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OZET

Tez calismasinin amaci, biyoyakit hammaddesi olarak iiretilen mikroalglerin
hasat edilmesinde ve hiicre i¢i organiklerin hiicrelerden ayristirilmasinda yenilikgi bir
yaklasim olarak ozon (Os) ve ultrases (US) uygulamalarinin hem ayri ayri hem de
birlikte kullanilmalarinin etkinliginin belirlenmesidir. Ozonlama ile hiicrelerin
pargalanmasi ve hiicre i¢i degerli organiklerin ¢ozelti fazina taginmasi saglanmistir.
Biyokiitledeki toplam karbonhidratin en fazla %80’inin 0,4 g Os/g kuru-biyokiitle
(KB) ozon dozunda, proteinin ise en fazla %30’unun 0,3 g Os/g KB de
hasatlanabildigi gorilmiistiir. Bu durum ozonlamanin mikroalglerden karbonhidrat
ve protein hasatinda kullanilabilinecegini gostermektedir. Ancak, ozonun lipitle
reaksiyona girerek eckstraksiyon verimini disirdigi ve bu nedenle lipit
ekstraksiyonunda kullanilamayacagi tespit edilmistir. Mikroalglerden lipit
ekstraksiyonunda US uygulamalarmin daha etkin bir yontem oldugu ve 6zellikle US
sonrast kloroform/metanol karisiminin kullanilmasiyla lipit ekstraksiyon veriminin
%83 oraninda arttig1 bulunmustur. Ayrica US’in lipit kompozisyonunu degistirerek
bir kisim digliseritleri, monogliseritlere doniistiirdiigii tespit edilmistir. Mikroalg
hiicrelerinden karbonhidrat hasatlanmasinda Oz sonrast US uygulanmasiyla
karbonhidrat hasat verimi 0,15 ve 0,27 g Oz/g KB ozon dozlari igin sirasiyla 0,3 ve
0,2 kWh/g KB ultrases dozlarinda en yiiksek deger olan %80’e ulastigi gorilmiustiir.
Biyoetanol iiretiminin ilk agamasi olarak, sadece enzim kullanilarak gergeklestirilen
On islem calismalarinda, mikroalgal polisakkaritlerin glikoza doniisiim veriminin
diisiik oldugu goriilmiistiir. Ancak enzimatik hidrolize yardimei 6n islem olarak ozon
kullanildiginda glikoza doniisiim veriminin yaklagik 5 kat artti§i ve en yiiksek
doniistim veriminin %80 + 8 oldugu tespit edilmistir. Ayrica, ozonun alkali, seyreltik
asit ve US ile 6n igslem yOntemlerine nazaran daha yiiksek {irlin verimi sagladig:

gorilmiistiir.

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

Hiicre Parcalama, Biyoetanol.



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 Oz/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 Osz/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 harvestsng yield was achived for 0.15 and 0.27 g Os/g DWB o0zone 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. GIRIS

Komiir, petrol ve dogalgaz gibi fosil yakitlar giinlimiizde baslica enerji kaynagi
olarak kullanilmakla birlikte kisitli rezervlere sahiptirler. Aynmi zamanda, bu
yakitlarin kullanimi sirasinda atmosfere salinan yiiksek orandaki emisyonlar hem
cevre kirliligine hem de kiiresel iklim degisimine neden olmaktadir. Giinlimiizde
etkileri her gecen giin daha da fazla hissedilen iklim sorunlari, kiiresel iklim
degisikliginin tiim diinyay1 etkisi altina aldigin1 agik bir sekilde gostermektedir. Bu
kapsamda, en sonuncusu gectigimiz yil Paris’te gerceklesen Kiiresel Iklim
Degisikligi Konferansi’nda yer kiirenin ortalama sicaklik artiginin 2030 yilina kadar
1,5 ile 2 °C arasinda smurlandirilmas: igin, 6zellikle fosil yakitlardan kaynaklanan
sera gazi salimimlarini disiiriicii 6nlemler konusunda tiim iilkeleri baglayici kararlar
alimmigtir. Alinmasi planlanan onlemlerin basinda da fosil yakitlara alternatif olarak
daha c¢evreci ve yenilenebilir enerji kaynaklarinin kullanimimin arttiriimasi
gelmektedir.

Gilintimiizde kullanilan baslica yenilenebilir enerji kaynaklar1 hidrolik, giines,
rliizgar, biyokiitle, dalga ve jeotermal enerji kaynaklaridir. Kullanim alanlari daha
siirl ve kisitli olan hidrolik enerjiye oranla daha yiiksek {iretim potansiyeline sahip
olan glines, riizgar ve biyokiitle enerjisi kaynaklar: iizerine yapilan ¢alismalar giin
gectikge artmaktadir. Ozellikle riizgar ve giines enerjisine kiyasla daha az yatirim ve
isletme masrafina, kiiresel karbon dengesini diizenleyici bir role ve yakit olarak daha
kolay kullanilabilme imkanina sahip olan biyokiitle enerjisi son yillarda biiyiik bir
gelisme gostermistir. Glinden giline artan sayida gelismis veya gelismekte olan iilke
biyoyakitlar1 dis kaynakli petrol ihtiyacini azaltmada, basta karbondioksit ve metan
olmak {lizere sera gazi emisyonlarimi diisiirmede ve cevreyi koruma hedeflerini
tutturmada umut vaat eden bir ¢oziim yolu olarak goriilmektedir.

Biyodizel ve biyoetanol gibi biyolojik kokenli ve yenilenebilir yakitlar bu
arayista oldukga onemli yer tutmaktadir. Bu dogrultuda oncelikle gesitli tarla bitkileri
(seker pancari, soya, kanola, misir vb.) biyodizel ve biyoetanol iiretimi igin
hammadde olarak kullanilmistir. Birinci nesil biyoyakitlar olarak da adlandirilan bu
yakitlar dolayli olarak bu tiir enerji bitkilerinin tiretim 6lgeginde hizli ve kontrolsiiz
bir artisa neden olmustur. Bu da gida kaynagi olarak kullanilan diger tarla bitkileriyle

ekim alani agisinda bir rekabet olusmasina ve sonugta kiiresel bir gida krizine yol
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acabilir. Ayrica bu asirt orandaki tarim faaliyetleri su kaynaklarinin azalmasina,
ormanlik alanlarin tahrip edilmesine ve erozyonla toprak kayiplarina sebep olabilir.
Birincil nesil biyoyakitlar artik bu noktadan sonra ¢6ziim olmaktan ¢ikmis ve bir
sorun niteligi kazanmistir. Bu sorunu ¢d6zmek amaciyla dogrudan tarim bitkilerini
kullanmak yerine, Ozellikle tarim iriinlerinin islenmesi sonucu ortaya c¢ikan,
lignoseliilozik atiklarin  fermentasyonu yoluyla biyoetanole doniistiiriilmesine
dayanan ikinci nesil biyoyakit teknolojileri gelistirilmeye baglanmistir. Ancak halen
teknolojik ve ekonomik acidan yeterli diizeye gelmesi i¢in yogun arastirma ve
gelistirmeye ihtiya¢ duyan ikinci nesil biyoyakitlar, fosil yakitlara alternatif olmaktan
uzaktir [Brennan and Owende, 2010].

