresinin de hücresel parçalanmanın sağlanmasında etkin bir 

rol oynadığı bildirilmiştir. O3/US çalışmalarında ultrasese maruz kalma süreleri 10, 

20 ve 30 dakika olarak seçilmiş ve sürenin hücresel parçalanma üzerindeki etkisi 

belirlenmeye çalışılmıştır. Çalışılan deneysel tasarım yönteminde incelenmek üzere 

seçilen parametreler ve bu parametrelere ait seviye değerleri Tablo 3.3’te verilmiştir. 

 

Tablo 3.3: Deneysel tasarım yöntemi için kullanılan parametrelerin seviye değerleri. 

 

Seviye 

Ozon dozu 

(g O3/g KB)  

(x1) 

Ultrases yoğunluğu 

(W/L) 

(x2) 

Ultrases uygulama 

süresi (dk) 

(x3) 

-1 0,03 300 10 

0 0,15 400 20 

+1 0,27 500 30 

 

O3/US deneylerinde 500 mg/L biyokütle konsantrasyonuna sahip BG11 kültür 

ortamında yetiştirilen ve Chlorococcum türlerinin baskın olduğu mikroalg kültürü 

kullanılmıştır. O3/US çalışmaları, mikroalg çözeltisinin önce ozonlanması ve 

ardından ultrasese tabi tutulması şeklinde gerçekleştirilmiştir. Mikroalg çözeltilerine 

ozon ve ultrases uygulanması sırasıyla Bölüm 3.2.1 ve 3.2.2’de anlatıldığı şekilde 

gerçekleştirilmiştir. Ozonlanan çözelti zaman kaybedilmeden ultrases 

reaksiyonlarının gerçekleştirileceği cam reaktöre alınmıştır. 
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3.3. Lipit Ekstraksiyonu 

 

Mikroalg hücrelerini içeren çözeltide lipit (1) hücre bünyesinde (membran 

yapısında ya da hücre içinde) (2) sıvı fazda (parçalanan ya da ölen hücrelerden dışarı 

taşınmış halde) bulunabilir. Her iki formdaki lipidin ekstraksiyonunda farklı ayırım 

yöntemleri kullanılmıştır. 

 

3.3.1. Biyokütleden Lipit Ekstraksiyonu (Bligh and Dyer Metodu) 

 

Lipit analizi çalışmalarında sentetik kültür ortamında (BG11 besi ortamı) 

yetiştirilen mikroalg biyokütlesi kullanılmıştır. Mikroalg çözeltisi 8000 g’de 10 dk 

santrifüj edilmiş ve üst sıvı faz atılmıştır. Alttaki macun kıvamındaki yoğun 

biyokütle 40 ºC’de etüvde 2 gün süre ile kurutulmuş, desikatörde sabit tartıma gelene 

kadar beklendikten (24 saat) sonra havanda dövülerek toz haline getirilmiştir. Şekil 

3.5’te BG11 besin ortamı ve evsel atıksudan elde edilen kuru biyokütleler 

görülmektedir. 

 

 
 

Şekil 3.5: Kurutulan ve toz haline getirilen mikroalg biyokütlesi, a) BG11 besin 

ortamında yetiştirilen türler, b) atıksuda yetiştirilen türler. 

 

Mikroalgal biyokütlenin lipit içeriğinin gravimetrik olarak belirlenmesinde 

biyolojik materyallerden lipitin ekstraksiyonu ve saflaştırılmasında kullanılan Bligh 

and Dyer metodundan faydalanılmıştır. Bligh and Dyer metodu % 80 sıvı içeriğine 

sahip numuneye klorofom/metanol/su (1:1:0,5, h/h) içeren çözeltilerin birkaç adımda 

a) b) 
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eklendikten sonra, numunenin 1 dk süre ile çok hızlı karıştırılması (vortex) ve 

ardından 1000 rpm’de 5 dk süre ile santrifüj edilmesine dayanmaktadır. Böylece 

hücresel parçalanma ve yağ ekstraksiyonu sağlanmaktadır. Bu yöntem kullanılarak, 

BG11 besi ortamında üretilen mikroalgal biyokütle üzerinde yapılan lipit 

ekstraksiyonu ölçümlerinde oldukça düşük ve tekrarlanabilirliği olmayan sonuçlar 

elde edilmiştir. Bunun üzerine Bligh and Dyer metodu, mikroalgal biyokütleye çeşitli 

modifikasyonlarda (farklı biyokütle miktarları ve farklı çözücü miktarları için) 

uygulanmıştır. Bu sayede biyokütledeki lipidin biyokütleden ayrıştırılmasında 

güvenilir bir ekstraksiyon yönteminin oluşturulması hedeflenmiştir.  

Yapılan denemeler sonrası belirlenen metot ve yöntem ise şu şekildedir: 25 mg 

kuru biyokütle 50 mL’lik falkon tüpüne alınır ve üzerine CHCl3/metanol/su (1:1:0,5, 

h/h) çözücüleri, toplam hacim 25 mL olacak şekilde birkaç adımda eklenir. Her 

çözücü ilavesinden sonra biyokütle-çözücü karışımı 2 dk hızlıca karıştırılır (vortex) 

ve ardından 75 oC su banyosunda 5 dk süre ile bekletilir. Biyokütle-çözücü karışımı 

6000 rpm’de 10 dk santrifüj edilerek faz ayırımı sağlanır. Üst fazda metil alkol, su ve 

hücre parçaları yer alırken, alt fazda kloroform ve lipit bulunmaktadır. Alttaki faz 

(kloroform-lipit karışımı) cam pastör pipeti ile dikkatlice çekilir ve falkon tüpüne 

alınır. Karışım üzerine 2,5 mL saf su eklenerek tekrar hızlıca karıştırılır ve tekrar 

santrifüj edilir. Böylece kloroform ve lipit içeren karışım içinde kalan biyokütle 

artıklarının su fazına geçmesi ve karışımın yıkanması sağlanmış olunur. Bu işlem 

kloroform-lipit fazının tamamen berraklaşması sağlanana kadar yaklaşık 5 defa 

tekrarlanır. En son yıkama sonrası kloroform-lipit içeren faz, darası alınan numune 

şişesine koyulur. 40 oC’de çözücüsü uçurulan numunenin son tartımı alınır. 

Aşağıdaki eşitlik kullanılarak ilk tarım (𝐴) ve son tartım (𝐵) arasındaki fark kuru 

biyokütle miktarına (𝑚) bölünerek, kuru ağırlık bazında % lipit içeriği hesaplanır. 

 

%
𝐿𝑖𝑝𝑖𝑡

𝐵𝑖𝑦𝑜𝑘ü𝑡𝑙𝑒
=

(𝐴 − 𝐵)

𝑚
× 100 (3.3) 

 

Bu yöntem kullanılarak, BG11 besi ortamı ve evsel atıksuda yetiştirilen 

mikroalgal biyokütle üzerinde yapılan lipit ekstraksiyonuna ait veriler, Bölüm 

4.2.1’de gösterilmektedir. 
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3.3.2. Mikroalg Çözeltisinden Lipit Ekstraksiyonu (Gravimetrik) 

 

Mikroalg hücrelerinden çözeltiye geçen lipidin ekstraksiyonunda, Standard 

Metotlar 5520-B bölümünde yer alan lipit analiz yönteminden yararlanılmıştır. 

Standard Metot 5520-B’de yer alan n-hekzan ve Bligh and Dyer yönteminde yer alan 

kloroform/metanol karışımı kullanılarak lipidin çözeltiden ayrıştırılması 

hedeflenmiştir. Ayrıca, lipit ekstraksiyonunda farklı solvent kullanımının etkileride 

K/M ve n-hekzan karşılaştırılmasıyla belirlenmeye çalışılmıştır. Bu çalışmalarda 

BG11 sentetik besi ortamında yetiştirilen Chlorococcum türlerinin baskın hale 

geldiği karışık mikroalg kültürü ve biyolojik arıtılmış evsel atıksuda (BAEA) 

yetiştirilen Scenedesmus türlerinin baskın hale geldiği karışık mikroalg kültürü 

kullanılmıştır 

Karışık mikroalg kültüründen alınan 100 mL mikroalg çözeltisi üzerine 50 mL 

solvent (n-hekzan ya da kloroform/metanol karışımı) eklenmiş ve 5 dk boyunca hızlı 

bir şekilde çalkalanmıştır. Çalkalama işlemi sonunda faz ayrımının sağlanması için 

çözelti ayırma hunisinde bekletilmiştir. Böylelikle mikroalg hücrelerin solventlerle 

reaksiyonu ve hücre yapılarının bozunması sağlanmıştır. Ekstraksiyonda kullanılan 

solvent sudan hafif (n-hekzan) ise lipit üst fazda, ağır (kloroform) ise alt fazda yer 

alır. Bu durum göz önünde bulundurularak faz ayrımı sağlanmıştır. Lipit içeren 

solvent önceden darası alınan cam balona alınmış ve su banyosunda vakum altında 

solventin uçurulması sağlanmıştır. Devamında ise cam balonun sabit tartıma gelmesi 

için desikatörde bir gün süre ile bekletilmiş ve tartımı alınmıştır. Numunedeki lipit 

aşağıda verilen eşitlik yardımıyla hesaplanmıştır. 

 

𝐶𝐿 =
(𝐴 − 𝐵) × 1000

𝑉
 (3.4) 

 

Burada 𝐶𝐿çözeltideki lipit konsantrasyonunu, 𝐴 lipit içeren cam balon joje 

ağılığını, 𝐵 cam balon jojeninin darasını ve 𝑉 numune hacmini temsil etmektedir. 

Deneysel çalışmalara ait veriler Bölüm 4.3.1’de gösterilmektedir. 

 

Mikroalg hücrelerinin normal yaşam döngüsü süresince parçalanmaları ya da 

ölmeleri neticesinde hücre içi organik materyalin (lipit, protein, karbonhidrat vb) 

çözeltiye geçmesi doğal olarak beklenmektedir. Bu nedenle öncelikle mikroalg hücre 
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yapısına solvent ilavesi ile zarar verilmeden hücrelerin çözeltiden ayrılması ve kalan 

sıvıdaki lipidin belirlenmesi gerekir. Böylece solvent ilavesiyle hücreye verilen zarar 

ve akabinde çözeltideki lipit miktarındaki artış sağlıklı olarak ölçülebilir. 

Bu nedenle öncelikle homojen haldeki mikroalg çözeltisinden alınan 100 mL 

mikroalg çözeltisi 6000 dev/dk’da 20 dakika boyunca santrifüj edilmiştir. Santrifüj 

sonrası hücrelerden ayrılan sıvı faz ayırma hunisine alınmış ve üzerine 50 mL 

solvent ilave edilmiştir. Solvent ilavesi sonrası çözelti 5 dakika boyunca hızla 

çalkalanmış ve tam karışım sağlanmıştır. Daha sonra faz ayrımının gerçekleşmesi 

için askıya alınmıştır. Çözelti lipit içeren solvent ve su olarak iki faza ayrılmıştır. Faz 

ayrımı sağlandıktan sonra lipit içeren solvent fazı önceden darası alınan cam balona 

alınmış ve solvent uçurulması sağlanmıştır. Bu sayede hücrelerden arındırılan 

çözeltideki lipit miktarı belirlenmiştir. Numunedeki lipit yine Eşitlik (3.4) 

kullanılarak hesaplanmıştır. 

 

3.3.3. Ultrases Destekli Lipit Ekstraksiyonu 

 

Bu safhada, mikroalg içeren çözeltideki lipidin solvent ilavesi ile 

ekstraksiyonuna yardımcı olması amacıyla, ultrases çalışmaları gerçekleştirilmiştir. 

Bu çalışmalarda BG11 sentetik besi ortamında yetiştirilen zaman içinde 

Chlorococcum sp. baskın hale geldiği mikroalg kültürü ve BAEA’da yetiştirilen 

Scenedesmus türlerinin baskın hale geldiği karışık mikroalg kültürü kullanılmıştır 

Deneysel çalışmalarda 250 mg/L hücre konsantrasyonuna sahip 125 mL 

mikroalg çözeltisi kullanılmıştır. Ultrases destekli lipit ekstraksiyonu çalışmalarında, 

mikroalg çözeltisine 400 W/L gücünde ve 60 dakika sürede US uygulanmıştır. 

Ultrases uygulaması Bölüm 3.2.2’de anlatıldığı şekilde gerçekleştirilmiştir. Ultrases 

reaksiyonun tamamlanmasının ardından gerçekleştirilen lipit ekstraksiyonu yukarıda 

anlatılan adımların sırasıyla uygulanması ile sağlanmıştır. Deneysel çalışmalara ait 

sonuçlar Bölüm 4.3.1’de verilmiştir. 
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3.4. Mikroalgal Biyokütlenin Fermentasyon Öncesi Ön 

Arıtımında Uygulanan Yöntemler 
 

Tez çalışması kapsamında, mikroalglerin ve hücresel polisakkaritlerin 

parçalanmasında ultrases, ozon, asit ve alkali ön arıtım yöntemleri kullanılmış ve ön 

arıtılan biyokütle enzimatik hidrolize tabi tutularak polisakkaritlerin glikoza 

dönüşümü incelenmiştir. 

 

3.4.1. Ozon ile Ön Arıtım 

 

Mikroalglerin ve hücre içi polisakkaritlerin ozon kullanılarak parçalanmasının 

ve glikoza dönüştürülmesinin araştırıldığı bu çalışmalarda BG11 sentetik besi 

ortamında yetiştirilen ve zaman içinde Chlorococcum türü mikroalglerin baskın hale 

geldiği karışık mikroalg kültürü kullanılmıştır. Mikroalg çözeltisi önce 6000 dev/dk 

santrifüj edilerek yoğunlaştırılmış daha sonra liyofilizatörde -50 °C’de vakum altında 

içerisindeki su alınarak kurutulmuştur. Tüm ön arıtım çalışmalarında kuru 

biyokütlenin saf su ile çözelti haline getirilmesi ile elde edilen 10 g/L biyokütle 

konsantrasyonuna sahip 3 mL homojen mikroalg çözeltileri kullanılmıştır. Yarı 

sürekli ozonlama çalışmalarından farklı olarak bu çalışmalarda kullanılan çözelti 

miktarının düşük olması nedeniyle düşük hacimlerde çalışmaya olanak sağlayan cam 

gaz (Drechsel trap reactor) yıkama şişelerinde reaksiyonlar gerçekleştirilmiştir. Ön 

arıtım çalışmalarında kullanılan deney düzeneği Şekil 3.6’da verilmektedir. 

Kullanılan cam reaktör dışında geri kalan her şey yarı sürekli ozonlama 

çalışmalarında kullanılan düzenekle aynı şekilde kurulmuştur. 
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Şekil 3.6: Biyokütlenin ozonla ön arıtımında kullanılan deney düzeneği. 

 

Ozonla ön arıtım çalışmalarında kullanılan ozon dozları, yarı sürekli ozonlama 

çalışmalarında uygulanan ozon dozları göz önüne alınarak 0,25-2,0 g O3/g KB 

aralığında tutulmuştur. 

Hücre konsantrasyonu belirlenen çözelti ozonlama deney düzeneğine alınmış 

ve belirlenen ozon dozu için ozon jeneratörü çalıştırılmıştır. Reaksiyon süresi 

sonunda ozon jeneratörü durdurulmuş ve ozonlanan mikroalg çözeltisi alınmıştır. 

Ozonlama sonrası vakit kaybedilmeden çözelti sıcak su banyosuna daldırılarak 

çözelti içinde kalan ozonun parçalanması ve reaksiyonun durdurulması sağlanmıştır. 

Hücresel parçalanma sonrası glikoza dönüşümün belirlenmesi için, çözeltiden 1mL 

numune alınarak 0,45 µm şırınga filtreden süzülmüş ve önceden glikoz kalibrasyonu 

yapılan yüksek performanslı sıvı kromatografi cihazında (HPLC) glikoz içeriği 

ölçülmüştür. Bu çalışmaya ait sonuçlar Bölüm 4.5.1’de verilmektedir. 