Son yillarda, {iglincli nesil biyoyakit teknolojisi olarak da adlandirilan ve
dogada yer alan ¢esitli alg tiirlerini birer enerji kaynagi olarak kullanmay1 hedefleyen
calismalar biiylik bir artis gostermistir. Mikroalgal biyoyakit liretimi genelde proses
bazli zorluklardan dolay1 teknolojik olarak heniiz gelisme asamasinda olmakla
birlikte umut vaat eden bir yontemdir. Karasal bitkilere kiyasla yiiksek yag ya da
karbonhidrat biriktirme kabiliyetine sahip olan ve yiiksek fotosentetik verime ulasan
tiirlerin varlig1 mikroalgleri biyoyakit tiretimi i¢in ilgi ¢ekici kilmaktadir. Fotosentez
yapmak amaciyla atmosferdeki sera gazlarindan biri olan karbondioksiti 6ziimseyen
algler, bu o6zellikleri nedeniyle kiiresel 1sinma problemine ¢dziim tretebilecek bir
alternatif olarak goriilmektedir. Bundan dolayr mikroalg kaynakli biyoyakitlar
“karbon-dostu” olarak da nitelendirilmektedir. Ayrica iretimi sirasinda dogal
ekosistem {lizerinde karasal enerji bitkiler1 gibi biiylik bir tehlike olusturmayan
mikroalgler, dogadaki azot ve fosfor gibi kirleticileri atik su aritimi yoluyla giderme
avantaj1 da saglayabilirler.

Mikroalglerden iiretilen {iglincli nesil biyoyakitlarin artan kiiresel enerji
ihtiyacina cevap verilebilecegi diisiiniilmektedir. Ote yandan, ticari dlgekte mikroalg
kaynakli biyoyakit iiretiminin Oniinde halen ¢oziilmeyi bekleyen pek cok engel
bulunmaktadir. Ozellikle fiiretilen mikroalg biyokiitlesinin hasatlanmasi asamasi
biyoyakit iiretim maliyetini en ¢ok arttiran unsurdur. Hasatlama islemi sirasinda,
mikroalg hiicre duvarlarinin etkili ve diisiik maliyetli bir yontemle parcalanarak
hiicre i¢i degerli materyalin (lipitler, karbonhidrat, vb.) bir sonraki biyoyakit

donilisiim asamas1 i¢in kullanilabilir hale getirilmesi su siralar biiyiikk Olcekli



mikroalgal biyoyakitlarin iiretimi konusunda asilmasi gereken bir zorluktur

[Christenson and Sims, 2011].

1.1. Amac¢ ve Kapsam

Bu tez ¢aligmasinin amaci biyoyakit hammaddesi olarak iiretilen mikroalglerin
hasatlanmasi sirasinda yenilik¢i bir yaklagim olarak o0zonlama ve ultrases
uygulamalarinin kullanilabilirligini incelemektir.

Literatiir incelendiginde mikroalglerin sudan ayristirilmasi ve parcalanmasi
amaciyla ¢esitli yontemlerin kullanildig1 ancak hiicre pargalamada etkinligi bilinen
ozon ve ultrases kullanimimin yeterli diizeyde incelenmedigi goriilmektedir. Bu
dogrultuda gergeklestirilen tez ¢alismasinin birinci agamasinda, literatiirde yer alan
calismalardan farkli olarak mikroalglerin hasatlanmasinda ve hiicrelerden degerli
organik madde elde edilmesinde ozon gazinin kullanimi arastirilmistir.

Tez calismasinin ikinci agamasinda ise yine yenilik¢i bir yontem olan ultrases
kullanilarak mikroalglerin hasatlanmasi ve hiicre i¢i materyalin hiicre disina
taginmast lizerine calismalar gerceklestirilmistir. Tez calismasmin bir sonraki
asamasinda ozon gazi ve ultrases Uygulamalarinin birlikte kullanilmasinin ortak
etkisi incelenmistir.

Elde edilen sonuglar 1s18inda, tez c¢alismasinin sSon asamasinda ise
mikroalglerin yine ozon gazi ve ultrases kullanilarak pargalanmasinin, biyoetanol
tretiminin en oOnemli basamagi olan hidroliz basamagmin hizlandirilmast ve

enzimatik sakkarifikasyon siireci tizerindeki etkileri belirlenmistir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Mikroalglerin Uretimi ve Hasatlanmasi

2.1.1. Mikroalg Uretimi

En eski yasam formlarindan biri olan algler, kok, govde, yaprak gibi organlari
bulunmayan, fotosentetik pigment iceren ilkel bitkiler olarak degerlendirilmektedir.
Mikroalgler prokaryot (siyonabakteri) ya da Okaryot (yesil algler, kirmiz1 algler,
diatomlar) olarak farkli hiicre yapisinda bulunmaktadirlar. Enerji kaynagi olarak
giines enerjisini kullanan mikroalgler, karbon kaynagina gore, inorganik karbonu
kullananlar otorotrofik, organik karbonu kullananlar heterotrofik, ortamda organik
karbon olmamasi durumunda inorganik karbonu kullananlarsa miksotrofik tiirler
olarak tanimlanan ve fotosentezle yasamlarini devam ettiren basit canlilardir [Lee,
1980]. Mikroalg hiicreleri karbonhidrat, protein, lipit ve pigmentlerden meydana
gelmektedir. Bu biyomolekiillerin yapist ve yiizdesi, mikroalg tiirine  ve
mikroalglerin yetistirildigi ortama bagl olarak degisim gosterebilmektedir [Gatenby
et al., 2003; Branyikova et al., 2011; Schlagermann et al., 2012]. Karasal bitkilere
kiyasla yiiksek yag (Botryococus braunii, vb.) ya da karbonhidrat (Spirulina
fusiformis, vb.) biriktirme kabiliyetine sahip olan ve yiiksek fotosentetik verime
ulasan tiirlerin varligi, mikroalgleri biyoyakit {iretimi i¢in ilgi ¢ekici bir hammadde
haline getirmektedir. Kiiresel 1sinmaya neden olan en 6nemli sera gazlarinda biri
olan karbondioksitin mikroalgler tarafindan kullanilmasi dolayisiyla mikroalglerden
elde elden biyoyakitlar “karbon dostu” olarak nitelendirilmektedirler.

Mikroalglerin iretimini 151k, sicaklik, besin konsantrasyonu, oksijen,
karbondioksit, pH, tuzluluk ve toksik kimyasallar gibi ¢evresel faktorlerin yani sira
ortamdaki patojen mikroorganizmalarin (bakteriler, mantarlar, viriisler) varlig1 ve
diger mikroalglerle rekabet edebilme durumu gibi biyolojik faktorler etkilemektedir
[Williams, 2002].

Mikroalglerin kontrollii sartlar altinda iiretilmesine imkan saglayan ve cesitli
konfigiirasyonlarda tasarlanan kapali sistem fotobiyoreaktdrlerin, mikroalg iiretimi

icin gerekli 151k yogunlugunun agik havuzlara nazaran daha iyi saglanabilmesi, sabit



sicaklikta isletilebilmesi, besi ortaminin takibinin kolay olmasi ve diisilk hacimde
yiiksek biyokiitle konsantrasyonu ve bekleme siiresin kisa olmasi gibi pek ¢ok
avantaji bulunmaktadir. Kesikli ya da siirekli modda calistirilabilen bu sistemlerde 1-
500 g/m?-giin biyokiitle konsantrasyonuna ulasilabilinmektedir [Judd et al., 2015].
Ancak acik sistemlere kiyasla teknik agidan daha komplike olmasi, reaktorlerin 11k
alan yiizeylerine alg tutunmasi sonucu sistemin 11k gegirgenliginin azalmasi,
biyolojik kirlenmenin meydana gelmesi, oksijen birikimi, reaktor temizliginin kolay
olmamasi, enerji gereksinimin fazla olmasi, yiiksek isletim maliyetleri ve yetismis
personel ihtiyacinin gerekliligi gibi bir ¢ok dezavantaji barindirmaktadir [Williams
2002; Mata et al., 2010].

Acik sistem parkurlu havuzlarin, kapali fotobiyoreaktorlere nazaran en biiyiik
avantaj1 diisiik ilk yatirim ve isletme maliyetinin yani sira kalifiye eleman ihtiyacinin
olmamasidir. Agik sistemlerin en biiyiik dezavantajlarindan biri, doga sartlarina karsi
korumasiz olan bu sistemlerde, iiretilmesi planlanan mikroalg tiirii diginda, farkl
mikroalg tiirleri veya istilac1 bir yapiya sahip protozoa gibi mikroorganizmalar ile
sistemin kontamine olmasidir. Ayrica havuz i¢inde karisimin ve aydinlanmanin
yeterli diizeyde saglanamamasi durumunda biyokiitle tiretiminin yaklasik olarak 10-
25 g/m?-giin ile smirli kaldig1 belirtilmektedir [ Shen et al., 2009; Brennan and
Owende, 2010; Judd et al., 2015].

Mikroalg iretimini etkileyen en Onemli faktorlerden biri de mikroalglerin
yetistirilecegi su ve besi ortamidir. Mikroalgler yasamlarini devam ettirebilmek i¢in,
karbon ve 151k kaynagimin yani sira azot, fosfor gibi ana besin maddelerine ve iz
elementlere (siilfat, magnezyum, potasyum, vb.) ihtiya¢ duymaktadirlar [Rippka et
al., 1979]. Mikroalg yetistiriciliginde aragtirma ve gelistirme ¢aligmalari kapsaminda
giibre ve sebeke suyu kullanimi makul karsilanirken biiyiik 6lgekli iiretiminde,
kullanilacak kaynaklarin ¢evre lizerinde minimum etki gostermesi ve ekonomik
olmasi1 gerektigi belirtilmektedir. Bu dogrultuda atiksuda mikroalg {iretiminin
ekonomik bir yaklasim olacagr disiiniilmektedir. Atiksu icindeki ¢esitli
mikroorganizmalarin, mikroalglerle rekabete girmesi ya da mikroalgleri besi olarak
kullanmasi énemli bir problemdir [Menon and Mehta, 2013]. Bu nedenle atiksuyun
on aritimi1 saglandiktan sonra mikroalg iiretiminde kullamildigim1 gosteren cesitli
caligmalar literatiirde yer almaktadir [Chinnasamy et al., 2010; Ruiz-Marin et al.,

2010]. Bu galismalardan birinde, ikincil atimindan gegirilmis evsel atiksuda, 20 farkli



mikroalg tilirlinlin yetistirilmesi incelenmis, azot ve fosfor giderimlerine bagli olarak
biyokiitle kompozisyonlarindaki degisim izlenmistir. Model olarak segilen tiirlerin
%80’1nin ikincil aritilmis atiksuda yasayabildigi ve lipit sentezinin artmasi agisindan
en verimli tiirlin kuru biyokiitle bazinda (KBB) %36 lipit icerigi ile Botryococcus
braunii oldugu bildirilmistir [Sydney et al., 2011]. Biyolojik olarak aritilmis evsel
atiksu ortaminda karisik mikroalg tiretimi ve liretilen mikroalglerin biyoyakit olarak
kullanilabilirliginin arastirildig bir ¢alismada Scenedesmus tiirti mikroalglerin zaman
icinde baskin hale geldigi gorilmiistir. Calismada biyolojik aritilmis atiksu
kullanilmasiyla N, P eksikliginde mikroalglerin strese sokularak lipit biriktirmeye
zorlandig1 ve bu sayede lipit iceriginin %27 (KBB) oldugu raporlanmistir [Giirol,
2013].