Ozonla ön arıtımın enzimatik hidroliz üzerindeki etkisinin belirlenmesi için 

enzim miktarı 1,2 mL/g KB sabit tutulduğu ve mikroalg biyokütlesi birimi başına 

uygulanan ozon miktarının 0,25-2,0 g O3/g KB aralığında değiştirildiği ozonlama 

çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Mikroalg çözeltilerin ozonlanması yukarıda 

anlatıldığı şekilde yapılmıştır. Ozonlanan ve içindeki kalan ozonu giderilen 

çözeltilerin pH’sı 4,8 ± 0,5’e ayarlanmış ve daha sonra enzimatik sakkarifikasyona 
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(Bölüm 3.4.5) tabi tutularak süreç sonlandırılmıştır. Bu çalışmaların yanı sıra 

mikroalg biyokütlesi birimi başına uygulanan ozon dozunun 0,5-1,0 g O3/g KB 

olarak sabit tutulduğu ve enzim miktarının (0,15-1,5 mL g/KB (Celluclast 

1.5L/Novozym 188, 1:2, h/h) aralığında değiştirildiği bir dizi deney yürütülmüştür. 

Bu sayede enzim miktarının arttırılmasının, ozonla ön arıtılan biyokütlelerdeki 

polisakkaritlerin glikoza dönüşüm verimi üzerindeki etkisi belirlenmeye çalışılmıştır. 

Bu çalışmalara ait sonuçlar Bölüm 4.5.1’de verilmektedir. 

 

3.4.2. Ultrases ile Ön arıtım 

 

Ultrases ile mikroalglerin hasatlanmasının araştırıldığı çalışmalarda hücresel 

parçalanma ve hücre içi materyal salınımının en yüksek olduğu değer 0,4 kWh/L 

ultrases enerji yoğunluğunun kullanılması ile elde edildiği görülmektedir. Uygulanan 

bu ultrases enerjisinin biyokütle konsantrasyonu ile olan ilişkisi değerlendirildiğinde 

biyokütle başına 1,6 kWh/g KB ultrases uygulandığı görülmektedir. Enzimatik 

sakkarifikasyon öncesi biyokütlenin ultrases ile ön arıtımında bu değer kullanılmıştır. 

1 g/L biyokütle konsantrasyonuna sahip mikroalg çözeltisinden 20 mL alınarak 

ultrasese tabi tutulmuştur. Ultrases uygulaması Bölüm 3.2.2’de anlatıldığı şekilde 

gerçekleştirilmiştir. Reaksiyon süresi sonunda çözelti önce derin dondurucuda 

dondurulmuş daha sonra freze dryer cihazına konularak kurutulmuştur. Kurutulan 

biyokütle tekrar tartılarak 10 g/L biyokütle konsantrasyonu elde edilecek şekilde saf 

su ile çözelti haline getirileştir. Enzimatik sakkarifikasyon için gerekli olan pH 4,8 ± 

0,5 ayarlaması seyreltik H2SO4 ve seyreltik NaOH çözeltileri kullanılarak 

yapılmıştır. Bu şekilde hazırlanan bütün numuneler bir sonraki adım olan enzimatik 

sakkarifikasyona (Bölüm 3.4.5) tabi tutulmuştur. Bu çalışmalara ait sonuçlar Bölüm 

4.5.2’de verilmektedir. 

 

3.4.3. Seyreltik Asit ile Ön Arıtım 

 

Mikroalg hücre duvarının parçalanması ve enzimatik sakkarifikasyonun 

verimini arttırmak amacıyla asit ile ön artımın yapıldığı bu çalışmalarda seyreltik 

sülfürik asit kullanılmıştır. Ön arıtım çalışmalarında 10 g/L biyokütle 

konsantrasyonuna sahip 3 mL mikroalg çözeltisine final asit konsantrasyonu %1-6 
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aralığında değişen oranlarda %10’luk sülfürik asit ilave edilmiştir. Mikroalg 

çözeltileri 10 dakika süreyle 500 dev/dk manyetik karıştırıcı ile karıştırılmış daha 

sonra 121 °C’de, 1,1 bar basınç altında, 30 dk otoklavlanmıştır. Reaksiyon sonunda 

numunelerin oda sıcaklığına gelmesi beklenmiş ve 10 N NaOH (ve gerekli 

olduğunda 1 N H2SO4) kullanılarak numunelerin pH değerleri, enzimatik 

sakkarifikasyon için gerekli olan pH 4,8 ± 0,5 olacak şekilde ayarlanmıştır. 

 

3.4.4. Alkali ile ön arıtım 

 

Alkali ile ön arıtım çalışmalarında 30 mg kuru biyokütle değişen oranlarda 

NaOH (% 0,75-3) içeren alkali çözeltiler içine eklenerek manyetik karıştırıcıda (500 

dev/dk) 10 dakika süreyle karıştırılarak çözülmüştür. Mikroalg çözeltileri daha sonra 

121°C’de, 1,1 bar basınç altında, 30 dk otoklavlanmıştır ve reaksiyon sonunda 

numunelerin oda sıcaklığına gelmesi beklenmiştir. Enzimatik sakkarifikasyon için 

gerekli olan pH 4,8 ± 0,5 ayarlaması derişik H2SO4 (ve gerekli olduğunda 1 N 

NaOH) kullanılarak yapılmıştır. 

 

3.4.5. Enzimatik Hidroliz 

 

Mikroalg biyokütlesinin parçalanmasında ve hücresel polisakkaritlerin glikoza 

dönüştürülmesinde enzim kullanımının araştırıldığı bu çalışmalarda Novozymes 

tarafından sağlanan Novozym 188 (β-glukosidaz) ve Celluclast 1.5 L (Endo 

glukonoz) enzim kompleksleri kullanılmıştır.  

Ozonla ön arıtım çalışmalarında olduğu gibi bu çalışmalarda da 10 g/L 

biyokütle konsantrasyonuna sahip 3 mL mikroalg çözeltisi kullanılmıştır. Enzimatik 

sakkarifikasyon çalışmalarının tamamı üretici firma tarafından enzim aktivitesinin 

maksimum olduğu belirtilen pH 4,8 ± 0,5’te gerçekleştirilmiştir. Mikroalg 

çözeltisinin pH ayarlamasında 0,1 N H2SO4 ve 0,1 N NaOH çözeltileri kullanılmıştır. 

Mikroalg çözeltisinin enzimatik sakkarifikasyonun gerçekleşmesi için 4 saat süreyle 

50 oC de, 160 dev/dk’da çalkalanmıştır. Süre sonunda çözeltiler 80 °C su banyosunda 

2 dk süre ile bekletilerek enzim aktivitesi sonlandırılmıştır. Daha sonra çözeltiler 

6000 dev/dk’da 10 dk santrifüj edilerek üst faz 0,45 µm gözenek genişliğine sahip 
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filtreden süzülmüş ve glikoza dönüşüm veriminin belirlenmesi için HPLC’de analiz 

edilmiştir. 

 

3.5. Analitik Metotlar 

 

3.5.1. Kimyasal Analizler 

 

Mikroalgal biyokütle ve çözeltideki proteinin tayininde Lowry metodu [Lowry 

et al., 1951], karbonhidrat tayininde Dubois metodu [Dubois et al., 1956] 

kullanılmıştır. Protein ve karbonhidrat tayini için oluşturulan kalibrasyon grafikleri 

Ek B, Şekil B1.3 ve Şekil B1.4’te verilmektedir. Mikroalg çözeltisinin KOİ tayini 

Standart Metotlar 5220 C’ye göre yapılmıştır [APHA, 2005]. 

 

3.5.2. GC Analizi 

 

Mikroalgal biyokütlenin nötral lipit miktarının (trigliserit içeriğinin) 

belirlenmesinde, gaz kromatografisi (GC) kullanılmıştır. GC ile analiz çalışmaları, 

mikroalgal biyokütleden Bligh and Dyer metodu ile lipidin ekstrakte edilmesi ve elde 

edilen lipidin kapiler gaz kromatografisi ile analizi adımlarını içermektedir. 

Kromatografik analiz için Agilent 6890 N marka FID detektörlü gaz 

kromatografisi, uzunluğu 30 m, iç çapı 0,53 mm ve film kalınlığı 0,1 µm olan DB-

5HT kapiler kolon (JandV Scientific) kullanılmıştır. Fırın için seçilen başlangıç 

sıcaklığı 50 ºC (1 dk) ve sonrasında 15 ºC/dk’da 180 ºC’ye, 7 ºC/dk’da 230 ºC’ye ve 

10 ºC/dk’da 370 ºC’ye artacak şekilde programlanmış, bu sıcaklıkta 10 dk 

tutulmuştur. Maksimum fırın sıcaklığı 400 ºC olarak belirlenmiştir. Toplam analiz 

süresi 40 dk’dır. FID detektörün sıcaklığı 380 ºC, detektör gazı 350 mL/dk hava ve 

35mL/dk ile H2 gazıdır. İnlet modu splitless ve sıcaklığı ise 350 ºC’dir. Kolon akışı 

2,6 mL/dk  (80 kPa’lık sabit basınç modunda), kolon için taşıyıcı gaz helyum ve 

make up (süpürme) gazı ise azottur.  

Mikroalgal lipit örneklerinin analizi için; 4 mg lipit örneğine 40 µL Internal 

Standard#1 (ASTM D6584 1, 2, 4 -Butanetriol Solution, 1 mg/mL), 50 µL Internal 

Standard#2 (ASTM D6584 Tricaprin Solution, 8 mg/mL) ve 100 µL türevlendirme 

reaktifi N-Methyl-N-trimethylsilyl-trifluoroacetamide (MSTFA) eklenmiş, 2 dk 
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vortekslenmiştir. Numunelerin silanlanması için 30 dakika beklenmiştir. 

Silanlamayla numune içindeki gliseritlerin buharlaşma sıcaklığını düşürülerek 

uçuculuğunun arttırılması sağlanmıştır. Silanlama işleminin ardından hazırlanan lipit 

numunerine 1 mL heptan eklenerek GC’de analiz edilmiştir. GC analizi için 

kullanılan analitik standartlardan Internal Standard#1 (ASTM D6584 1, 2, 4 -

Butanetriol Solution, 1 mg/mL), Internal Standard#2 (ASTM D6584 Tricaprin 

Solution, 8 mg/mL) ve lipit standardı olarak triolein (5 mg/mL), monoolein (10 

mg/mL) ve 1, 3-diolein (5 mg/mL) Sigma Aldrich’den, silanlama için kullanılan 

türevlendirme reaktifi N-Methyl-N-trimethylsilyl-trifluoroacetamide (MSTFA) ve n-

heptan (GC grade) Merck’ten temin edilmiştir. 

Mikroalgal biyokütleden ekstrakte edilen lipidin GC’de analizi için öncelikle 

mono-, di- ve triolein standartları kullanılarak kalibrasyon grafiği oluşturulmuştur. 

Kalibrasyon grafiklerine örnek teşkil etmesi amacıyla trioleine ait kalibrasyon 

garafiği Ek B Şekil1.8’de verilmektedir.  

 

3.5.3. HPLC Analizi 

 

Mikroalg biyokütlesindeki polisakkaritlerin belirlenen ön arıtım (ozon, 

ultrases) yöntemleri ile monomerlerine parçalanması ve enzimatik hidroliz ile 

glikoza dönüştürülmesinin belirlenmesinde Shimadzu marka HPLC kullanılmıştır. 

HPLC cihazına numune verilmeden önce, 1 mL numune 6000 rpm’deki santrifüjde 

10 dk çöktürülmüş ve üst faz 0,45 µm gözenek genişliğine sahip filtreden 

süzülmüştür. 63 ºC’de çalışan kolon fırını içine yerleştirilmiş Tessek Polimer Sugar 

H form 8 µm şeker kolonu ve 50 °C’de çalışan refraktif indeks dedektörü 

kullanılarak analiz edilmiştir. HPLC’de mobil faz olarak 4 mM Sülfürik asit çözeltisi 

kullanılmış ve akış hızı 0,6 mL/dak olarak ayarlanmıştır. Cihazın numune içindeki 

madde konsantrasyonunu hesaplayabilmesi için standart glikoz çözeltileri 

hazırlanarak cihaza verilmiş ve dedektör aracılığıyla elde elden alan değerleri 

kullanılarak standart grafikler ve denklemler elde edilmiştir. Bu grafikler ve 

denklemler Ek B, Şekil B1.5, 1.6 ve 1.7’de verilmiştir. 
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3.5.4. Ozon Dozu Ölçümü 

 

Ozon uygulaması boyunca üretilen ozon dozu miktarının tayini için Standart 

Metotlar, 2350-E bölümünde yer alan yarı kesikli ozon dozu analiz yöntemi ve 

kolorimetrik analiz yöntemi olan 4500 O3-B kullanılmıştır [APHA, 2005]. Analiz 

metoduyla ilgili ayrıntılı bilgi Ek C kısmında verilmektedir. 

 

3.5.5. Fiziksel Analizler 

 

3.5.5.1.  AKM Analizi 

 

Biyokütle içeren çözeltideki toplam askıda katı madde miktarının tayininde 

Standart Metotlar, 2540-D yöntemi kullanılmıştır [APHA, 2005]. 

 

3.5.5.2.  Optik Yoğunluk Analizi 

 

Mikroalg çözeltisi içindeki biyokütle konsantrasyonundaki artışın 

belirlenmesinde Lambert-Beer kanundan yararlanılmıştır. Lambert-Beer kanununa 

göre bir çözeltiden geçen monokromatik bir ışığın şiddeti çözeltinin derişimi ve 

kalınlığı ile ters orantılı olarak azalır. Optik yoğunluk ölçümlerinde Genesys 10S 

UV-Vis Spectrophometer kullanılmıştır. Mikroalg çözeltisinden alınan 2,5 mL 

örneğin öncelikle 300-750 nm aralığında dalga boyu taraması yapılarak maksimum 

absorbansın verildiği dalga boyu belirlenmiştir. Farklı konsantrasyonlara sahip 

mikroalg çözeltileri, belirlenen dalga boyunda okutularak absorbans değişimleri 

ölçülmüştür. 

Mikroalg çözeltilerine ait absorbans değerleri ve AKM analizi ile bulunan 

konsantrasyon değerlerinin korelasyonuna ait grafik ve denklem Ek B Şekil B1.1 ve 

1.2’de verilmektedir. Bu denklem kullanılarak ışık absorbansı belirlenen çözeltinin 

konsantrasyonu hesaplanmıştır. 
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3.5.5.3.  Çökme Testi  

 

Biyokütle çökme kabiliyeti belirlenmesi için Standart Metotlar, 2540-F 

bölümünde yer alan çökebilir katılar yöntemi kullanılmıştır [APHA, 2005]. 

 

3.5.5.4.  FAR Ölçümü 

 

Mikroalg hücrelerinin fotosentez için kullanabildiği ışık miktarını ölçmek 

amacıyla fotosentetik aktif radyasyon (FAR) ölçümü gerçekleştirilmiştir. FAR, 

bitkiler tarafından fotokimyasal reaksiyonlar için kullanılabilen, ışık spektrumunun 

400-700 nm dalga boyu aralığındaki bölümünü temsil etmektedir. Havuz yüzeyine 

ulaşan FAR miktarı Licor marka LI-193 tipi kuantum sensörüyle ölçülmüş ve yine 

Licor marka LI-1400 cihazıyla düzenli şekilde kaydedilmiştir. 

 

3.5.5.5.  Mikroskobik Analizler 

 

Mikroalg çözeltilerinde bulunan türlerin belirlenmesinde Carl Zeiss Marka, 

Dijital kamera ataçmanlı, Axio Scope Trinoküler Faz-Kontrast Mikroskop 

kullanılarak aydınlık alan görüntüleme yöntemi kullanılmıştır. 

Mikroalglerin hücresel boyutta tanımlanmasında, yüksek vakum altında 

hücrelerin altınla kaplanarak incelenmesini sağlayan, taramalı elektron mikroskobu 

(SEM) (Philips, XL 30 SFEG) kullanılmıştır.  

 

3.5.6. İstatistiksel Analizler 

 

Ozon sonrası ultrases denemelerinde en uygun ozon dozu, ultra ses düzeyi ve 

süresini içeren kombinasyonu belirleyebilmek amacıyla Box-Behnken deneysel 

tasarım metodundan faydalanılmıştır. Bir tür tepki yüzey yöntemi olan bu tasarım 

metodu, tepkinin birkaç değişken tarafından etkilendiği ve amacın bu tepkiyi 

optimize etmek olduğu problemlerin modellenmesi ve analizi için kullanılan bir 

istatistiksel metottur. Box-Behnken tasarımı için oluşturulan polinom modeli Eşitlik 

(3.4)’te verilmiştir. 
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𝑌 = 𝛽0 + ∑ 𝛽𝑖𝑥𝑖 +
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 (3.4) 

 

Burada 𝑌 sistem cevabını, 𝛽0 denklem sabitini, 𝛽𝑖, 𝛽𝑖𝑖, 𝛽𝑖𝑗 faktör katsayılarını, 𝑥𝑖, 𝑥𝑗 

faktörleri ve 𝑘 faktör sayısını temsil etmektedir. Bu eşitlik üç faktör için 

düzenlendiğinde aşağıdaki ikinci dereceden polinom elde edilir. 