2.1.1.1. Mikroalglerin Lipit Icerigi

Lipitler, biyolojik orijinli molekiiller olup suda ¢ok az ancak polar olmayan
solventlerde tamamen ¢oziiniirler. Lipitler temel olarak; yag asitleri, triagilgliseroller,
fosfolipidler, sphingolipidler ve steroidler olarak siniflandirilabilirler. Yag asitleri,
dallanmamis zincir yapisinda ve zincirin sonunda karboksil grubu bulunan
hidrokarbonlardir. Molekiilde, karbon-karbon arasinda tek bag bulunuyorsa doymus
(lauric, palmitic, stearic, vb.), ¢ift bag bulunuyorsa doymamis (oleic, linoleic,
linolenic, arachidonic, vb.) yag asidi olarak tanimlanir. Yag asitlerinin hem fiziksel
hem de fizyolojik Ozellikleri karbon zincirinin uzunluguna ve molekiildeki ¢ift
baglarin sayisina (yag asidinin doymamislik derecesine) bagli olarak degisir ve
genellikle trigliserid ya da gliserol yapisinda yer alirlar. Molekiildeki yag asidi
sayisina bagl olarak trigliserid, digliserid veya monogliserid olarak adlandirilin yag
asitleri, biyodizel sentezinde kullanilmaktadirlar. Mikroalgal yag asitleri genellikle
12-22 karbonlu, doymus ya da doymamis formda bulunmaktadirlar. Mikroalg tiiriine
bagli olarak hiicre biinyesindeki lipit miktarmin kuru biyokiitle bazinda (KBB)
%77’ye (Schizochytrium sp.) kadar ¢ikabildigi belirtilmistir [Metting, 1996].
Mikroalglerin yetistirilme kosullar1 da hiicre biinyesindeki lipit miktarin1 6nemli
derecede etkilemektedir. Chlorella vulgaris tiirii mikroalglerin yetistirildikleri
ortamdan azotun alinmasi (nitrogen starvation) durumunda lipit sentezinin %18’den

%40’a (KBB) c¢iktig1 belirtilirken, yine Chlorella protothecoides tiirii mikroalglerin



kullanildig1 bir baska g¢alismada besi ortamindaki azot ve fosforun azaltilmasi
durumunda, hiicrelerin lipit sentezin, azot ve fosforun birlikte ortamdan alinmasiyla
%55,8’e (KBB) ¢iktigi sadece azot eksikliginde ise %52,5 (KBB) lipit sentezinin
gerceklestigi belirtilmektedir [IlIman et al., 2000; Li et al., 2014]. Ayrica,mikroalgin
hasatlama evresine bagli olarak mikroalg biinyesindeki lipit ¢esitlerinin (nétral ve
polar lipitler) de degisim gosterdigi bildirilmektedir [Branyikova et al., 2011]. Ayni
mikroalg tiirii i¢in polar lipit sentezinin, logaritmik faza nazaran durgun fazda daha
az sentezlendigi goriilmiistiir [Dunstan et al., 1993; Halim et al., 2012]. Mikroalgal
lipit bilesimleri de yine tiirden tiire farklilik gosterebilmektedir. Francisco ve
arkadaslari, (2010) farkli mikroalg tiirlerine ait lipit miktarlar1 ve lipit bilesimlerini
inceledikleri ¢alismada, Chlorella vulgaris’in %27 (KBB) lipit igerdigini, bu lipitin
%46,3’ti doymus, %53,6’simnin doymamis yapida bulundugunu raporlamistir. Yine
ayni ¢alismada, Scenedesmus obliquus’un toplam lipit igeriginin %14,1 (KBB),
doymus yag asidi miktarinin toplam lipidin %48,1, doymamis yag asidi ise %51,8
oraninda bulundugu, Dunaliella tertiolecta ve Phaeodactylum tricornutum igin lipit
iceriklerinin sirastyla %17,1 ve %6,3 (KBB) oldugu tespit edilmistir. Biyodizel
tiretimine en uygun tiiriin calisilan tiirler arasinda yiiksek lipit icerigi nedeniyle

Chlorella vulgaris oldugu belirtilmistir [Francisco et al., 2010].
2.1.1.2. Mikroalglerin Karbonhidrat i¢erigi

Karbonhidratlar, karbon, hidrojen ve oksijenden olusan ve ampirik formiili
Cm(H20)n olarak verilen biyolojik molekiiller olup mikroorganizma biinyesinde
monomerik ya da polimerik yapida bulunabilir (Tablo 2.1) [FAO, 1998]. Hiicrede
metabolik ve yapisal fonksiyonlara hizmet etmekte olan karbonhidratlar, fotosentezin
ilk drlinii olarak diger biyokimyasallarin sentezi i¢in baslangic noktasini
olusturmaktadirlar. Mikroalg hiicrelerinde, hiicre duvarinda seliiloz ve hemiseliiloz,

hiicre i¢inde ise genellikle nigasta formunda yer alirlar.



Tablo 2.1: Temel karbonhidrat formlari.

Sinif (polimerizasyon

derecesi) Alt grup Bilesenler
Monosakkaritler | Glikoz, galaktoz, fruktoz, xylose
Sekerler (1-2) Disakkaritler Sucroze, laktoz, maltoz, trihaloze
Pollyoller Sorbitol, mannitol
Malto- Maltodextrinler

oligosakkaritler

Oligosakkaritler (3-9)

Diger Raffinose, stachyose, frukto-

ligosakkaritler oligosakkaritler

Nisasta Amiloze, amilopektin
Polisakkaritler (>9) Nisasta dis1 Seliiloz, hemiseliiloz, pektinler,