 

𝑌 = 𝛽0 + 𝛽1𝑥1 + 𝛽2𝑥2 + 𝛽3𝑥3 + 𝛽12𝑥1𝑥2 + 𝛽13𝑥1𝑥3 + 𝛽23𝑥2𝑥3 
(3.5) 

+𝛽11𝑥1
2 + 𝛽22𝑥2

2 + 𝛽33𝑥3
2 

 

Bu çalışmada Box-Behnken Tasarım yöntemi ile model eldesi için Eşitlik (3.5) 

kullanılmıştır. Model oluşturmak için gerekli katsayıların hesaplanması amacıyla 

kullanılan regresyon analizinde, JMP 10 (SAS) yazılımı kullanılmıştır. Deneylerde 

elde edilen sonuçlar ile model denklemleri olarak elde edilen polinomlar arasındaki 

uygunluk derecesini anlayabilmek için kalanların toplamına ve korelasyon 

katsayılarına bakılmıştır. Kalanların toplamının (Σe) 0’a, korelasyon katsayısının 

(R2) ise 1’e yakınlık derecesi, elde edilen model denkleminin sonuçları ile deneysel 

sonuçlar arasındaki yakınlık derecesini göstermiştir. Ayrıca, elde edilen bütün model 

denklemleri, istatiksel anlam açısından uygunluklarının test edilmesi amacıyla, 

varyans analizine (ANOVA) tabi tutulmuştur. İstatistiksel açıdan kayda değer 

sonuçlar verilen polinomlar için optimizasyon hesaplamaları MATLAB 7.7 

(Mathworks) yazılımında yer alan optimizasyon araçları (optimtool) yardımıyla 

gerçekleştirilmiştir.
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4. BULGULAR ve TARTIŞMA 

 

4.1. Mikroalgal Biyokütle Üretimi 

 

Çeşitli doğal su ortamlarından toplanan ve mikroalg içeren su örnekleri 

laboratuarda 20 L’lik havuzda BG11 besi ortamına alınmış, 150 µmol foton/m2∙sn 

sürekli aydınlatma altında, pH 7 ± 0,5 aralığında ve 20 ± 2 °C sıcaklıkta aklime 

edilmiştir. Türlerin morfolojik olarak tanımlanması için çeşitli alg sistematiği 

kitaplarından [Linne von Berg et al., 2004; Graham and Wilcox, 2000; Barsanti and 

Gualtieri, 2006; Pröschold and Leliaert, 2007; Bellinger and Sigee, 2010] ve internet 

görüntü veri tabanından yararlanılmıştır. Aklimasyon süresinin ilk ayında, 

havuzlarda Scenedesmus rubescens, Selanastrum capricornutum, Oocystis sp., ve 

Chlorococcum sp  gibi çeşitli mikroalg türlerinin yer aldığı görülmektedir. Ancak 

yetiştirilme ortamının sabit tutulmasıyla tür çeşitliliğinin azaldığı, BG11 besi 

ortamında Chlorococcum türlerinin, evsel atıksu ortamında ise Scenedesmus sp. 

mikroalglerin baskın hale geldiği yapılan mikroskobik analizler sonucunda 

görülmüştür. Mikroalg kültürlerindeki türlere ait aydınlık alan görüntülemesi ve 

100x büyütme kullanılarak çekilen mikrografları Şekil 4.1’de gösterilmektedir. 
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Şekil 4.1: 100 kat büyütmede a) karışık kültüre, b) BG11’de baskın hale gelen 

Chlorococcum sp.’ye c) atıksuda baskın hale gelen Secenedesmus sp.’ye ait karışık 

mikroalg türlerine ait mikroskop görüntüleri. 

 

a) 

b) 

c) 



63 

 

Daha öncede bahsedildiği gibi mikroalg bünyesinde bulunan organik yapılar, 

(karbonhidrat lipit ve protein) türden türe ya da hücrelerin yetiştirildiği ortam 

şartlarına bağlı olarak farklılık gösterebilmektedir. Tez çalışması boyunca mikroalg 

çözeltilerinde meydana gelen tür değişimlerinin, mikroalg çözeltilerindeki organik 

madde miktarlarındaki değişime olan etkisi Tablo 4.1’de gösterilmektedir. Yine 

Tablo 4.1’de literatürde yer alan bazı mikroalg türlerine ait hücresel bileşenlere yer 

verilmiştir, görüldüğü üzere aynı mikroalg türü için farklı araştırma grupları farklı 

sonuçlar elde etmektedir. Bu durum mikroalglerin ve mikroalg üzerinde yürütülen 

çalışmaların birbirleri ile karşılaştırılmalarını zorlaştırmaktadır.  



 

 

6
4
 

Tablo 4.1: Çalışmada kullanılan mikroalg kültürlerinin karbonhidrat, lipit ve protein içeriklerinin diğer çalışmalarla karşılaştırılması. 

 

Mikroalg kültürü Besi ortamı 

Toplam 

karbonhidrat (TK) 

(%, KBB) 

Toplam 

lipit (TL)  

(%, KBB) 

Toplam 

protein (TP)  

(%,KBB) 

Kaynak 

Chlamydomonas 

reinhardtii 
BG11 17 21 48 

Garcia-Moscoso et 

al., 2013 

Chlamydomonas 

reinhardtii UTEX 90 

Tris-acetate-phosphate 

(TAP) medium, 
59,7 ± 0,5  9,2 ± 0,6 Choi et al., 2010 

Chlorella sp.  26 2 57 Becker, 2007 

Chlorella sp.  12-17 14-22 51-58 Becker, 2007 

Chlorococcum littorale 
MC 

medium 
46-70 10-15 12,5-26 Hu et al., 1998 

Chlorococcum sp.  (F medium) 43,8   Harun et al., 2011 

Chlorococcum sp.  (F medium)  7  Halim et al., 2011 

Scenedesmus obliquus   10-17 12-14 50-56 Becker, 2007 

Karışık mikroalg kültürü BG11 46 26 25 Bu çalışmada 

Chlorococcum sp. baskın 

olduğu karışık kültür 
BG11 62 19 18 Bu çalışmada 

Secenedesmus sp. baskın 

olduğu karışık kültür 

İkincil biyolojik arıtım 

sonrası evsel atıksu 
33 27 33 Bu çalışmada 
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4.2. Mikroalglerin Hasatlanmasında Ozon Kullanımı 

 

Tez çalışması boyunca gerçekleştirilen ozonlama çalışmalarına ait sonuçlar, 

aşağıda alt başlıklar altında sunulmuştur. 

 

4.2.1. Etkin Ozon Dozu Belirleme 

 

Mikroalglerin ve hücresel bileşenlerin (lipit ve karbonhidrat) hasatlanması 

amacıyla gerçekleştirilen yarı sürekli ozonlama çalışmaları, düşük dozda ozonlama 

çalışmaları ve yüksek dozda ozonlama çalışmaları olarak ikiye ayrılmıştır. 

 

4.2.1.1.  Düşük Dozda Ozonlama Çalışmaları 

 

Bu çalışmada birim mikroalg biyokütlesi başına uygulanan ozon dozunun 0,01-

0,3 g O3/g KB aralığında tutulmasıyla, hücre duvarına zarar verilerek, hücresel 

materyalin (protein, karbonhidrat, lipit) hasatlanması ve hücre stabilitesi bozulan 

hücrelerin kendiliğinden çökelme eğiliminin arttırılarak sudan ayrıştırılması 

hedeflenmiştir.  

Ozonlama öncesi ve sonrası mikroalg çözeltilerinde ve çözeltilerin 0,45 µm 

gözenek genişliğine sahip filtrelerden geçirilerek elde dilen süzüntülerinde yapılan 

karbonhidrat analizlerine ait veriler Şekil 4.2’de verilmektedir. 
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Şekil 4.2: Düşük ozon dozlarında (a) 0,011, b) 0,012, c) 0,02, d) 0,03 g O3/g KB) 

çözeltide ve süzüntüde karbonhidrat miktarının değişimi. 

  

                                                      
1 0,64 g/L biyokütle konsantrasyonunda 
2 1,00 g/L biyokütle konsantrasyonunda 
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Süzüntü numunelerinde yapılan protein analizlerine ait veriler Şekil 4.3’de 

verilmektedir. 
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Şekil 4.3: Düşük ozon dozlarında (a) 0,013, b) 0,014, c) 0,02, d) 0,03 g O3/g KB) 

çözeltide ve süzüntüde protein miktarının değişimi. 

  

                                                      
3 0,64 g/L biyokütle konsantrasyonunda 
4 1,00 g/L biyokütle konsantrasyonunda 
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Süzüntü numunelerinde yapılan KOİ analizlerine ait veriler Şekil 4.4’de 

verilmektedir. 
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Şekil 4.4: Düşük ozon dozlarında (a) 0,015, b) 0,016, c) 0,02, d) 0,03 g O3/g KB) 

çözeltide ve süzüntüde KOİ miktarının değişimi. 

  

                                                      
5 0,64 g/L biyokütle konsantrasyonunda 
6 1,00 g/L biyokütle konsantrasyonunda 
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Şekil 4.2, 4.3 ve 4.4 değerlendirildiğinde düşük dozda ozon uygulamalarının 

çözelti (ozonlama öncesi ya da sonrası) ve süzüntü numunelerindeki protein, 

karbonhidrat ve KOİ değerlerini etkilemediği görülmektedir. Bu durum, uygulanan 

ozon dozunun, hücresel parçalanma için yeterli düzeyde olmadığını göstermektedir.   

Ozonlamanın, hücrelerin kendiliğinden çökelme eğilimi üzerindeki etkisinin 

belirlenmesinde, aktif çamur sistemlerinde çamurun çökelebilme özelliğinin 

göstergesi olan ve otuz dakikada çamurun çökebilen kısmının tayin edilmesine 

imkân sağlayan İmhoff hunisi kullanılmıştır. Mikroalg çözeltisi ozonlama deneyinin 

hemen ardından homojen bir haldeyken Imhoff hunisine aktarılmış ve çökelme 

durumu takip edilmiştir. Ancak, ozon uygulamasının beklenilenin aksine, hücrelerin 

kendiliğinden çökelme eğilimini değiştirmediği ve ancak 24 saat sonunda tam bir 

çökelmenin meydana geldiği gözlenmiştir. Kontrol amaçlı aynı şartlarda İmhoff 

hunisine aktarılan ozonlamanmış numunede de çökelme süresinin değişmediği 

görülmüştür. Bu durum, uygulanan ozon dozunun hücrelerin birbirlerini itme ve suda 

askıda kalma eğilimini etkilemediği göstermektedir. 

 

4.2.1.2. Yüksek Dozda Ozonlama Çalışmaları 

 

Mikroalg biyokütlesine uygulanan düşük dozdaki ozon (0,01-0,03 g O3/g KB) 

uygulamalarının, biyokütle üzerinde istenilen değişimi sağlayamaması üzerine, birim 

mikroalg biyokütlesi (gram) başına uygulanan ozon dozu 0,05-0,4 g O3/g KB 

aralığında olacak şekilde arttırılarak deneysel çalışmalara devam edilmiştir. Düşük 

dozda ozon uygulamalarında olduğu gibi bu çalışmaların da amacı, hücresel 

parçalanma sonrası hücre içi materyalin ve hücrelerin hasatlanabilirliğinin 

sağlanmasıdır. 

Yüksek dozda ozonlama çalışmalarında BG11 sentetik besi ortamında 

yetiştirilen karışık mikroalg kültürü kullanılmıştır. Deneysel çalışmalarda, kullanılan 

çözelti hacmi 500 mL ve biyokütle konsantrasyonu 500 mg/L olacak şekilde sabit 

tutulmuştur. 

Mikroalg içeren çözelti mikroalg yapısında bulunan klorofilden kaynaklı olarak 

yeşil renge sahiptir. Yüksek dozda ozonlama çalışmaları süresince, ozonla temas 

eden çözeltinin rengi uygulanan ozon dozuna bağlı olarak hızla açılmıştır (Şekil 4.5). 

Mikroalg çözeltilerinin renginde meydana gelen bu değişim, mikroalg biyokütle 
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bileşenlerinin hücre dışına salındığının ve ozonla reaksiyona girerek parçalandığının 

bir göstergesidir. Benzer şekilde Huang ve arkadaşları, (2014) Chlorella vulgaris 

türü mikroalglerin ozonla parçalanması ve ozonun lipit ekstraksiyonu üzerine etkisini 

belirlemek için gerçekleştirdiği çalışmada, ozonlama ile hücrelerden dışarıya salınan 

klorofilin ozonla reaksiyona girerek hızla parçalandığını ve bu nedenle ozonlamanın 

hücrelerden klorofil ekstraksiyonu için uygun bir yöntem olmadığını belirtmiştir. 

 

 
 

Şekil 4.5: Mikroalg hücresi başına uygulanan ozon dozunun artmasına bağlı olarak 

çözeltideki renk değişimi, a) 0,05, b) 0,1, c) 0,2, d) 0,3, e) 0,4 g O3/g KB. 

 

Başlangıç biyokütle konsantrasyonu 500 mg/L olan mikroalg çözeltisinden 

ozon geçirilmeye başlanmasıyla, hücrelerin ozonla reaksiyona girerek parçalandığı 

ve parçalanma neticesinde çözeltideki askıda katı madde (AKM) konsantrasyonunun 

hızla düştüğü ve en yüksek (0,4 g O3/g KB) ozon dozunda, 280 mg/L biyokütle 

konsantrasyonuna indiği görülmektedir (Şekil 4.6). AKM konsantrasyonunda 

meydana gelen bu azalma mikroalg biyokütlesinin beklenildiği gibi ozonla 

parçalandığının bir göstergesidir. 

a) b) c) d) e) 
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Şekil 4.6: Yüksek ozon dozlarında (0,05 - 0,4 g O3/g KB) AKM değişim. 

 

Ozonlama sonrası çözelti ve süzüntü numunelerindeki karbonhidrat miktarının, 

mikroalg hücresinde bulunan toplam karbonhidrata yüzdece oranının, uygulanan 

ozon dozuna bağlı olarak değişimi Şekil 4.7’de gösterilmektedir. 
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Şekil 4.7: Yüksek ozon dozlarında (0,05 - 0,4 g O3/g KB) çözeltide ve süzüntüde 

karbonhidrat değişimi. 

 

Şekil 4.7 incelendiğinde süzüntü numunelerine ait karbonhidrat miktarının, 

artan ozon dozu ile arttığı ve en yüksek ozon dozu olan 0,4 g O3/g KB’de, hücredeki 

toplam karbonhidratın %80’inin hücre dışına çıkarılmasının sağlandığı 

görülmektedir. Çözelti numunelerindeki karbonhidrat miktarlarında ise önemli bir 

değişim gözlenmemiştir. Lignoselülozik biyokütlenin parçalanmasında ozon 

kullanımının araştırıldığı bir çalışmada, ozonun karbonhidratlarla çok nadiren 

reaksiyona girdiği ancak çift bağ sayısı yüksek olan ligninle reaksiyona girmeyi 

tercih ettiği raporlanmıştır [Bule et al., 2013]. Gerek bu çalışmadaki bulgular ve 

gerekse literatürdeki sonuçlar, ozonun mikroalglerden karbonhidrat hasatlanmasında 

kullanılabilirliğini göstermektedir. 

Şekil 4.8, mikroalg çözelti ve süzüntü numunelerinden ölçülen protein 

miktarının, hücredeki toplam protein miktarına yüzdece oranının, artan ozon dozuna 

bağlı olarak değişimini göstermektedir. 
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Şekil 4.8: Yüksek ozon dozlarında (0,05 - 0,4 g O3/g KB) çözeltide ve süzüntüde 

protein değişimi. 

 

Şekil 4.8 incelendiğinde, süzüntü numunelerine ait proteinin hücre dışına 

çıkarılma verimin, ozon dozunun arttırılmasıyla az da olsa artan bir eğilim sergilediği 

ve süzüntüde en yüksek protein miktarının % 30 ile 0,3 g O3/g KB ozon dozunda 

elde edildiği görülmektedir. Çözelti numunelerindeki protein miktarının sabit 

kalması, ozonun protein yapısını önemli oranda değiştirmediğini göstermektedir. 

Sonuç olarak ozonlamanın, mikroalglerden protein hasatlanmasında kullanılabilir bir 

yöntem olduğu bulunmuştur. Ancak pH, sıcaklık, reaktör boyutu ve tipi gibi 

parametrelerin değiştirilmesiyle, daha yüksek protein hasatlama verimlerinin elde 

edilebilineceği düşünülmektedir. 

Mikroalg çözeltisinin ozonlanması sonrasında mikroalgal biyokütle ve 

süzüntüdeki lipit miktarının, artan ozon dozuna bağlı olarak değişimi Şekil 4.9’da 

gösterilmektedir. 
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Şekil 4.9: Artan ozon dozuna bağlı olarak biyokütledeki ve süzüntüdeki lipit 

değişimi. 

 

Şekil 4.9 incelendiğinde, süzüntü numunelerindeki lipit miktarı, mikroalg 

çözeltisine 0,032 g O3/g KB ozon uygulanmasıyla az da olsa bir artış göstermiş 

ancak ozon dozunun arttırılmasıyla birlikte azalmaya başlamıştır. Mikroalgal 

biyokütledeki %24 (KBB) lipit içeriğinin, ozonlamayla birlikte hızla azaldığı en 

yüksek ozon dozunda %6’ya (KBB) düştüğü görülmektedir. Artan ozon dozlarıyla 

birlikte hem süzüntüde hem de biyokütledeki lipit miktarında meydana gelen bu 

azalmanın, ozonun lipitle reaksiyona girerek (lipiti oksitliyerek) lipit yapısına zarar 

vermesi nedeniyle oluştuğu düşünülmektedir. Bilindiği gibi ozon, doymamış yağ 

asidindeki karbon-karbon (C=C) çift bağlarını parçalayarak lipit yapısını 

değiştirmektedir [Hewitt and Terry, 1992]. Literatürle uyum içinde elde edilen bu 

sonuç, ozonlamanın mikroalglerden lipit hasatlanmasında kullanılabilir bir yöntem 

olmadığı yönündedir. 

Şekil 4.10’da mikroalg çözelti ve süzüntü numunelerine ait KOİ değerlerinin, 

uygulanan ozon dozuna bağlı değişimi görülmektedir. 
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Şekil 4.10: Yüksek ozon dozlarında (0,05 - 0,4 g O3/g KB) çözeltide ve süzüntüde 

KOİ değişimi. 

 

Çözelti numunelerindeki KOİ değerlerinde artan ozon dozuna bağlı olarak bir 

azalma meydana geldiği ancak süzüntü numunelerinde 0,1 g O3/g KB ozon dozuna 

kadar KOİ değerinin arttığı, ozon dozunun arttırılmasıyla (0,2 g O3/g KB ve üzeri),  

KOİ değerlerinin düştüğü görülmektedir. Süzüntü numunelerine ait KOİ değerlerinde 

meydana gelen artışın sebebi, ozonla temas eden hücrelerin parçalanması ve hücresel 

lipidin hücre dışına salınması olarak izah edilebilir. Artan ozon dozlarında, KOİ 

değerlerinde meydana gelen azalmaya hücrelerden salınan lipidin ozonla reaksiyona 

girerek oksitlenmesinin neden olduğu düşünülmektedir. 

Yüksek dozda ozon uygulamalarında da, hücrelerin kendiliğinden çökelme 

eğilimini değiştirmediği ve tam çökelmenin 24 saat sonunda elde edildiği 

görülmüştür. 
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4.3. Ultrases Çalışmaları 

 

Mikroalglerin bulundukları su ortamından ve mikroalg hücre içi materyalin 

hücreden ayıştırılmasında, araştırılan bir diğer yöntem ise ultrases uygulamalarıdır. 

Hücre parçalamada etkinliği kanıtlanan ultrasesin, mikroalg türünün değişmesiyle, 

etkinliğinin nasıl değiştiğini belirlemek amacıyla karşılaştırılmalı olarak 

gerçekleştirilen bu çalışmalarda BG11 sentetik besi ortamında yetiştirilen 

Chlorococcum türlerinin baskın hale geldiği karışık mikroalg kültürü ve BAEA’da 

yetiştirilen Scenedesmus türlerinin baskın hale geldiği karışık mikroalg kültürü 

kullanılmıştır. 

Her iki kültür ortamında yetiştirilen mikroalg çözeltilerine uygulanan ultrases 

dozuna (UD) bağlı olarak, süzüntü numunelerindeki protein ve karbonhidrat 

konsantrasyonlarındaki değişim Şekil 4.11’de gösterilmektedir. Her iki kültürde de 

ultrasonik enerji yoğunluğunun 0,4 kWh/L’ye kadar arttırılmasıyla hem protein hem 

de karbonhidrat konsantrasyonlarının arttığı görülmektedir. 

Chlorococcum türlerinin baskın olduğu kültürden karbonhidrat ayrıştırılma 

veriminin yaklaşık 4 kat, protein ayrıştırılma veriminin yaklaşık 13 kat arttığı, 

Scenedesmus türlerinin baskın olduğu kültürde ise karbonhidrat ve protein 

ayrıştırılma verimlerinin ise yaklaşık olarak 5 kat arttığı görülmektedir.  
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Şekil 4.11: Farklı ultrasonik enerji yoğunlukları için a) BG11 ve b) BAEA besi 

ortamlarında yetişen mikroalg kültürlerine ait süzüntü numunelerindeki karbonhidrat 

ve protein konsantrasyonlarındaki değişim. 
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Her iki kültür ortamında yetiştirilen mikroalglere ultrases uygulandıktan sonra 

elde edilen süzüntü numunelerindeki karbonhidrat miktarının, hücredeki toplam 

karbonhidrat miktarına yüzde olarak oranının, artan ultrases dozuna bağlı değişimi 

Şekil 4.12’de gösterilmektedir. 
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Şekil 4.12: Farklı ultrasonik enerji yoğunlukları için BG11 ve BAEA besi 

ortamlarında yetişen mikroalg süspansiyonlarında meydana gelen karbonhidrat 

hasatlama verimleri. 

 

Şekil 4.12 incelendiğinde US gücünün 1,6 kWh/gKB olarak uygulanmasıyla 

Chlorococcum türlerinin baskın olduğu kültürde hücredeki toplam karbonhidratın 

%25’inin, Scenedesmus türlerinin baskın olduğu kültürde ise %23’ünün hücre dışına 

çıkarılmasının asğlandığı tespit edilmiştir. 

Sonuçlar ultrases uygulamalarının, mikroalg türlerinden bağımsız olarak, 

protein ve karbonhidrat hasatlanmasında kullanılabilinecek başarılı bir yöntem 

olduğunu göstermektedir. US uygulamalarının hücresel parçalamada etkin rol aldığı 

yapılan SEM görüntülemeleriyle de tespit edilmiştir (Ek D). Ancak, Şekil 4.12’den 

de görüldüğü gibi ultrases dozunun 2,0 kWh/gKB’ye çıkarılmasıyla hasatlanan 

madde miktarının düştüğü ve bu durumun sonikasyon sırasında oluşan mikro 

kabarcıkların, hücreler yerine birbirleriyle etkileşime girmelerinden 



79 

 

kaynaklanabileceği düşünülmüştür [Sivakumar and Pandit, 2001]. Bu durum için 

geçerli olabilecek bir başka açıklama ise US uygulamaları sırasında oluşan OH• 

radikallerin, ortama salınan hücre içi maddelerle reaksiyona girerek, organik yapıları 

oksitlemesidir [Zhang et al., 2006]. 

Mikroalg çözeltilerindeki hücre yoğunluğunun, çözeltiden geçecek ışık 

miktarını etkilediği ve artan hücre konsantrasyonlarında, çözeltinin ışık absorblama 

kapasitesinin artacağı bilinmektedir. Çözeltideki hücre yoğunluğun belirlenmesinde 

kullanılan AKM analizinin, çözeltinin optik yoğunluğu (OY), yani ışık absorblama 

kapasitesi, ile olan bağıntısı, çalışmada kullanılan her iki mikroalg kültürü için de 

belirlenmiş ve korelasyon grafikleri EK B’de sunulmuştur. Literatürde çeşitli hücre 

parçalama metotlarının performanslarının OY ölçümleri vasıtasıyla belirlendiği 

görülmektedir [Zhang et al., 2006; Joyce et al., 2010; Rajasekhar et al., 2012; Wu et 

al., 2012]. Bu nedenle US çalışmalarında hücresel parçalanma, AKM analizleri ve 

OY ölçümleri yapılarak takip edilmiştir. US sonrası, BG11 besi ortamında 

yetiştirilen türlere ait AKM ve OY değişimlerinin benzer bir eğilim gösterdiği ve 

ultrasonik enerji yoğunluğunun artmasıyla AKM ve OY değerlerinin azaldığı 

görülmektedir (Şekil 4.13a)). Ancak, BAEA ortamında yetiştirilen kültüre uygulanan 

ultrasonik enerji yoğunluğunun artmasıyla, AKM değerlerinin azaldığı buna karşılık 

OY değerlerinin arttığı görülmektedir (Şekil 4.13 b)). US uygulanmasının her iki 

kültürde farklı OY değişimleri göstermesinin, mikroalg türlerinin yapısal 

özelliklerinin birbirlerinden farklı olması nedeniyle meydana geldiği 

düşünülmektedir. BAEA ortamında yetiştirilen mikroalglerin parçalanması sonucu 

çözeltiye geçen hücre parçalarının 684 nm’de ışık absorpladığı bu nedenle OY 

değerlerinin arttığı anlaşılmaktadır. Sonuç olarak, OY ölçümlerinin, AKM yerine 

hücre parçalanmasını gösterebilecek bir analiz metodu olmadığı görülmüştür. 
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Şekil 4.13: Farklı ultrasonik enerji yoğunlukları için a) BG11 ve b) BAEA besi 

ortamlarında yetişen mikroalg süspansiyonlarında meydana gelen AKM ve optik 

yoğunluk değişimi. 
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Ultrases uygulamalarının, hücrelerin kendiliğinden çökelme eğilimi üzerindeki 

etkisinin belirlenmesinde ozonlama deneylerinde anlatıldığı gibi İmhoff hunisi 

kullanılmıştır. Kendiliğinden çökelme eğiliminde olan Chlorococcum türlerinin 

baskın olduğu kültürün US uygulanması sonucunda çökelme eğiliminden uzaklaştığı 

ve su ortamında daha dağınık bir hal aldığı görülmüştür. İstenilen derecede çökelme 

yaklaşık 48 saat sonunda meydana gelmiştir. Askıda kalma eğiliminde olan ancak 

karanlık ve soğuk ortamda yaklaşık 24 saat içinde çökelme görülen BAEA ortamında 

yetiştirilen Scenedesmus türlerinin, US uygulama sonrasında 48 saat sonunda bile 

tam bir çökelme göstermediği gözlenmiştir. Sonuçlar, US uygulamalarının 

mikroalglerin bulundukları su ortamından ayrıştırılmasında kullanılabilinecek bir 

yöntem olmadığını göstermektedir. 

 

4.3.1. Ultrases Destekli Lipit Ekstraksiyonu 

 

Ultrases destekli lipit ekstraksiyonu çalışmalarında ultrasesin hücresel 

parçalanma ve lipit ekstraksiyonu üzerindeki etkisinin belirlenmesi için, mikroalg 

çözeltilerinin bir kısmına 30 kHz ses frekansında 0,4 kWh/L ultrasonik enerji 

yoğunluğunda ultrases uygulanmış, bir kısmına ise hiçbir ön işlem uygulanmamıştır. 

Mikroalgal biyokütle çözeltiden ayrılmadan, karışım halindeki çözeltiler üzerine 50 

mL n-hekzan ya da K/M (1:1, h/h) karışımı eklenerek 5 dk boyunca hızlı bir şekilde 

çalkalanmıştır. Çalkalama işlemi sonunda faz ayrımının sağlanması için çözelti 

ayırma hunisinde bekletilmiştir. Ekstraksiyonda kullanılan solvent sudan hafif (n-

hekzan) ise lipit üst fazda, ağır (kloroform) ise alt fazda yer alır. Bu durum göz 

önünde bulundurularak faz ayrımı sağlanmıştır. Lipit içeren solvent fazındaki lipit 

miktarı Bölüm 3.2.2’de anlatıldığı şekilde tespit edilmiştir. Biyokütle içeren su 

fazındaki lipit miktarının tespitinde ise Bölüm 3.2.1’de anlatılan modifiye Bligh and 

Dyer yöntemi kullanılmıştır.  

Yukarıda anlatılan bu süreç sayesinde ultrasesin mikroalgal biyokütledeki lipit 

ekstraksiyonuna olan etkisi belirlenmiştir. Ayrıca, mikroalgal biyokütle içeren 

çözeltiye solvent ilavesinin de, hücresel parçalanma sağladığı ve hücrelerden lipidin 

ekstrakte edilmesinde kullanıldığı bilinmektedir. Bu nedenle, solventlerin neden 

olduğu hücresel parçalanma etkisini, ultrasesin etkisinden ayırmak için bir kısım 

çözelti US sonrası 6000 rpm’de 10 dk santrifüj edilerek algal biyokütlenin çözeltiden 
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ayrılması sağlanmıştır. Böylece Tablo 4.2’den de görüleceği gibi, mikroalgal 

biyokütleden lipit ekstraksiyonunu etkileyen üç farklı parametre (i) sonikasyon 

(uygulandı ya da uygulanmadı), (ii) solvent ilavesi öncesi santrifüj (uygulandı ya da 

uygulanmadı), (iii) ekstraksiyonda kullanılan solventin türü (n-hekzan ya da K/M 

karışımı) etkisi, sekiz farklı deney gerçekleştirilerek belirlenmiştir. 

 

Tablo 4.2: Ultrases destekli lipit ekstraksiyonu için uygulanan deney tasarımı. 

 

Deney 

no 

Deneysel değişkenler 

Ultrases Ön santrifüj Kullanılan solvent 

1 
Uygulanmadı 

Uygulanmadı 

Kloroform-metanol 

2 n-hekzan 

3 
Uygulandı 

Kloroform-metanol 

4 n-hekzan 

5 
Uygulanmadı 

Uygulandı 

Kloroform-metanol 

6 n-hekzan 

7 
Uygulandı 

Kloroform-metanol 

8 n-hekzan 

 

Mikroalg çözeltisine ultrases uygulandığı ya da uygulanmadığı her iki durumda 

da mikroalg çözeltisine solvent ilavesi sonrası, çözeltideki lipit miktarındaki 

değişimin toplam lipit üzerindeki etkisi Şekil 4.14’te gösterilmektedir. Mikroalg 

çözeltisine direk solvent eklenmesiyle K/M kullanıldığında çözeltide  %23,9 (TLB),  

n-hekzan kullanıldığı durumda ise %22,1 (TLB) bulunmuştur. Mikroalg çözeltisine 

US uygulandıktan sonra bu solventlerin kullanılmasıyla elde edilen lipit miktarları 

K/M için çözeltide %46,5 (TLB), n-hekzan için %34,4 (TLB) olarak tespit edilmiştir. 

Mikroalg çözeltisine ultrases uygulanmasının lipit ekstraksiyonunu her iki solvent 

için de önemli oranda etkilediği görülmüştür. 

Literatürle uyum içerisinde olan sonuç, mikroalg çözeltisinden lipit 

ekstraksiyonunda, US sonrası K/M kullanılmasıyla en yüksek lipit ekstraksiyon 

verimi elde edileceği yönündedir. Bu durum K/M karışımının polar ve polar olmayan 

çözücüleri içermesi, böylelikle hem hücre içi hem de hücre membrandaki lipitleri 

ekstrakte etmesiyle açıklanmaktadır [Ranjan et al., 2010; Prommuak et al., 2012; 
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Araujo et al., 2013] ancak, polar olmayan bir solvent olarak n-hekzanın sadece hücre 

içindeki lipitleri ekstrakte etmede başarılı olduğu düşünülmektedir. 

 

klorofom-metanol n-hekzan
0

10

20

30

40

50

60

 

L
ip

it
 h

as
at

la
m

a 
v
er

im
i 

(%
 w

/w
 T

L
)

 Ultrases öncesi

 Ultrases sonrası

 

 

 
 

Şekil 4.14: Ultrases sonrası doğrudan solvent eklenmesiyle mikroalg 

süspansiyonunda meydana gelen lipit değişimi. 