polisakkaritler hydrokolloidler

Mikroalg tiirline ve yetistirilme kosularina bagli olarak hiicre tarafindan
sentezlenen karbonhidrat tiirii ve miktar1 degisim gosterebilmektedir. Tetraselmis
suecica tiiri mikroalgin %11-47 (KBB) arasinda degisen oranlarla amilaz ve
amilopektin igeren nisastay1 trettigi [Williams and Laurens, 2010], Chloroccum tiirii
mikroalglerin ise toplam karbonhidrat bazinda (TKB) %32,5’nin seliilloz ve hemi
seliiloz yapisinda oldugu [Harun and Danquah, 2011a] raporlanmistir. Mikroalglerin
yetistirildikleri ortamin hiicre tarafindan sentezlenen karbonhidrat miktarindaki
degisimlerin izlendigi c¢aligmalarin birinde model olarak Chlorella tiirii mikroalg
kullanilmistir. Calismada 151k yogunlugunun 215 pmol/m?s oldugu durumda kuru
kiitle bazinda nisasta ihtivasinin %8,5 (KBB) oldugu gozlemlenirken, 1s1k
yogunlugunun 330 pmol/m?-s’ye ¢ikarilmasi ile nisasta igeriginin %40’a (KBB)
ulasgtigr gorillmistiir [Branyikova et al., 2011]. Ayrica, karbonhidrat sentezinin en
cok logaritmik fazin hemen Oncesinde saglandigi [Ho et al., 2013], hiicrelerin
boliinmeye baslamasiyla karbonhidrat sentezinin %45’ten %13’e (KBB) hizla
distiigtinii belirtilmistir [Branyikova et al., 2011]. Ayni ¢alismada besin ortamindan
stilfiiriin alinmasiyla mikroalglerin nisasta igeriginin %60’°a (KBB) ulastig1 rapor
edilmistir. Scenedesmus obliquus CNW-N isolat1 kullanilarak karbonhidrat¢a zengin
mikroalg {iretimi amaglandigi bir ¢alismada mikroalglerin siirekli ve yari siirekli
olarak yetistirilmeleriyle, hiicre biiylimesi, karbondioksit tutma kapasitesi ve

karbonhidrat sentezlemesinin degisimi incelenmigtir. Sistemin yart1 siirekli



calistirilmasi ile karbondioksit tutma hizinin (1,55 g/L-giin) ve karbonhidrat
sentezinin (0,47 g/L-giin) en yiiksek degere ulastig1 raporlanmistir [Ho et al., 2013a].

Tablo 2.2’de farkli mikroalg tiirlerine ait karbonhidrat ve glikoz igerikleri
goriilmektedir. Tablo 2.2°den de goriildiigi gibi mikroalg tiiriine bagli olarak, hiicre
yapisinda yiliksek oranda karbonhidrat bulunabilmektedir, bu durum alglerin
biyoetanol ve hidrojen (H2) gazi iiretiminde kullanilabilecek yeni bir hammadde
kaynagi olarak dikkat ¢ekmesine neden olmaktadir [Nguyen et al., 2009; Eshaq et al.,
2010; Nguyen et al., 2010].



Tablo 2.2: Mikroalg tiiriine bagli olarak karbonhidrat, glikoz igerikleri ve biyoetanol doniisiim oranlari.

Tiir Karbonhidrat (% (KBB)) Glikoz (% (KBB)) Biyoetanol (% (KBB)) Kaynak
37 Hirano et al., 1997
55 [lIman et al., 2000
Chlorella vulgaris 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
40 Ho et al., 2010
Scenedesmus obliquus 52 43 (%82 (TKB)) Ho et al., 2012
53 40 (%80 (TKB)) 20 Ho et al., 2013a
60 Hirano et al., 1997
Chlamydomonas 53 Kim et al., 2006
reinhardtii 60 58 29 Nguyen et al., 2009
60 48 24 Choi et al., 2010

0T




Mikroalg hiicresindeki karbonhidrat igeriginin belirlenmesinde standartlagmis
bir yontem olmamakla birlikte, hiicrelerin siilfiirik asit ile parcalanmasina dayanan
Dubois metodu pek ¢ok arastirmaci tarafindan kullanilmistir [Dubois et al., 1956].
Bu yontem ile biyokiitledeki toplam monomerik sekerler ve onlarin metil tiirevleri
tespit edilebilmektedir [Pruvost et al., 2011; Sydney et al., 2011]. Bu yontemin yani
sira yine hiicrelerin siilfiirik asit ile par¢alanma sonrasinda anthrone indikatoriiniin
ilavesi ile toplam karbonhidrat miktarinin 6l¢iildiigii Anthrone Metodu da pek ¢ok
arastirmaci tarafindan kullanilmaktadir [Choi et al., 2010; Guo et al., 2013].

2.1.1.3. Diger hiicresel bilesenler

Proteinler de karbonhidratlar gibi hiicrede yapisal ve metabolik fonksiyonlarda
yer almaktadirlar. Ozellikle hiicre biiyiimesini sagladigindan proteinler hiicre
metabolizmast i¢in en O6nemli katalistlerdir. Mikroalg biyokiitlesindeki proteinler,
klorofil molekiillerinin bagli oldugu kloroplastin, 151k absorblama komplekslerine
yapisal bir iskelet saglamakta ve lipit membranlarinda yer almaktadirlar [Williams
and Laurens, 2010]. Mikroalg biyokiitlesinin protein igeriginin belirlenmesi igin
standartlagmis bir analiz yontemi olmamakla birlikte, hiicrenin sodyum hidroksit ile
par¢alanmasina dayanan Lowry metodunun, literatiirde siklikla kullanildigi
goriilmektedir [Lowry et al., 1951; Knuckey et al., 2006; Cheng et al., 2010; Pruvost
etal., 2011; Sydney et al., 2011; Pranowo et al., 2013].

Mikroalgler ayrica hiicrelerinde klorofil ve karotenoid gibi pigmentleri de
icermektedirler. Karotenoidler fotosentezde Onemli rol oynamaktadirlar. Is181
absorblamaya, fotosentetik komplekslerin yapisi ve fonksiyonunu siirdiirmeye,
reaktif oksijen tiirlerini uzaklastirmaya ve fazla enerjiyi dagitmaya katkida
bulunmaktadirlar [del Campo, 2006]. Mikroalglerin klorofil ve karotenoid igeriginin

Ol¢iilmesinde ise spektrofotometrik yontemler kullanilmaktadir.

2.1.2. Mikroalglerin Hasatlanmasi

Mikroalg biyokiitlesinin sudan verimli ve diisiik maliyetli bir yontemle
ayristirilmasi, mikroalgal biyokiitle {iretim siirecinin en Onemli adimim

olusturmaktadir. Algler negatif yiizey yiikiine sahip kolloid partikiiller olup 6zgiil
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agirliklart suyun yogunluguna yakin hatta daha altindadir. Bu 6zellik alglerin su
icinde topaklagsmadan askida kalmalarini saglar ve ayn1 zamanda kolayca
¢okmelerini engeller [Shelef et al., 1984; Grima and Belarbi, 2003]. Mikroalglerin
hasatlanmasi amaciyla, hiicre yiizey yiikiiniin degistirilmesine dayanan ¢esitli ayirim
yontemleri (koagiilasyon, ultra ses ve mikro dalga uygulamalari, ozonlama, vb.)
[Moraine et al., 1979; Bosma et al., 2003; Farooq et al., 2013] ve yine hiicrenin su ile
arasindaki yogunluk farkina dayanan c¢esitli yontemler (c¢oktiirme, santrifiij,

yiizdiirme, vb.) kullanilmaktadir [Heasman et al., 2000; Zimmerman et al., 2011].