 

Ultrases ve solvent kullanımının, hücresel parçalanma ve lipit ekstraksiyonu 

üzerindeki ortak etkisi bu şekilde belirlendikten sonra, ikinci set deneylerinde, 

solventlerin neden olduğu hücresel parçalanma etkisini, ultrasesin etkisinden ayırmak 

için bir kısım çözelti solvent ilavesi öncesinde santrifüj edilerek algal biyokütlenin 

çözeltiden ayrılması sağlanmıştır. Böylelikle sadece ultrasesin lipit ekstraksiyonu 

üzerindeki etkisi tespit edilebilmiştir. Şekil 4.15’de de görüldüğü gibi ultrases 

uygulamaları lipit ekstraksiyon verimini n-hekzan kullanıldığında %16,3’ten 

%21,8’e (TLB) arttırırken, K/M kullanımı sonucunda %13,3’ten, %23,8’e (TLB) bir 

artış elde edilmiştir. Bu da ultrases uygulamasıyla lipit ekstraksiyon verimlerinde, 

toplam lipit bazında, K/M için yaklaşık %59, n-hekzan için yaklaşık %67 artış 

sağlandığını göstermektedir. 
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Şekil 4.15: Ultrases sonrası, solvent ilavesi öncesinde santrifüj uygulamasıyla 

mikroalg çözeltilerinde meydana gelen lipit değişimi. 

 

Tüm deneysel çalışmalar değerlendirildiğinde, hücresel parçalanma ve lipit 

ekstraksiyonuna ultrases ve solventin birlikte kullanılmasının, tek başlarına 

kullanılmalarına nazaran daha etkili olduğu görülmüştür. Ultrases uygulamaları 

sonrasında çözeltideki lipit miktarının başlangıca nazaran yaklaşık iki kat arttığı 

ancak, bu uygulamaların hücrelerdeki lipidin tamamını çözeltiye geçirmede başarılı 

olmadığı halen daha biyokütle bünyesinde önemli miktarda lipit kaldığı 

görülmektedir. Çalışmada en yüksek lipit ekstraksiyon verimi, mikroalg çözeltisine 

ultrases uygulaması sonrasında K/M ilavesiyle %26,8 KB olarak elde edilmiştir.  

Ayrıca ultrases destekli lipit ekstraksiyonu çalışmalarında biyokütledeki toplam lipit 

miktarının sabit kalması, ultrasesin lipit yapısı üzerinde parçalayıcı bir etkiye neden 

olmadığını göstermektedir.  

Ultrases uygulamalarının, mikroalgal lipidin kimyasal yapısı üzerindeki 

etkilerinin belirlenmesi amacıyla 0,4 kWh/L ultrasonik enerji yoğunluğunda ultrases 

uygulanan ve ultrases uygulanmayan mikroalg çözeltilerinden elde edilen lipit 

örnekleri Bölüm 3.5.2’de anlatıldığı şekilde GC/FID kullanılarak analiz edilmiştir. 

GC/FID analizleri sonucunda tespit edilen lipit miktarları, Bligh and Dyer metodu 
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kullanılarak ölçülen toplam lipit miktarlarına oranlanmasıyla belirlenen nötral lipit 

içeriğinin US uygulanan ya da uygulanmayan her iki örnek için de yaklaşık olarak 

%75 civarında olduğu bulunmuştur. Ayrıca GC/FID analizleri sonucunda US 

uygulanmayan numunedeki monogliserit içeriğinin, nötral lipitlerin %23’ünü 

oluştururken US uygulamasıyla bu değerin %39’a yükseldiği, bunun karşılığında US 

uygulanmayan numunedeki digliserit içeriğinin US uygulanmasının ardından 

%47’den %30’a düştüğü tespit edilmiştir. US uygulanan ya da uygulanmayan her iki 

numunedeki trigliserit içeriğinin sabit kaldığı ve yaklaşık olarak nötral lipitlerin 

%30’unu teşkil ettiği bulunmuştur. Digliserit miktarı düşerken, monogliserit 

miktarının artmasının; bir kısım digliseritlerin US uygulanmasıyla monogliseritlere 

parçalanmasından meydana geldiği düşünülmektedir. Bu durum için geçerli 

olabilecek bir başka açıklama ise; sonikasyonla, hücre içi enzimlerin hücre dışına 

salınarak, ortamdaki lipidi enzimatik hidrolize uğratmasıyla lipidin zincir yapısına 

zarar vermesidir. Ayrıca, ultrases uygulamaları sırasında oluştuğu bilinen bölgesel 

“sıcak noktalarda “ortamdaki metanol varlığında digliseritlerin monogliseritlere 

transesterifikasyonla dönüşmüş olma ihtimali de bu durum için geçerli olabilecek bir 

başka açıklamadır. 

 

4.4. Ozonlama Sonrası Ultrases Kullanım Çalışmaları 

 

Bir önceki kısımda hücre parçalanmasına olan etkileri ayrı ayrı incelenen ozon 

ve ultrases uygulamaları bu bölümde beraber kullanılmış ve ortak etkileri 

incelenmeye çalışılmıştır. Bu doğrultuda yapılan deneylerde bu ortak etkiyi daha 

başarılı bir şekilde belirlemek için yaygın olarak kullanılan Box-Behnken deneysel 

tasarım metodundan yararlanılmıştır. Tüm deneysel çalışmalarda 500 mg/L biyokütle 

konsantrasyonuna sahip BG11 kültür ortamında yetiştirilen ve Chlorococcum 

türlerinin baskın olduğu mikroalg kültürü kullanılmış ve deneyler Bölüm 3.2.3’de 

anlatıldığı şekilde gerçekleştirilmiştir. Box-Behnken deneysel tasarım yöntemi 

doğrultusunda belirlenen plan gereğince yapılan deneylere ilişkin seviyeler ile her 

deney seti için değişen parametreler Tablo 4.3’de verilmektedir.  
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Tablo 4.3: Uygulanan Box-Behnken deneysel tasarımı. 

 

No 

Deneysel 

tasarım 

seviyeleri 

Ozon dozu  

(g O3/g KB) 

Ultrases 

yoğunluğu 

(W/L) 

Ultrases 

uygulama 

süresi (dk) 

Ultrases dozu 

(kWh/g KB) 

0   0 0 0 0 

1 − − 0 0,03 300 20 0,20 

2 − 0 − 0,03 400 10 0,07 

3 − 0 + 0,03 400 30 0,20 

4 − + 0 0,03 500 20 0,34 

5 0 − − 0,15 300 10 0,10 

6 0 − + 0,15 300 30 0,30 

7 0 0 0 0,15 400 20 0,26 

8 0 0 0 0,15 400 20 0,26 

9 0 0 0 0,15 400 20 0,26 

10 0 + − 0,15 500 10 0,16 

11 0 + + 0,15 500 30 0,50 

12 + − 0 0,27 300 20 0,20 

13 + 0 − 0,27 400 10 0,14 

14 + 0 + 0,27 400 30 0,40 

15 + + 0 0,27 500 20 0,34 

 

Bu deneylerde elde edilen sonuçlar ile hesaplanan yüzde hasatlama verimleri 

isse Tablo 4.4’te verilmiştir. 



 

 

8
7
 

Tablo 4.4: Box-Behnken deneysel tasarımına göre elde edilen deney sonuçları ve hesaplanan yüzde hasatlama verimleri. 

No 

Deneysel 

tasarım 

seviyeleri 

Ultrases 

dozu 

(kwh/L) 

Karbonhidrat 

(mg/L) 

Lipit 

(Çözelti) 

(mg) 

Lipit 

(Süzüntü) 

(mg) 

Lipit 

(Toplam) 

(mg) 

Karbonhidrat 

hasatlama verimi 

(% (TKB)) 

Lipit hasatlama 

verimi  

(% (TLB)) 

0   0 71,0 6,9 1,2 8,1 21,2 14,8 

1 − − 0 0,10 90,8 6,7 2,3 9,0 48,7 25,3 

2 − 0 − 0,07 84,2 6,9 1,2 8,2 35,3 15,3 

3 − 0 + 0,20 103,2 8,6 2,8 11,4 46,9 24,4 

4 − + 0 0,17 106,0 6,9 1,0 7,9 43,4 13,0 

5 0 − − 0,05 109,8 6,0 1,3 7,3 70,1 17,8 

6 0 − + 0,15 114,9 4,6 4,8 9,4 80,7 51,0 

7 0 0 0 0,13 123,0 4,1 2,8 7,0 62,2 40,6 

8 0 0 0 0,13 118,7 5,4 2,1 7,5 58,1 28,0 

9 0 0 0 0,13 124,4 5,5 2,4 7,9 58,9 30,1 

10 0 + − 0,08 110,3 4,3 1,7 6,1 49,7 28,5 

11 0 + + 0,25 105,5 4,2 2,2 6,4 52,2 34,6 

12 + − 0 0,10 116,4 7,4 3,8 11,2 81,5 33,9 

13 + 0 − 0,07 121,8 4,7 1,4 6,2 55,5 23,2 

14 + 0 + 0,20 120,7 4,0 2,0 6,0 56,9 34,1 

15 + + 0 0,17 143,7 3,7 1,6 5,4 63,8 30,8 
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Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’de görüldüğü üzere mikroalg biyokütlesi farklı ozon ve 

ultrases dozlarına maruz bırakılarak ortamdaki lipit ve karbonhidrat miktarlarındaki 

değişim izlenmiş ve her deney seti için yüzde karbonhidrat ve lipit hasatlama 

verimleri hesaplanmıştır. Birbiriyle kıyaslanabilir ve hasatlama verimliliğine 

dayanan bu yüzde oranları Box-Behnken deneysel tasarımında birer sistem cevabı 

olarak tanımlanmıştır.  

Şekil 4.16 ve Şekil 4.17’de verilen, ozon ve ultrases dozuna bağlı olarak 

karbonhidrat ve lipit hasatlama verimlerindeki değişim incelendiğinde, ultrases 

enerjisinin ve ozon dozunun artmasıyla beraber karbonhidrat hasatlama veriminde 

belirgin artışlar gözlemlenirken aynı durum lipit için söylenememektedir. 

Karbonhidrat hasatlama verimi 0,15 ve 0,27 g O3/g KB ozon dozları için sırasıyla 0,3 

ve 0,2 kWh/ g KB ultrases dozlarında en yüksek değerine (%80 (TKB)) ulaşmıştır. 

Bu da her iki ozon ve ultrases dozu çifti arasında bir optimum noktası olduğuna 

işaret etmektedir. Tüm ozon dozları için 0,3 kWh/ g KB ultrases dozundan sonra 

hasatlama veriminde artışın sonlandığı ve bir düşüşün yaşandığı gözlemlenmektedir. 

Bu durum artan ultrases dozunun ozonun etkisini azalttığını göstermektedir.  
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Şekil 4.16: Değişen ozon dozları sonrası uygulanan farklı ultrases dozları için 

karbonhidrat hasatlama verimleri. 
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Öte yandan ulaşılan en yüksek lipit hasatlama verimi %52 (TKB) olup, artan 

ozon dozuyla bu verimin azaldığı görülmektedir (Şekil 4.17). Buna artan ozon 

dozuyla beraber artan lipit oksidasyonunun neden olduğu düşünülmektedir. Özellikle 

toplam lipit miktarının artan ozon dozuyla değişiminin verildiği Şekil 4.18’de de 

görüldüğü gibi lipit miktarı 0,15 g O3/g KB ozon dozundan sonra belirgin (%25 

civarında) bir düşüş göstermektedir.  
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Şekil 4.17: Değişen ozon dozları sonrası uygulanan farklı ultrases dozları için lipit 

hasatlama verimleri. 
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Şekil 4.18: Değişen ozon dozları için toplam lipit miktarındaki değişim. 

 

Box-Behnken deneysel tasarımı kapsamında üretilen sistem cevapları (yüzde 

hasatlama oranları) üç farklı deney değişkeni (ozon dozu, ultrases yoğunluğu ve 

ultrases süresi) arasındaki ilişkiyi bulabilmek için bir istatistik yazılımı (JMP 10, 

SAS) kullanarak varyans analizi (ANOVA) ve regresyon modeli gerçekleştirilmiştir. 

Elde edilen ANOVA analiz sonuçları üç ayrıştırma oranından sadece 

karbonhidrat ayrıştırma oranına dayanan model için hesaplanan p değerinin 

(istatistiksel anlamlılık seviyesinin) 0,05’ten küçük olduğunu göstermiştir. Bu da 

sadece karbonhidrat ayrıştırma oranlarına dayanan modelin sağlanması istenen %95 

anlamlılık seviyesine ulaştığını ve istatistiksel anlamda anlamlı sonuçlar 

verebileceğini göstermektedir (Tablo 4.5). 
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Tablo 4.5: Box-Behnken tasarımıyla elde edilen denklemler için ANOVA analizi 

sonuçları. 

 

Sistem 

cevapları 
Kaynak 

Serbestlik 

derecesi 

Karelerin 

toplamı 

Ortalama 

kare 
F oranı p-değeri 

Karbonhidrat 

ayrıştırma 

oranı 

Model 9 0,0844 0,0094 7,2231 0,0212* 

Kalan 5 0,0065 0,0013   

Toplam 14 0,0909    

Lipit  

ayrıştırma 

oranı 

Model 9 0,1201 0,0133 3,9659 0,0717 

Kalan 5 0,0168 0,0034   

Toplam 14 0,1369    

 

Kullanılan istatistik yazılımı tarafından karbonhidrat ayrıştırma oranı için 

oluşturulan regresyon model eşitliği aşağıda verilmiş olup modelin korelasyon 

katsayısı (R2) 0,93’tür. 

 

𝑌 = 0,037 + 0,066𝑥1 − 0,055𝑥2 + 0,019𝑥3 − 0,02𝑥1𝑥2 − 0,018𝑥1𝑥3 

(4.2) 

−0,01𝑥2𝑥3 − 0,048𝑥1
2 + 0,045𝑥2

2 − 0,023𝑥3
2 

 

Burada 𝑌 sistem cevabını (karbonhidrat ayrıştırma verimini), 𝑥1 birinci 

değişken (ozon dozu), 𝑥2 ikinci değişken (ultrases yoğunluğu) ve 𝑥3 üçüncü 

değişken (ultrases süresi) temsil etmektedir. 

Elde edilen model katsayılarına ait anlamlılık analizi incelendiğinde (Tablo 

4.6), karbonhidrat hasatlama verimi üzerinde diğer faktörlere kıyasla ozon dozunun 

daha belirgin bir pozitif ve ultrases yoğunluğunun diğer faktörlere kıyasla sırasıyla 

daha belirgin bir negatif etkisi vardır denebilir. Tablodan da görülebileceği gibi ozon 

dozunun ve ultrases uygulama süresinin ayrıştırma oranını arttırıcı etkisine rağmen 

ultrases uygulamasının bu etkiye zıt yönde ve azaltıcı şekilde, bir etkiye sahip olduğu 

anlaşılmaktadır. Bu durumun başlıca nedeni ultrasesin, kısa ultrases uygulama 

süreleri için, ozonun sahip olduğu oksitleme kabiliyetini indirgeyici (ozon ve ozonun 

parçalanmasıyla oluşan serbest radikalleri bozarak) yönde etki gösterirken, ultrases 

uygulama süresinin artışıyla beraber ortamdaki ozonun da yok olmasıyla birlikte 

ultrasesin baştaki bu negatif etkiden pozitif etkiye geçiş yapmasıdır.  
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Tablo 4.6: Model katsayılarına ait anlamlılık analizi. 

 

Faktörler Katsayı t oranı t oranı (bar) p değeri 

Ozon dozu 0,0662 5,20  0,0035* 

Ultrases yoğunluğu  -0,055  -4,32  0,0076* 

Ozon dozu2  -0,0479  -2,56  0,0509 

Ultrases yoğunluğu2 0,0445 2,38  0,0634 

Ultrases süresi 0,0188 1,47  0,2010 

Ultrases süresi2  -0,0229  -1,22  0,2761 

Ozon dozu × Ultrases yoğunluğu  -0,02  -1,11  0,3175 

Ozon dozu × Ultrases süresi  -0,0175  -0,97  0,3760 

Ultrases yoğunluğu × Ultrases süresi  -0,01  -0,56  0,6028 

 

Bu faktörlerin birbirleriyle olan ilişkileri, oluşturulan yüzey cevap grafiklerinde 

ayrıca gösterilmiştir (Şekil 4.19). Yüzey cevap grafikleri incelendiğinde, ozon dozu 

ve ultrases yoğunluğu ikilisi arasında ozon dozunun, ultrases süresi ve ultrases 

yoğunluğu arasında ise ultrases süresinin karbonhidrat hasatlama verimini arttırıcı 

değişken olduğu görülmektedir (Şekil 4.19 a)ve b)). Öte yandan ozon dozu ve 

ultrases süresi değişkenlerinin hasatlama verimi üzerindeki etkisinin pozitif olduğu, 

ozonun ultrases süresine göre hasatlama verimi artışı üzerinde daha fazla etkisi 

olduğu görülmektedir (Şekil 4.19c)). 

İstatistiksel açıdan kayda değer sonuçlar verilen karbonhidrat hasatlama modeli 

için optimizasyon hesaplamaları MATLAB 7.7 (Mathworks) yazılımında yer alan 

optimizasyon araçları (optimtool) kullanılarak gerçekleştirilmiş ve model için 

optimum parametre kombinasyonu şu şekilde bulunmuştur: 0,25 g O3/g KB ozon 

dozu, 0,3 W/L ultrases yoğunluğu ve 23 dk ultrases uygulama süresi (0,23 kWh/ g 

KB ultrases dozu).0 
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Şekil 4.19: Karbonhidrat ayrıştırma verimleri için, a) ozon dozu - ultrases yoğunluğu, 

b) ultrases süresi - ultrases yoğunluğu c) ozon dozu - ultrases süresi karşılaştırmalı 

yüzey cevap grafikleri. 

  

a) b) 

c) 
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4.5. Mikroalgal Biyokütlenin Fermentasyon Öncesi Ön 

Arıtımında Uygulanan Yöntemler 
 

4.5.1. Ozon ile Ön Arıtım 

 

Mikroalg biyokütlesine sadece ozon uygulanmasıyla hücresel polisakkaritlerin, 

monomerik şekerlere (glikoz) kadar parçalanmasının araştırıldığı bu çalışmalarda 

0,25 – 2,0 g O3/g
 KB aralığında değişen ozon dozları, hücre konsantrasyonu 10 g/L 

olan, 3 mL mikroalg çözeltileri kullanılarak gerçekleştirilmiştir.  Deneysel çalışmalar 

Bölüm 3.4.1’de anlatıldığı şekilde yürütülmüş ve ozonlama sonrası süzüntü 

numunelerindeki glikoz miktarı, önceden glikoz kullanılarak kalibrasyonu yapılan 

HPLC’de analiz edilmiştir. Herhangi bir enzim ilavesi yapılmadan gerçekleştirilen 

bu çalışmalarda çok düşük glikoz dönüşüm verimleri (% 0,5 altında (TKB)) elde 

edilmiştir. Bu çalışmalar, enzim ilavesi olmadan ozonlamanın, hücresel 

polisakkaritleri glikoza dönüştürmede etkili olmadığını ancak hücresel parçalanmada 

etkin rol aldığı yapılan SEM görüntülemeleriyle tespit edilmiştir (Ek D).  

Bu çalışmaların ışığı altında gerçekleştirilen ikinci set deneylerde, 0,5 g O3/ g
 

KB ozon dozu kullanılarak ozonlanan mikroalg çözeltileri üzerine artan 

konsantrasyonlarda enzim karışımları (0,15-1,5 mL g/KB Celluclast 1.5L/Novozym 

188 1/2 
v/v) ilave edilmiştir. Sonuçlar sadece enzimlerin kullanıldığı ön arıtım 

çalışmalarıyla birlikte sunulmuştur. Ön arıtım çalışmaları sonrasında süzüntü 

numunelerindeki glikoz miktarının, mikroalg hücresinde bulunan toplam 

karbonhidrata yüzdece oranının, artan enzim dozuna bağlı olarak değişimi Şekil 

4.20’de verilmiştir. 
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Şekil 4.20: Sadece enzim ve ozon sonrası enzim uygulamalarından elde edilen glikoz 

verimlerinin 0,5 g O3/g KB ozon dozu için farklı enzim dozlarında karşılaştırılması. 

 

Glikoza dönüşüm veriminin, enzim miktarının arttırılmasına bağlı olarak 

arttığı, 1,2 mL/g KB enzim dozunda en yüksek glikoza dönüşüm veriminin % 66,8 ± 

5,1 TK olarak elde edildiği görülmektedir. Bu tepe noktasında ozon uygulamalarının 

enzimatik sakkarifikasyonu önemli derecede etkileyerek glikoza dönüşüm verimini 

yaklaşık 4,6 kat arttırdığı tespit edilmiştir. Buna karşılık sadece enzimlerin 

kullanıldığı ön arıtım çalışmalarında en yüksek glikoza dönüşüm verimi %14,5 

(TKB) olarak 1,5 mL/g KB enzim dozunda elde edilmiştir. Çalışma sonucunda ozon 

ve enzim ile ön arıtım yöntemlerinin tek başlarına kullanılmalarından ziyade birlikte 

kullanılmalarıyla çok daha yüksek glikoza dönüşüm verimi elde edileceği 

görülmüştür.   

Mikroalg biyokütlesindeki polisakkaritlerin glikoza dönüştürülmesinde etkin 

enzim konsantrasyonu bu şekilde tespit edildikten sonra mikroalg çözeltileri farklı 

ozon dozlarında ozonlanarak en etkin ozon dozu belirlenmeye çalışılmıştır. Sadece 

ozonlamanın etkilerinin araştırıldığı ilk set deneylerinde olduğu gibi bu deney 

setinde de 0,25 – 2,0 g O3/g
 KB aralığında değişen ozon dozları, sabit hücre 

konsantrasyonu ve hacmi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Ozonla ön arıtım 
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çalışmaları bu şekilde yürütüldükten sonra mikroalg çözeltileri üzerine 1,2 mL/g KB 

enzim eklenerek enzimatik sakkarifikasyonun gerçekleşmesi sağlanmıştır. 

Şekil 4.21’de ozon ve enzimle ön arıtım çalışmaları sonrasında süzüntü 

numunelerindeki glikoz miktarının, mikroalg hücresinde bulunan toplam 

karbonhidrata yüzdece oranının, artan ozon dozuna bağlı olarak değişimi 

gösterilmektedir. 
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Şekil 4.21: Farklı ozon dozları için, ozonlama sonrası sabit enzim dozu (1,2 mL/g 

KB)  kullanılarak elde edilen glikoz verimlerinin karşılaştırılması. 

 

Şekil 4.21 inceendiğinde en yüksek glikoza dönüşüm verimi 0,5 g O3/g
 KB 

ozon dozunda elde edilmiştir. 0,5 g O3/g
 KB ozon dozunun altındaki ozon 

dozlarında, daha düşük glikoza dönüşüm verimi elde edilmesine, ozonla hücrelerin 

yeterli düzeyde etkileşime girmemesinden kaynaklandığı düşünülmektedir. Artan 

ozon dozlarında meydana gelen verimdeki azalmaya, ozonlama sırasında çözeltiye 

salınan polisakkaritlerin yine ozonla reaksiyona girmesi sonucu parçalanmasının 

neden olduğu düşünülmektedir.  

Ozon destekli enzimatik sakkarifikasyon çalışmalarına ek olarak enzimatik 

hidroliz süresi ve biyokütle konsantrasyonunun glikoza dönüşüm verimi üzerindeki 

etkileri de araştırılmıştır. Çalışmalar daha önce anlatıldığı şekilde üç tekrarlı olarak 
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0,5 g O3/g
 KB ozon dozunda ve 1,2 mL/g KB enzim konsantrasyonunda 

gerçekleştirilmiştir. Şekil 4.22’de enzimatik hidroliz süresinin glikoza dönüşüm 

verimi üzerindeki etkisi gösterilmektedir. Glikoza dönüşüm veriminin enzimatik 

hidroliz süresinin artmasıyla arttığı görülmüştür. En yüksek glikoza dönüşüm 

veriminin 4 saatlik hidroliz süresi sonunda %68 ± 5 (TKB) olarak elde edildiği ve 

hidroliz süresinin daha da arttırılmasının glikoza dönüşüm verimini etkilemediği 

tespit edilmiştir. 

 

1 2 3 4 5 6
0

20

40

60

80

100

0 2 4 6 8 10
0

20

40

60

80

100

b)

G
li

k
o

z 
h

as
at

la
m

a 
v

er
im

i 
(%

 w
/w

 T
K

)

Enzimatik hidroliz süresi (saat)

a)

G
li

k
o

z 
h

as
at

la
m

a 
v

er
im

i 
(%

 w
/w

 T
K

)

Biyokütle konsantrasyonu (g/L)

 
 

Şekil 4.22: Enzimatik hidroliz süresinin ve biyokütle konsantrasyonunun ozon sonra 

enzim uygulaması için 1,2 mL/g KB enzim dozunda glikoz verimi üzerindeki etkisi. 

 

Biyokütle konsantrasyonun artmasıyla, ozonun tüm biyokütle ile tam olarak 

reaksiyona girememesi ve bu nedenle ozonun kütle transfer hızının sınırlanması söz 

konusu olabilir. Ozon destekli enzimatik sakkarifikasyon deneylerinde kullanılan 

biyokütle konsantrasyonunun 10 g/L’den 5 ve 2,5 g/L düşürülmesiyle bu durum net 

bir şekilde gözlenmiştir. Beklenildiği gibi biyokütle konsantrasyonun düşürülmesiyle 

glikoza dönüşüm verimi artmış, 5 g/L biyokütle konsantrasyonunda %78,8 ± 7,7 

(TKB) elde edilirken biyokütle konsantrasyonunun en az kullanıldığı deney setinde 

glikoza dönüşüm verimi %80,6 ± 7,8 (TKB) olarak bulunmuştur. Çalışma sonucunda 

biyokütle konsantrasyonunun düşük tutulmasının glikoza dönüşüm verimi açısından 

daha avantajlı olduğu görülmüştür. Ancak biyokütle konsantrasyonun düşürülmesi, 

sonraki proseslerin (hasatlama, kurutma vb) maliyetinin artmasına neden olacağından 
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yoğun biyokütle konsantrasyonu ile çalışmanın daha ekonomik olacağı 

düşünülmektedir.  

 

4.5.2. Ultrases ile Ön arıtım 

 

Ultrases ile mikroalglerin hasatlanmasının araştırıldığı Bölüm 4.3’de 

gerçekleştirilen çalışmalarda hücresel parçalanma ve hücre içi karbonhidrat 

salınımının en yüksek olduğu ultrases enerjisinin, birim biyokütle başına 1,6 kWh/g 

KB uygulanmasıyla elde edildiği görülmüştür. Bu nedenle fermentasyon öncesi 

mikroalg çözeltilerinin ultrases ile ön arıtımında bu US gücü kullanılmıştır. Ultrases 

dozunun sabit tutulup, enzim konsantrasyonun kademeli olarak arttırıldığı 

çalışmalarda, elde edilen glikoza dönüşüm verimleri Şekil 4.23’te verilmektedir. 
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Şekil 4.23: Ultrases (1,6 kWh/g KB) sonrası,  enzim konsantrasyonlarının 

arttırılmasıyla elde edilen glikoz verimleri. 

 

US sonrası glikoza dönüşüm veriminin artan enzim konsantrasyonu ile arttığı 

ve en yüksek glikoza dönüşüm veriminin % 49,5 ± 4,4 (TKB) olarak 1,2 mL/g KB 

enzim konsantrasyonunda elde edildiği görülmektedir. Ultrases ile ön arıtım 

sonucunda elde edilen bu glikoz dönüşüm veriminin kuru biyokütlenin %30,9 ± 2,1’e 
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tekabül ettiği ve literatürde yer alan çalışmalarda farklı biyokütle konsantrasyonları 

(0,3-10 g/L) kullanılmasına rağmen benzer glikoza dönüşüm verimleri elde edildiği 

görülmektedir [Zhao et al., 2013]. 

 

4.5.3. Seyreltik Asit ve Alkali Ön arıtım 

 

Fermentasyon öncesi biyokütlenin ozonla ön arıtımı çalışmalarında elde edilen 

sonuçların klasik ön arıtım yöntemlerinden seyreltik asit ve alkali ön arıtım ile 

karşılaştırılmasının yapıldığı bu deneylerde biyokütle konsantrasyonu 10 g/L ve 

çözelti hacmi 3 mL olarak sabit tutulmuştur. Ön arıtım sonrası çözeltiler üzerine 1,2 

mL/g KB enzim ilavesi yapılarak enzimatik sakkarifikasyon Bölüm 3.4.5’te 

anlatıldığı şekilde gerçekleştirilmiştir.  

Asit ve alkali ön arıtım çalışmalarında farklı konsantrasyonlarda H2SO4 ve 

NaOH çözeltileri kullanılarak elde edilen glikoza dönüşüm verimleri Şekil 4.24 

a,b’de sunulmuştur. Asitle ön arıtım çalışmalarında en yüksek glikoza dönüşüm 

verimi en düşük asit konsantrasyonunda %38,6 ± 3,1 (TKB) olarak elde edilmiştir. 

Asit konsantrasyonun %1’in altına düşürülmesinin toplam glikoza dönüşüm verimi 

üzerinde önemli derecede etki göstermeyeceği ancak asit konsantrasyonun 

arttırılmasıyla glikoza dönüşüm verimin önemli oranda düştüğü görülmektedir (Şekil 

4.24a)). Bu durumun yüksek asit konsantrasyonlarında ortamdaki monomerik 

şekerlerin yine asit tarafından parçalanması sonucu meydana geldiği 

düşünülmektedir [Yu and Zhang, 2003].  

Alkali ön arıtımın çalışmalarında ise kullanılan her NaOH konsantrasyonu için 

benzer sonuçlar elde edilmiştir (Şekil 4.24b)). En yüksek glikoza dönüşüm verimi 

%1 NaOH kullanılmasıyla  %48,5 ± 3,3 (TKB) olarak bulunmuştur. Alkali ön arıtım 

çalışmalarına ait numunelerin HPLC analizinde, selülozun hidroliz ürünü olan ve iki 

glikoz molekülünden oluşan sellobiyoz konsantrasyonunun, artan NaOH 

konsantrasyonu ile arttığı ancak glikoz konsantrasyonunda önemli bir değişimin 

olmadığı tespit edilmiştir. Sellobiyoz konsantrasyonunda meydana gelen bu artış, 

mikroalgal selüloz ya da hemiselülozun, alkali ön arıtımla parçalandığının bir 

göstergesidir. Ancak kullanılan enzim konsantrasyonunun yeterli olmadığı ve nihai 

ürün olarak istenen glikoza dönüşümün sağlanması için ek olarak β-glikosidaz 

enzimi gerekli olduğu görülmektedir. 
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Şekil 4.24: Asit ve alkali ön arıtım sonrası enzim uygulamasından elde edilen glikoz 

verimlerinin 1,2 mL/g KB enzim dozu için karşılaştırılması. 

 

Çalışmalar sonucunda, ozonla ön arıtımın alkali ön arıtıma nazaran daha düşük 

enzim konsantrasyonlarında daha yüksek glikoza dönüşüm verimleri sağladığı 

görülmektedir (Şekil 4.25). Ayrıca ozonla ön arıtım çalışmalarında, ozonlama sonrası 

çözeltilerin pH değerlerinin 5,6 ± 0,5’e düştüğü ve çok düşük miktarlarda seyreltik 

sülfürik asit ilavesi ile enzimatik sakkarifikasyon için önerilen (üretici tarafından 

tavsiye edilen) pH’nın 4,8 değerine ayarlamasının yapılabildiği tespit edilmiştir. 

Ancak, asit ve alkali ön arıtım sonrasında enzimatik sakkarifikasyon için gerekli pH 

4,8’e ayarlanması her iki arıtım için de yüksek miktarlarda konsantre alkali ya da asit 

kullanımı gerekmektedir. İlave kimyasal kullanımı bu ön arıtım proseslerinin 

maliyetini önemli oranda arttırmaktadır.  
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Şekil 4.25: Ozon, ultrases, alkali ve seyreltik asit ön arıtım metotları sonrası enzim 

uygulamasından ve sadece enzim kullanılarak elde edilen glikoz verimlerinin 1,2 

mL/g KB enzim dozu, 10 g/L biyokütle konsantrasyonu ve 4 saatlik enzimatik 

hidroliz süresi için karşılaştırılması. 
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5. SONUÇLAR ve YORUMLAR 

 

5.1. Mikroalgal Biyokütle Üretimi ve Biyokütlenin Temel 

Bileşenleri 
 

Tez çalışması kapsamında mikroalgal biyokütle üretimi amacıyla biyolojik 

arıtılmış evsel atıksu ortamı ve BG11 sentetik besin ortamı kullanılmıştır. Laboratuar 

koşullarında sabit çevresel şartlarda (150 µmol foton/m2∙sn sürekli aydınlatma 

altında, pH 7,0 ± 0,5 aralığında ve 20 ± 2 °C sıcaklıkta) yetiştirilen mikroalg 

kültürlerinin, zaman içerisinde BG11 besi ortamında Chlorococcum türlerinin, evsel 

atıksu ortamında ise Scenedesmus türlerinin baskın hale geldiği yapılan mikroskobik 

analizler sonucunda görülmüştür.  