2.1.2.1. Geleneksel Hasatlama Yontemleri

Geleneksel ayirma yontemlerinden biri olan ¢oktiirme islemi, mikroalglerin
bulunduklari su ortamindan ayristirilmasinda kullanilan bir yontemdir. Belli kosullar
altinda bazi tlir mikroalgler tarafindan iiretilen polimerli enzimlerin, hiicrelerin
kendiliginden kiimelesmesini sagladigi ve bu sayede ¢okelme egilimin arttigi [Garcia
et al., 2000] bilinmekle birlikte, suda askida kalma egiliminde olan tiirler igin
koagiilant eklemeden sadece yer ¢ekimi etkisiyle ¢okelmenin saglanmasi neredeyse
imkansizdir [Shelef et al., 1984]. Mikroalg ¢ozeltisine anyonik/katyonik
polielektrolit, organik kil gibi ¢esitli koagiilantlar eklenmesiyle kiimelesme-
yumaklagmanin saglanabildigi, agirlasan bu yumaklarin ¢oktiiriilmesiyle %100
hasatlama verimliligine ulasilabildigini bildiren ¢alismalar [Farooq et al., 2013; Lee
et al.,, 2013] olmakla birlikte, yumaklagsma sonrasi yiizdiirme (¢6ziinmiis hava
flotasyonu) ile mikroalglerin %90’min hasatlanabildigi [Chen et al., 1998] ve
santrifiijle ayirma gibi yontemlerin kullanilmasiyla da yeterli hasatlama verimliligine
ulagilabilecegini bildiren ¢aligmalar da mevcuttur [Moraine et al., 1979; Shelef et al.,
1984; Borowitzka, 1992]. Koagiilasyon-flokiilasyon yonteminin en biiyiik
dezavantaji, kimyasal madde kullaniminin alg kiitlesinin kirlenmesine neden olmasi
ve sonraki lipit ayirma ve biyoyakit iiretim basamaklarini olumsuz yonde
etkilemesidir [Estevez et al., 2001; Mojaat et al., 2008; Kim et al., 2013].

Geleneksel koagiilasyon yontemlerinden farkli olarak Gao ve arkadaslari,
(2010) elektrokuagiilasyon yontemini kullanarak mikroalglerin hasatlanmasini

amaclayan caligmalar yiiriitmiistiir. Aliiminyum elektrot kullanilarak gergeklestirilen
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calismada Microcystis aeruginosa’nin sudan ayristirtlmasinda %100 hasatlama
verimine ulasildig1 raporlanmistir.

Diger bir hasatlama yontemi olarak kullanilan flotasyon, c¢ozelti iginde
dagilmis durumdaki hava baloncuklar1 ile mikroalg hiicrelerinin temasiin
saglanmas1 ve mikroalglerin bu baloncuklar ile birlikte su yiizeyine taginmasindan
ibarettir [Brennan and Owende, 2010; Uduman et al., 2010]. Genel olarak flotasyon
veriminin, flotasyon i¢in olusturulan baloncugun biiyiikligi ile bagintili oldugu
bilinmektedir. Baloncuk boyutunun kiigiilmesiyle yiizey alanr/hacim orani
bliylimekte bu sayede baloncugun partikiil tasima kapasitesini Onemli miktarda
artmaktadir. Ayrica kiiclik boyutlu baloncuklarin duraganlhigini daha uzun
koruyabildigi [Zimmerman et al., 2011], ylizeye ylikselmesinin daha yavas oldugu ve
bu esnada baloncugun mikroalg ile temasinin artarak mikroalglerin flotasyonuna
imkan sagladig1 bildirilmistir [Hanotu et al., 2012; Kim et al., 2013]. Baloncuk
biiyiikliigiiniin yan1 sira, mikroalglerin yiizey yiikii ve hidrofobisitesi de hiicre ve
baloncuk arasindaki etkilesim agisindan 6nemlidir. Ayrica mikroalg biiytikliigiiniin
de flotasyonun basarili olmasi agisindan olduk¢a 6nemli oldugu ve 500 nm’den daha
kiiglik tiirlerin bu yontemle hasatlanabildigi raporlanmistir [Matis et al., 1993;
Uduman et al., 2010].

Bir bagka ayirim yontemi olarak kullanilan santrifiij yonteminde biyokiitlenin
geri kazanim hizi, hiicrelerin ¢okelme karakterine, santrifiij hizina, sicakligina ve
stiresine bagli olarak degismektedir [Brennan and Owende, 2010; Uduman et al.,
2010; Rawat et al., 2013]. Santrifiij olduk¢a ¢abuk (2-5 dk) ve yiiksek verimli (%80-
90) bir sistem olmasina karsin ilk yatirnm ve isletim maliyeti yiiksektir. Laboratuar
Ol¢ekli gergeklestirilen mikroalg hasatlama c¢aligmalarinda santrifiij uygulamalarinin
siklikla kullanildigr gériilmektedir [Prabakaran and Ravindran 2011; Bai et al., 2013;
Piasecka et al., 2014]. Heasman ve ark (2000), 10 farkli mikroalg tiirii iizerinde {i¢
farkli santrifiij kosulunun denendigi hasatlama ¢alismada, 13.000 g’de %95’ten daha
fazla hiicrenin geri kazanimimnin saglandigini raporlamistir. Ancak bazi mikroalg
tirlerinde (Oscillatoria redekei, Anabaena flos-aquae vb.) hiicre i¢i gaz
keseciklerinin olmasi, bu tiir mikroalglerin santrifiij yontemi ile sudan ayrilmasim
engellemektedir.