İki farklı besin ortamında yetiştirilen mikroalg kültürlerinin hücresel 

bileşenlerinin hücrelerin yetiştirildiği besin ortamına ve yetiştirilme süresine bağlı 

olarak değişim gösterdiği görülmüştür. BG11 sentetik besin ortamındaki türlerin 

protein, karbonhidrat ve lipit içeriklerinin sırasıyla %25, %46 ve %26 (KBB) olduğu, 

ancak zaman içerisinde Chlorococcum türlerinin baskın hale gelmesiyle protein, 

karbonhidrat ve lipit içeriklerinin sırasıyla %18, %62 ve %19 (KBB) olarak değiştiği 

tespit edilmiştir. Diğer taraftan, evsel atıksu ortamında yetiştirilen türlerin hücresel 

bileşenlerinin zamanla değişim göstermediği ve protein, karbonhidrat ve lipit 

içeriklerinin sırasıyla %33, %33 ve %27 (KBB) olduğu belirlenmiştir.  

 

5.2. Mikroalglerin Hasatlanması ve Biyokütlenin 

Parçalanması Çalışmaları 
 

Çalışma kapsamında ozonlamanın, Chlorococcum türlerinin baskın hale geldiği 

karışık mikroalg kültürünün hasatlanması ve biyokütlenin parçalanması üzerindeki 

etkileri araştırılmıştır. Beklenildiği gibi ozonlama ile hücrelerin parçalanması ve 

hücre içi değerli organiklerin çözelti fazına taşınması sağlanmıştır. Bu taşınım birim 

hücre başına uygulanan ozon dozunun 0,05 g O3/g KB ve daha yüksek olduğu ozon 

dozlarında görülmüştür. Ozonlama sonrası süzüntü numunelerindeki protein 

konsantrasyonunun artan ozon dozu ile arttığı görülmüş ve en yüksek protein 

hasatlama verimi (toplam protein bazında %30) ile 0,3 g O3/g KB ozon dozunda elde 

edilmiştir. Bu durum ozonlamanın hücrelerden protein hasatlanmasında da 
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kullanılabilir bir yöntem olduğunu ve reaksiyon şartlarının değiştirilmesi ile daha 

yüksek protein hasatlama verimlerinin elde edileceğini göstermektedir.  

Bu tez çalışmasının birinci hedefi mikroalg hücrelerin parçalanması ve 

hücresel karbonhidratın hasatlanarak biyoetanol fermentasyonunda kullanılması 

amacıyla optimum bir ozon dozunun belirlenmesidir. Deneysel çalışmalar, ozonlama 

sonrası süzüntü numunelerindeki karbonhidrat miktarının, artan ozon dozu ile arttığı 

ve en yüksek ozon dozu olan 0,4 g O3/g KB’de, hücredeki toplam karbonhidratın 

%80’inin hasatlanmasının sağlandığı görülmektedir. Özellikle biyokütleden 

karbonhidrat ayrımında ortaya çıkan bu yüksek verim, ozon uygulamalarının 

mikroalglerden biyoetanol üretiminde bir ön arıtım yöntemi olarak kullanabileceğini 

göstermektedir. Biyokütlenin ön arıtımında ozon kullanımına dair sonuçlar bir 

sonraki bölümde özetlenmiştir.  

Diğer taraftan, ozonlamanın lipit ayrıştırma verimini arttırdığını söylemek 

zordur. Bir önceki bölümde de belirtildiği gibi, ozonlama sonrasında biyokütledeki 

lipit miktarı (%24 (KBB)) azalırken, çözeltideki lipit miktarlarının aynı oranda 

artmadığı (%6 (KBB)) gözlemlenmiştir. Bu durumun, hücresel membranları 

parçalamak amacıyla verilen yüksek dozda ozonun hücreden ekstrakte edilen lipit ile 

reaksiyona girmesi sonucunda lipit yapısını bozmasından kaynaklandığı 

düşünülmektedir. Literatürde de ozonun doymamış yağ asitlerindeki karbon-karbon 

çift bağlarını (C=C) bozarak lipit yapısını değişime uğrattığı bilinmektedir [Hewitt 

and Terry, 1992]. Özellikle suların ozon ile dezenfeksiyon işlemi sırasında 

mikroorganizmaların pek çok dış etkiye dayanıklı olan membran yapısının 

bozulduğu ve ozonlama sırasında ortaya çıkan serbest radikallerin ve peroksit 

karakterli ozonlama ara ürünlerinin de bu parçalanma aktivitesini sürdürdüğü bilinen 

bir durumdur [Roshchina and Roshchina, 2003]. Ozonun lipit gibi karmaşık 

hidrokarbonlarla girdiği reaksiyonlarda sayısız reaktif ara ürün meydana getirdiği ve 

sonuçta ozon dozuna bağlı olarak moleküler yapısını değişime uğrattığı ve karbonil 

ve karboksil grupları içeren bileşiklere sahip olan son ürünleri ortaya çıkardığı çeşitli 

çalışmalarda gözlemlenmiştir [Ackman et al., 1961; Criegee, 1975; Salter and 

Hewitt, 1992]. Ancak özellikle mikroalgal lipitlerin ozonla parçalanması hususunda 

literatürde yayınlanan çok az sayıda çalışma, ozonlama sonucu oluşacak ürünlerle 

ilgili yeterli bilgi sunmamaktadır. Görüldüğü gibi lipit yapısı ve çeşidine göre farklı 

ara ve son ürünler oluşturan bu karmaşık parçalanma reaksiyonlarının takibi detaylı 

ve kontrollü bir ek çalışmayı gerektirmektedir.  
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Bu tez çalışmasının amaçlarından birisi de ozon kullanarak hücre yapısının 

bozulmasıdır. Ozon uygulamalarının, mikroalglerin hücre bütünlüğü üzerindeki 

parçalayıcı etkisi yapılan SEM görüntülemeleriyle de belirlenmiştir (Ek D). Ancak, 

hücre yapısının bozulması ile beraber hücre içindeki lipitler ozon ile reaksiyona 

girerek biyodizele dönüştürülebilecek lipitleri de bozmuştur. Bu nedenle, elde edilen 

sonuçlar ışığında ozon uygulamasının, biyodizel eldesi için üretilen mikroalglerden 

lipit ayrıştırılması amacıyla bir parçalama metodu olarak kullanılması tavsiye 

edilmemektedir.  

Ayrıca, ozonlanan hücrelerin çözelti içinde daha dağınık bir hal aldığı ve 

çökme eğiliminden daha da uzaklaştığı görülmüştür. Bu gözlem, ozonlamanın 

hasatlama ve hücreden lipit ekstraksiyonu amacıyla kullanımından ziyade hücre içi 

maddelerden karbonhidrat ve proteinlerin eldesi için etkin bir şekilde 

kullanılabileceğini göstermiştir.   

Tez çalışması kapsamında mikroalglerin hasatlanmasında kullanılan bir diğer 

yöntem de ultrases (US) uygulamasıdır. US uygulamasında BG11 sentetik besi 

yerinde yetiştirilen Chlorococcum türlerinin baskın hale geldiği karışık mikroalg 

kültürü ve evsel atık suda yetiştirilen Scenedesmus türlerinin baskın hale geldiği 

karışık mikroalg kültürü kullanılmıştır. Mikroalg çözeltilerine uygulanan US enerjisi 

0,4-2,0 kWh/g KB aralığında olacak şekilde gerçekleştirilmiştir. Beklenildiği gibi US 

uygulaması ile hücrelerin parçalanması sağlanmış ve hücre içi değerli organikler 

(protein, karbonhidrat, lipit) çözelti fazına taşınmıştır. Çalışmada 1,6 kWh/g KB 

enerjinin (400 W/L güç ve 60 dakika uygulama süresi) en etkin US uygulaması 

olduğu görülmüştür.  

Chlorococcum türlerinin baskın hale geldiği karışık mikroalg kültürüne bu 

güçteki US uygulanması ile süzüntü numunelerindeki protein miktarında 13 kat ve 

karbonhidrat miktarında ise yaklaşık 5 kat artış tespit edilmiştir. Benzer şekilde 

Scenedesmus türlerinin baskın hale geldiği karışık mikroalg kültüre bu güçte US 

uygulanmasıyla protein ve karbonhidrat konsantrasyonlarında yaklaşık 5 katlık artış 

tespit edilmiştir. Ancak, ultrasonik enerjinin 2,0 kWh/gKB’ye çıkarılmasıyla 

hasatlanan madde miktarının düştüğü görülmüştür. Bu durum US sırasında oluşan 

mikro kabarcıkların, hücreler yerine birbirleriyle etkileşime girmesi ya da US 

uygulanmasıyla oluşan OH• radikallerinin, ortamadaki maddelerle reaksiyona 

girerek, organik yapıları oksitlemesi şeklinde açıklanabilir [Sivakumar and Pandit, 

2001; Zhang et al., 2006]. 
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Mikroalg çözeltisine ultrases uygulanmasıyla, mikroalgal lipidin 

ekstraksiyonunun daha etkin bir şekilde sağlanabildiği görülmüştür. Ultrases 

uygulanmasının ardından mikroalg çözeltisine K/M eklenmesiyle lipit ekstraksiyon 

verimi %83 oranında artarken n-hekzan kullanıldığında %69’luk bir artış tespit 

edilmiştir. Bu durum K/M karışımının polar ve polar olmayan çözücüleri içermesi, 

böylelikle hem hücre içi hem de hücre membranındaki lipitleri ekstrakte etmesiyle 

açıklanmaktadır. Bu sonuçlar US yönteminin hücre içi maddeleri etkili biçimde 

hücre dışına taşıdığını ve bu teknolojinin hücre içi maddelerin eldesinde verimli 

olarak kullanılabileceğini göstermiştir.  

Ultrases uygulamalarının mikroalgal lipit kompozisyonunu değiştirdiği, US 

uygulanmayan numunedeki monogliserit içeriğinin, nötral lipitlerin %23’ünü 

oluştururken US uygulamasıyla bu değerin %39’a yükseldiği, bunun karşılığında US 

uygulanmayan numunedeki digliserit içeriğinin US uygulanmasının ardından 

%47’den %30’a düştüğü tespit edilmiştir. US uygulanan ya da uygulanmayan her iki 

numunedeki trigliserit içeriğinin sabit kaldığı ve yaklaşık olarak nötral lipitlerin 

%30’unu teşkil ettiği bulunmuştur. Digliserit miktarı düşerken, monogliserit 

miktarının artmasının; bir kısım digliseritlerin US uygulanmasıyla monogliseritlere 

parçalanmasından meydana geldiği düşünülmektedir. Mikroalg hücrelerindeki 

toplam nötral lipit içeriğinin US uygulanan ya da uygulanmayan her iki örnek içinde 

yaklaşık olarak %75 civarında olduğu bulunmuştur.  

Diğer taraftan,  US uygulanan hücrelerin çökme eğiliminden uzaklaştığı ve 

çözelti içinde daha dağınık bir hal aldığı tespit edilmiştir. Bu sebeple ultrasesin, 

mikroalgal biyokütle için tek başına bir hasatlama yöntemi olarak kullanılmasının 

uygun olmayacağı düşünülmektedir.   

Bu çalışma kapsamında mikroalglerin hasatlanmasında denenen bir diğer 

yöntem ise ozonlama sonrası ultrases uygulamalarıdır. Ozonlamanın lipit üzerindeki 

olumsuz etkilerini ortadan kaldırmak ve düşük ozon ve US gücünde yüksek lipit 

ekstraksiyonu sağlayabilmek için gerçekleştirilen bu çalışmalarda ozon dozu 0,03-

0,27 g O3/g KB ve hemen sonrasında US gücü 300-500 W/L ve 10-30 dakika US 

uygulama süresi tatbik edilmiştir. Bu çalışmada BG11 sentetik besi yerinde 

yetiştirilen Chlorococcum türlerinin baskın hale geldiği karışık mikroalg kültürü 

kullanılmıştır. Artan ozon dozu ve birim ultrases uygulama enerji (kWh/L) ile 

ayrıştırılan protein ve karbonhidrat miktarlarında orantılı bir artış görülürken, aynı 

durum lipit için söylenememektedir. Ozonun tek başına etkisinin incelendiği önceki 
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çalışmalarda olduğu gibi ozonun hücre parçalamada pozitif etkisi ve lipit 

ekstraksiyonunda negatif etkisi olduğu gözlemlenmiştir. Box–Behnken metodu 

doğrultusunda yapılan deneylerde elde edilen sonuçlar kullanılarak oluşturulan yüzey 

modeli incelendiğinde ozonlama sonrası kullanılan ultrases yönteminin ozonun bu 

ikili etkisini azalttığı ve artan ultrases uygulama süresiyle beraber hücre parçalama 

kabiliyetini ortaya çıkardığı görülmektedir. Model ayrıca ozonun bu yan etkisine 

rağmen ultrases yoğunluğu ve süresine nazaran ayrıştırma süreci üzerinde daha etkin 

rol oynadığını göstermektedir. Bu sonuçlar göz önüne alındığında O3/US 

uygulamasının daha düşük ozon dozları için ultrases sonrası ozonlama şeklinde 

yeniden düzenlenmesinin hücre içi organik materyalin (protein, karbonhidrat, lipit 

vb.), yapısal zarara uğratmadan, hücreden ayrıştırılmasını sağlayacağı 

düşünülmektedir. 

Literatürde hücre parçalanmasının gravimetrik AKM ölçümü yerine, çözeltinin 

684 nanometrede optik yoğunluluğu (OY684nm) ölçülerek takip edildiği birçok kez 

raporlanmıştır. Bizim çalışmalarımızda ultrasese maruz kalan mikroalg çözeltilerinde 

gravimetrik olarak ölçülen AKM’nin US gücüne ve süreye bağlı olarak azaldığı, 

ancak çözeltilerde okunan OY684nm değerlerinin kültüre göre arttığı veya azaldığı 

görülmüştür. Bu durum,  bazı kültür hücrelerinin parçalanması sonucu çözeltiye 

geçen hücre parçalarının 684 nm’de ışık absorpladığını göstermektedir. Dolayısıyla,  

OY684nm’nin AKM yerine hücre parçalanmasını gösterebilecek bir analiz metodu 

olmadığı ve bu maksat için kullanılmaması gerektiğini ortaya koymuştur. 

 

5.3. Mikroalgal Biyokütlenin Fermentasyon Öncesi Ön 

Arıtımı Çalışmaları 
 

Tez çalışması kapsamında mikroalgal biyokütlenin parçalanarak hücredeki tüm 

selüloz ve hemiselülozun hücre dışına taşınması ve bu polisakkaritlerin glikoz gibi 

basit şekerlere dönüştürülmesi amacıyla da ozon uygulaması kullanılmıştır. Bu 

çalışmalarda Chlorococcum türlerinin baskın hale geldiği karışık mikroalg kültürü 

kullanılmıştır. Deneysel çalışmalar sonucunda, sadece ozon kullanıldığı durumlarda 

istenilen hücresel parçalanmanın sağlandığını ancak glikoza dönüşümün 

sağlanamadığını göstermiştir. İstenilen glikoza dönüşüm veriminin sağlanması için 

ek olarak enzim ilavesinin gerektiği tespit edilmiştir. En yüksek glikoza dönüşüm 

verimi 0,5 g O3/g
 KB ozon dozunda ve 1,2 mL/g KB enzim konsantrasyonunda 4 
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saatlik enzimatik hidroliz süresi sonunda %68 ± 5 (TKB) glikoz dönüşümü elde 

edildiği görülmüştür.  Bu ozon dozundan daha düşük ve daha yüksek ozon 

dozlarında glikoza dönüşüm verimlerinde azalma elde edildiği görülmüştür. Bu 

durum düşük ozon dozlarında hücrelerin ozon ile yeterli düzeyde etkileşeme 

girememesi ile açıklanırken, yüksek ozon dozlarında ise ozonun çözeltiye salınan 

polisakkaritleri parçalayıcı yönde hareket etmesi ile açıklanmıştır. Ayrıca enzimatik 

hidroliz süresinin arttırılmasının ya da azaltılmasının glikoza dönüşüm verimi 

üzerinde önemli bir etkisinin olmadığı da görülmüştür. Deneysel çalışmada 

kullanılan biyokütle konsantrasyonun düşürülmesiyle glikoza dönüşüm veriminin 

%80,6 ± 7,8 (TKB) değerine yükseldiği görülmüş ve bu durum ozonun kütle transfer 

hızının artması sonucunda biyokütlenin tamamıyla reaksiyona girebilmesi şeklinde 

açıklanmıştır. Ancak yoğun biyokütle konsantrasyonu ile çalışmanın, devam eden 

proses (hasatlama, kurutma, vb.) maliyetlerini azaltmak açısından daha avantajlı 

olacağı düşünülmektedir.  