Mikroalglerin hasatlanmasinda, mikroalg tiirii ve biiylikliigline bagl olarak,

titresimli elek filtreler ve mikro filtreler kullanilabilecegi bildiren ¢aligsmalar,
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kullanilacak filtrenin elek agikligimin bu yontemin kullanilmasinda en etkin
parametre oldugunu belirtmektedir [Shelef et al., 1984; Wilde et al., 1991]. Bu
yontemle mikroalglerin sudan ayrnistirilmasi, filtrelere basing ya da vakum
uygulanmasi1 ile miimkiin olabilecegi belirtilmektedir [Grima et al., 2003].
Mikroalglerin hasatlanmasinda geleneksel filtrasyon sistemleri 70 um den daha
biiyiik tiirler (Coelastrum proboscideum, Spirulina platensis) i¢in uygulanabilirken
[Grima et al., 2003], 30 um den daha kiigiik tiirlerin (Chlorella sp., Duaniella sp.,
Scenedesmus sp.) hasatlanmasi i¢in uygun olmadigi belirtilmistir [Mohn, 1980;
[Brennan and Owende, 2010; Pittman et al. 2011; Chen et al., 2011; Rawat et al.,
2013]. Bununla birlikte, 30 um’den daha kiigiik tiirlerin hasatlanmasi i¢in membran
teknolojileri, mikro ya da ultra filtrasyon yontemleri, klasik filtrasyona alternatif
olarak Onerilmektedir [Petrusevski et al., 1995; Grima et al., 2003]. Mikroalg
hasatlanmasinda membran kullaniminin incelendigi bir ¢alismada, reaktor igindeki
besi ortaminin batik membran filtrasyonu kullanilarak yenilenmesi ve bu sayede
mikroalgal biyokiitle konsantrasyonunun arttirilabilicegi belirtilmistir. Ozellikle
biyolojik aritimis evsel atiksu gibi diisiik besi igerigine sahip besin ortamlarinda,
yogun mikroalgal biyokiitle iiretiminin siirekli sistem batik membran filtrasyonu
kullanilarak  saglanacagr raporlanmistir  [Giirol, 2013]. Ancak filtrasyon
yontemlerinin santrifiij yontemine nazaran daha c¢ok enerji ve yiiksek isletme
maliyeti gerektirdigi belirtilmektedir [Petrusevski et al., 1995].

Son zamanlarda c¢esitli sekillerde sentezlenen manyetik mikro ve nano
parcaciklarin kullanildigi manyetik alan ile ayirma yontemi de mikroalglerin
hasatlanmasinda kullanilan bir baska ayirma yontemidir [Cerff et al., 2012; Lim et
al., 2012; Prochazkova et al., 2013]. Bu ¢alismalardan birinde, demir siilfattan
(FeSO4-7H20) alkali sartlarda (pH 11-12), mikrodalga kullanilarak manyetik mikro
parcacik sentezlenmistir ve sentezlenen bu pargaciklarin Chlorella vulgaris’in
hasatlanmasinda %95 basar1 ile kullanildigi raporlanmistir [Prochazkova et al.,
2013].

Yukarida da bahsedildigi gibi hasatlama yontemlerinin kendi aralarinda
kiyaslandiginda cesitli avantaj ve dezavantajlarinin oldugu goriilmektedir. Bu
bakimdan secilecek hasatlama yonteminin hem uygulanabilir hem de biiyiik ¢aptaki

uygulamalar i¢in ekonomik olmasi 6nem kazanmaktadir.
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2.1.2.2. Mikroalglerin Hasatlanmasinda Ozon Kullanimi

Ozon bilinen en kuvvetli oksidantlardan biri oldugu ve 0zonlamanin g¢esitli
mikroorganizmalarin membran yapisina zarar verdigi, membran yapisinin tamamen
parcaladigi ve ozon dozunun artmasi ile hiicre ve hiicre i¢i materyalin tamamen
pargalanmasina neden oldugu bilinmektedir [Paralkar and Edzwald, 1996; Dytczaka
et al., 2007; Zhang et al., 2009; Cheng et al., 2012]. Ayn1 durumun mikroalg
hiicreleri i¢in de gegerli oldugu bildirilmistir [Miao and Tao, 2009; Hoeger et al.
2002; Huang et al., 2006; Hammes et al., 2007]. Benoufella ve arkadaslari, (1994)
Microcystis tiirii mikroalglerin sudan uzaklastirilmasi amaciyla gergeklestirdigi
calismada, mikroalg basina uygulanan ozon dozunun diisiik tutulmasiyla hiicre
stabilitesinin zarar gordiigii ve koagililasyon veriminin arttigini raporlamistir. Bu
durum ozonun mikroalglerin sudan ayristirllmasinda kullanilabilinecek yeni bir
hasatlama yoOntemi olarak ele alinmasimi saglamistir. Literatiirde yer alan
calismalarda ozon uygulamasi tek basina bir hasatlama yontemi olarak degil,
koagiilasyon-flokulasyona ya da flotasyon yardimct olarak kullanildigi
goriilmektedir. Chen ve ark (1998), flotasyon islemi sirasinda “hava” kullanilmasinin
alglerin yiizey yiiklerini etkilemedigini, bu nedenle hiicrelerin birbirini itme
egiliminin devam ettigini ve sonu¢ olarak flotasyon veriminin diisiik oldugunu ve
hava yerine ozon kullanilmasiyla mikroalg yiizey yiikiiniin degistirilebilindigi
[Cheng, 2010] ve bu sayede flotasyonla hasatlama veriminin %95’in iizerine ¢iktigi
raporlanmistir [Nguyen et al., 2013]. Mikroalglerin hasatlanmasinda koagiilasyon-
flokulasyona yardimci olarak ozon kullanilan ¢alismalarin ortak sonucu, ozonlama
ile kolloidlerin stabilitesinin yani sira hiicre metabolizmasinin degismesi ve hiicresel
parcalanmalarin meydana gelmesidir [Paralkar ve Edzwald, 1996; Chen et al., 2009;
Lietal., 2011].

Diisiik ozon dozlarinda, hiicre dis1 organik madde (EOM) saliniminin arttig1
[Li et al., 2011] ve bu materyalin anyonik ve iyonik olmayan polielektrolit [Paralkar
and Edzwald, 1996] gibi davranarak flokulasyona yardimci davranis gosterebilecegi
belirtilmektedir. Yiiksek ozon dozlarinda meydana gelen hiicresel pargalanma
neticesinde ise ¢Ozeltiye hiicre i¢i organik maddelerin de (lipit, protein, vb.) salindigi
belirtilmistir [Henderson et al., 2010; Cheng et al., 2010; Cheng et al., 2011].