Biyokütlenin fermentasyonu öncesi biyokütlenin ön arıtımında kullanılan bir 

diğer yöntem ise ultrases uygulamalarıdır. Bir önceki bölümde yüksek karbonhidrat 

hasatlama verimi US dozu 1,6 kWh/g KB kullanılarak elde edildiğinden, ön arıtım 

çalışmalarında da US dozu sabit tutulmuştur. Farklı enzim konsantrasyonları 

kullanılarak yürütülen deneysel çalışmalar sonucunda, US uygulaması enzimatik 

sakkarifikasyonu pozitif yönde etkilemiş ve en yüksek glikoza dönüşüm verimi 

%49,5 ± 4,4 (TKB) olarak 1,2 mL/g KB enzim konsantrasyonunda elde edilmiştir. 

Literatürde yer alan çalışmalarda farklı biyokütle konsantrasyonları kullanılmasına 

rağmen, benzer glikoza dönüşüm verimleri elde edildiği görülmektedir [Zhao et al., 

2013]. 

Enzimatik sakkarifikasyon üzerine ozon ve ultrasesin etkileri biyokütlenin ön 

arıtımında kullanılan geleneksel yöntemlerden seyreltik asit ve alkali ön arıtım 

yöntemleri ile karşılaştırılarak değerlendirilmiştir. Seyreltik asit ile ön arıtım 

çalışmalarında en yüksek glikoza dönüşüm verimi en düşük asit konsantrasyonunda 

%38,6 ± 3,1 (TKB) olarak elde edilmiştir. Asit konsantrasyonun %1’in altına 

düşürülmesinin glikoza dönüşüm verimi üzerinde önemli derecede etki 

göstermeyeceği ancak asit konsantrasyonun arttırılmasıyla ortamdaki monomerik 

şekerlerin yine asit tarafından parçalanarak glikoza dönüşüm verimini önemli oranda 

düşürdüğü tespit edilmiştir [Yu and Zhang, 2003]. Alkali ön arıtım çalışmalarında ise 

en yüksek glikoza dönüşüm verimi %1 NaOH kullanılmasıyla  %48,5 ± 3,3 (TKB) 
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olarak bulunmuştur. Alkali ön arıtım ile selülozun hidroliz ürünü olan ve sellobiyoz 

konsantrasyonunun, artan NaOH konsantrasyonu ile arttığı ancak glikoz 

konsantrasyonunda önemli bir değişimin olmadığı tespit edilmiştir. Sellobiyoz 

konsantrasyonunda meydana gelen bu artış, mikroalgal polisakkaritlerin, alkali ön 

arıtımla parçalandığını göstermektedir. Ancak son ürün olarak istenen glikoza 

dönüşümün enzim konsantrasyonunun arttırılmasıyla sağlanacağı düşünülmektedir. 

Sonuç olarak, Chlorococcum türü mikroalgler için, alkali ön arıtımın seyreltik asit ile 

ön arıtıma nazaran daha etkili bir yöntem olduğu görülmüştür. 

Glikoz dönüşüm verimlerinin düşük enzim konsantrasyonlarında ozonla ön 

arıtımda alkali ön arıtıma nazaran daha yüksek olduğu fermantasyon öncesindeki ön 

arıtım çalışmalarında gözlemlenmiştir. Ozonlama çalışmaları sonucunda pH 5,06 

düşmüş olup istenilen pH değeri olan 4,8’e düşük miktarda seyreltik sülfürik 

ilavesiyle ulaşılmıştır. Ozon çalışmalarının aksine pH ayarlama işlemi (pH 4,8) alkali 

ve asit ön arıtımında çok daha konsantre asit ve alkali kullanımını gerektirmektedir. 

Bu nedenle alkali ya da asit ön arıtma maliyetleri önemli oranda artmakta olup 

ozonla ön arıtım yöntemi tavsiye edilmektedir.    
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Ek B: Kalibrasyon Eğrileri 

 

 
 

Şekil B1.1: BG11 ortamında yetiştirilen mikroalg kültüründe biyokütle takibi için 

kullanılan kalibrasyon grafiği. 
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Şekil B1.2: Atıksu ortamında yetiştirilen mikroalg kültüründe biyokütle takibi için 

kullanılan kalibrasyon grafiği. 

 

 
 

Şekil B1.3: Protein tayini için kullanılan kalibrasyon grafiği. 
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Şekil B1.4: Karbonhidrat tayini için kullanılan kalibrasyon grafiği 

 

 
 

Şekil B1.5: HPLC’de glikoz tayini için kullanılan kalibrasyon grafiği (0,1-0,8 g/L 

aralığı için). 
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Şekil B1.6: HPLC’de glikoz tayini için kullanılan kalibrasyon grafiği (1-10 g/L 

aralığı için). 

 

 
 

Şekil B1.7: HPLC’de glikoz tayini için kullanılan kalibrasyon grafiği (10-50 g/L 

aralığı için). 
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Şekil B18: GC’de Lipit Analizi için Trigliserit Kalibrasyon Grafiği (referans data 

triolein standardına ait). 

 

Ek C: Hesaplamalar 

 

 Ozon Jeneratörlerinin Kapasitesinin Belirlenmesi 

Kaufman marka ve BNP marka ozon jeneratörlerinin kapasitesi belirlenirken 

yarı kesikli ozon ölçüm metodu olan KI metodu (Standard Methotds, 2350-E) 

kullanılmıştır. Ozon jeneratöründen çıkan ozon gazı seri bağlı ozon tutuculardan 

geçerek egzoz kanalı ile dışarıya çıkmaktadır. Ozon tutucu şişelerde %2’lik KI 

çözeltisi bulunmaktadır. Bu metoda ait deneysel prosedür ve hesaplamalar aşağıda 

verilmiştir. 

 

 Reaktifler: Ozon ihtiyacı olmayan safsu, 2 N süfürik asit çözeltisi, potasyum 

iyodat çözeltisi, standart sodyum tiyosülfat çözeltisi (0,1 N), standart sodyum 

tiyosülfat çözeltisi (0,005 N), nişasta çözeltisi. 

 Prosedür: İki seri bağlı KI şişesinden 10 dk boyunca gaz akışı 1L/dk olacak 

şekilde ozon geçirilir. Her bir KI şişesinde en az 200 mL %2’lik KI olmalıdır. 

Transfer olan miktarın belirlenmesi için Her bir şişedeki çözelti behere alınır 10 mL 

2 N süfürik asit çözeltisi eklenir ve standart sodyum tiyosülfat çözeltisi (0,005N) ile 

y = 826,73x  R2 = 0,9664
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sarı iyot rengi yok olana kadar titrasyona tabi tutulur. Behere 1-2 mL nişasta çözeltisi 

eklenir ve mavi renk yok olana kadar titrasyona devam edilir. 

 Hesaplama: Titrasyon sırasında harcanan titrant miktarı aşağıda verilen formül 

içerisinde kullanılarak birim sürede A ve B reaktörleri içerisinde KI ile reaksiyona 

giren toplam ozon miktarı hesaplanır. 

 

𝑂𝑧𝑜𝑛 𝑑𝑜𝑧𝑢 (𝑚𝑔/𝑑𝑘) =
(𝐴 + 𝐵) × 𝑁 × 24

𝑡
 (C1.1) 

 

Burada 𝐴 A şişesi için harcanan titrant hacmini (mL), 𝐵 B şişesi için harcanan titrant 

hacmini (mL), 𝑁 sodyum tiyosülfat çözeltisi normalitesi (0,005M ve 0,1 M) ve 𝑡 

ozonlama süresini (dk) temsil etmektedir. 

Kaufman marka ozon jeneratörü kullanıldığında reaktöre birim sürede giren 

ozon miktarı aşağıdaki örnekte olduğu gibi hesaplanmıştır. Yapılan denemede 2 

dakikalık ozonlama sonrası 8,2 mL titran hacmi elde edilmiştir. 

 

𝑂𝑧𝑜𝑛 𝑑𝑜𝑧𝑢 (𝑚𝑔/𝑑𝑘) =
(

𝑉𝑟𝑒𝑎𝑘𝑡ö𝑟

𝑉𝑛𝑢𝑚𝑢𝑛𝑒
) × 𝑀 × 𝑉 × 24

𝑡
 

 

=
(

400 𝑚𝐿
100 𝑚𝐿) × 0,1

𝑚𝑜𝑙
𝐿 × 8,2 𝑚𝐿 × 24

2 𝑑𝑘
 

 

= 39,4 𝑚𝑔/𝑑𝑘 

(C1.2) 

 

Burada 𝑉𝑟𝑒𝑎𝑘𝑡ö𝑟 kullanılan reaktör hacmini (mL), 𝑉𝑛𝑢𝑚𝑢𝑛𝑒 ozonlanan numune 

hacmini (mL), 𝑀 sodyum tiyosülfat çözeltisi molaritesi (0,1 M), 𝑉 kullanılan titrant 

hacmini (mL) ve 𝑡 ozonlama süresini (dk) temsil etmektedir. Reaktöre verilen ozon 

gazının debisi (Q) 0,5 L/dk olduğu için, ortalama konsantrasyonu aşağıdaki gibi 

hesaplanmıştır. 

 

𝑂𝑧𝑜𝑛 𝑑𝑜𝑧𝑢 (
𝑚𝑔

𝑑𝑘
) =

𝑂𝑧𝑜𝑛 𝑑𝑜𝑧𝑢 (
𝑚𝑔
𝑑𝑘

)

𝑂𝑧𝑜𝑛 𝑑𝑒𝑏𝑖𝑠𝑖 (
𝐿

𝑑𝑘
)
 

 

=
39,4 𝑚𝑔/𝐿

0,5 𝐿/𝑑𝑘
= 79 𝑚𝑔/𝐿 

(C1.3) 
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Yukarıda detaylı olarak açıklanmış olan hesaplamalar sonucu ozonlama süresine 

bağlı olarak reaktöre gelen gazdaki ozon konsantrasyonu ve dakikada üretilen ozon 

miktarı hesaplanmıştır. BNP marka ozon jeneratörü kullanılması ile gazdaki ozon 

konsantrasyonu ve dakikada üretilen ozon miktarı benzer şekilde hesaplanmıştır. 

BNP marka ozon jeneratörü 1,4 L/dk gaz debisine sahiptir. Her iki jeneratöre için 

hesaplanan veriler Tablo C1.1’de gösterilmektedir. 

 

Tablo C1.1: Ozonlama süresine bağlı olarak reaktöre gelen gazdaki ozon 

konsantrasyonu ve dakikada üretilen ozon miktarı (üç ölçümün ortalaması) 

 

Kaufman Ozon Jeneratörü BNP Ozon Jeneratörü 

Süre 

(dk) 

 Gazdaki ozon 

konsantrasyon 

(mg/L) 

Dakikada 

üretilen ozon 

miktarı 

(mg/dk) 

Süre 

(dk) 

 Gazdaki ozon 

konsantrasyon 

(mg/L) 

Dakikada 

üretilen ozon 

miktarı 

(mg/dk) 

2 79 40 2 0,92 1,3 

4 90 45 4 0,93 1,3 

6 87 44 8 0,85 1,2 

8 94 47 10 0,92 1,3 

10 92 46 20 0,92 1,3 

 

 Kullanılan Kolorimetrik İndigo Metodu ile KI Metodu Arasındaki Bağıntının 

Belirlenmesi  

Su ortamında ozon ölçümü güvenilir olarak potasyum indigotrisülfonat 

boyasının kullanıldığı kolorimetrik analiz ile mümkündür (Standard Methotds 4500 

O3-B). Kolorometrik indigo metodu, ozonla reaksiyona giren boyanın 

parçalanmasına ve bir absorbans farkı oluşturmasına dayanmaktadır. Su içindeki 

ozon konsantrasyonu bu yöntem kullanılarak aşağıdaki eşitlik ile hesaplanmaktadır.  

 

𝑚𝑔𝑂3

𝐿
=

∆𝐴 × 100

𝑓 × 𝑏 × 𝑉
 (C1.4) 
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Burada ∆𝐴 absorbans farkını, 𝑓 KI ve indigo yöntemleri arasındaki korelasyonu, 𝑏 

spektroforometrik hücre kalınlığını (1 am’lik hücre kullanılmıştır) ve 𝑉 numune 

hacmini temsil etmektedir. 

Kolorometrik indigo metodu yanı sıra KI (Standard Methotds 2350-E) metodu 

da ozon ölçümünde kullanılmaktadır. Fakat bilindiği üzere KI su ortamında ozon 

harici radikallerle de reaksiyon vermektedir ki bu tür girişimler ozonun yanlış 

ölçülmesine neden olmaktadır. Ancak saf su kullanıldığında KI metodu ile sudaki 

ozon miktarı hesaplanabilmektedir. Deneysel çalışmalar boyunca KI metodu indigo 

metodunun kalibrasyonunda ve ozon jeneratöründen gelen gazdaki ozon miktarının 

ölçümünde kullanılmıştır.  

KI ve indigo metodu arasındaki korelasyonu ifade eden ƒ faktörünün 

bulunması amacıyla bir deney tasarlanmıştır. İlk olarak reaktörün içine 1 L (pH 

2,5’de) saf su alınmış ve jeneratör 0,5 L/dk debi ile 10 dakika çalıştırılmıştır. 

Reaktörden alınan numuneler ikiye ayrılmıştır. Numunelerden birine indigo çözeltisi 

eklenerek 600 nm’de absorbansı okunmuş diğer numuneye KI eklenerek sodyum 

tiyosülfatla titre edilmiştir. Bu şekilde iki yöntem arasındaki korelasyon ve indigo 

metodu için kalibrasyon grafiği ortaya çıkartılmıştır (Şekil C1.1). İndigo metoduyla 

ozon konsantrasyonun belirlenmesinde kullanılan ƒ faktörü 0,204 olarak (üç ayrı 

ölçümün ortalaması) belirlenmiştir. Ozon gazının sudaki ortalama konsantrasyonu KI 

ve indigo yöntemleri kullanılarak yaklaşık 20,4 mg O3/L olarak bulunmuştur. 

 

 

Şekil C1.1: KI ile indigo yöntemleri arasındaki korelasyon grafiği. 
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Ozon jeneratöründen reaktöre gelen gazdaki ozon konsantrasyonu ortalama 

79 mg O3/L’dir (detaylı bilgi ekler bölümündedir). Ozon gazının sudaki 

konsantrasyonu ise 20,4 mg O3/L’dir. Ozon gazının çözünürlük katsayısı (s) 25°C 

sıcaklık ve 1 µS/cm iletkenlik (µ = 1,6×10-5 M) için aşağıdaki şekilde hesaplanmıştır. 

 

𝑠 =
𝑆𝑢𝑑𝑎𝑘𝑖 𝑜𝑧𝑜𝑛 𝑘𝑜𝑛𝑠𝑎𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑦𝑜𝑛𝑢

𝐺𝑎𝑧𝑑𝑎𝑘𝑖 𝑜𝑧𝑜𝑛 𝑘𝑜𝑛𝑠𝑎𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑦𝑜𝑛𝑢
=

20,4 𝑚𝑔𝑂3/𝐿

79 𝑚𝑔𝑂3/𝐿
= 0,26 (C1.5) 

 

Hesaplanan bu değer literatürde yer alan çözünürlük katsayıları (Gurol et al., 

1982; Morris, 1988) ile benzer olup, çalışmanın tutarlılığının bir göstergesidir. 
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Ek D: SEM Görüntüleri 

 

 
 

Şekil D1.1: Chlorococcum sınıfı karışık mikroalg kültürünün ultrason uygulaması 

öncesi (a ve c) ve sonrası (b ve d) 12000 ve 50000 kat büyütülmüş taramalı elektron 

mikroskobu (SEM) görüntüleri. 
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Şekil D1.2: Chlorococcum sınıfı karışık mikroalg kültürünün ozon uygulaması 

sonrası 10000 (b) ve 20000 (a ve c) kat büyütülmüş taramalı elektron mikroskobu 

(SEM) görüntüleri. 

 

 