Mikroalg biinyesinden ¢Ozeltiye tasinan proteinin, biyo-polimer gibi davranarak,
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flotasyon baloncuguyla hiicrelerin temasinit arttirdigi, bu sayede flotasyon verimini
pozitif yonde etkilendigi raporlanmistir [Cheng et al., 2010; Cheng et al., 2011].
Benzer sekilde bir bagka arastirma grubu, Chlorella vulgaris ve Secenedesmus
obliquus FSP-3 tiirlerinin hasatlanmasinda ozon-flotasyon yontemini kullanmislardir.
Chlorella vulgaris i¢in 0,005-0,03 g Oz/g biyokiitle ve Senedesmus obliquus FSP-3
icin 0,2-0,5 g Os/ g biyokiitle ozon dozunda flotasyonun oldukg¢a verimli oldugu ve
Secenedesmus obliquus FSP-3 hasatinda Chlorella vulgaris’e nazaran daha etkili
oldugu raporlanmistir [Cheng et al., 2010; Cheng et al., 2011]. Ayn1 arastirma grubu,
diisiik dozda uygulanan ozonun, hiicre i¢i (lipit, protein, vb.) organik maddeleri hiicre
disina cikarip ylizey aktif madde gibi yiizeyde toplanmasina imkan sagladigi
bildirilmistir [Cheng et al., 2011].

Literatiirde yer alan bazi calismalarda ozonlama neticesinde pargalanan ve
hiicrelerden ¢ozeltiye tasinan hiicre i¢i organik materyalin yine ozonla reaksiyona
girdigi ve hiicrelerin pargalanma verimini disiirdigii [Li et al., 2011] ve yiiksek ozon
(0,5-2,1 mg/L Os3) dozunda hiicre dis1 organik yapilarin zarar gordigi ve
flokulasyonu engelledigi de belirtilmektedir [Chen et al., 2009].

Mikroalglerin hasatlama Oncesi ozonla 6n oksidasyonun, mikroalg hasatlama
verimini Onemli oranda arttirdigi belirtilmektedir. Henderson et al., [2010]
Scenedesmus quaricauda tiirii mikroalglerin ozonla 6n oksidasyonu sonrasinda sudan
ayristirma verimin %75’ten %93’e ¢iktigini raporlamistir. Benzer sekilde Nguyen ve
arkadaslari, (2013) ve Pranowo ve arkadaslari, (2013) Chlorella tiirii mikroalglerin
on oksidasyonunda Oz ve O3z/H>O kullanimin1 ve bu islemin hasatlama verimi
tizerindeki etkilerini aragtirmiglardir. Nguyen ve ark (2013) 6n oksidasyonu
gerceklesirmis mikroalg c¢ozeltisine katyonik yiizey aktif madde, Pranowo ve
arkadaglari, (2013) ise organik kil (chitosan) ve polialiminyumkloriir (PACI)
ekleyerek flokulasyonu saglamis, ardindan flotasyonla mikroalglerin hasatini
gerceklestirmistir. Ozon kullanilmasiyla hasatlama verimini %76,4’ten %95’e ¢iktig
raporlanmistir [Nguyen et al., 2013]. Ayrica ozon dozunun artmasi ile ¢6zeltinin
bulaniklifinda azalma meydana geldigi, ¢ozeltideki ¢6ziinmiis organik karbon,
protein ve polisakkarit konsantrasyonlarinin da arttigi belirtilmistir. [Nguyen et al.,
2013; Pranowo et al., 2013].
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2.1.2.3. Mikroalglerin Hasatlanmasinda Ultrases Kullanim

Ultrases dalgalar1 tarafindan sivi faz i¢inde yaratilan titresimin, suda bulunan
pargaciklarin birbirlerine dogru hareket etmesini sagladigi ve bu sayede bir araya
toplanan pargaciklarin sudan ayrilmasimi (¢oktiiriilmesinin ya da flotasyonun)
kolaylastirdig1 bilinmektedir [Lee et al., 2001; Zhang et al., 2009; Heng et al., 2009].
Ayrica ultrases kullanilmasi ile hiicre i¢gindeki gaz keseciklerinin pargalandigi ve bu
sayede hiicrelerin ¢okelme kapasitesinin arttigi da belirtilmektedir [Walsby, 1992;
Lee et al.,, 2001; Zhang et al., 2009]. Ultrases, bu o6zellikleriyle, mikroalglerin
hasatlanmasinda kullanilabilecek alternatif bir yontem olarak, 6zellikle son yillarda
dikkat cekmeye baglamistir.

Mikroalglerin hasatlanmasinda ultrases kullaniminin arastirildigi bir ¢aligmada,
Monodus subterraneus UTEX 151 igeren mikroalg ¢6zeltisine uygulanan ultrases
frekansinin arttirthp (2,1 MHz) dalga biiyiikliigiiniin diisiiriilmesi ile mikroalg
hiicrelerin yumaklastig1 ve agirlasan yumaklarin ¢okerek su ortamindan ayrilmasinin
saglandigr raporlanmistir [Bosma et al., 2003]. Ayrica, mikroalg c¢ozeltisine
uygulanan ultrases frekansinin distiriiliip (20 kHz), dalga biyikligiiniin
arttirllmasiyla da hiicre yapisinda ve hiicre i¢i gaz keseciklerinde pargalanmalarin
meydana geldigi ve bu sayede hiicrelerin suda asili kalma yetisinin engellenerek
hasatlanmasinin saglandigini belirten ¢alismalarda mevcuttur [Mason and Peters,
2002; Bosma et al., 2003; Koda et al., 2009; Lecina et al.,, 2015]. Lecina ve
arkadaslari, (2015), Arthrospira fusiformis siyonabakterinin hasatlanmasinda diisiik
ses frekansina (20 kHz, 40 W) sahip ultrases uygulamalarinin etkinligini arastirmis
ve on saniye gibi kisa siirelerde bile ultrases uygulamasmin etkin oldugunu
raporlamistir. Ultrases uygulanan mikroalg ¢ozeltilerinde 4 saat sonunda %90 hiicre
cokelmesi gozlemlenirken ultrases uygulanmayan c¢ozeltide 5 saat sonunda dahi
herhangi bir ¢dkelme goriilmedigi bildirilmistir. Ultrases uygulamasinin bir 6n
hasatlama yontemi olarak kullanilabilinecegi ve farkli tiirler i¢in farkli giic ve
yogunluklarda caligmalarin gergeklestirilebilinecegi raporlanmistir [Lecina et al.,
2015].

Mikroalglerin hasatlanmasinda ultrases uygulamalar1 koagiilasyon-flokulasyon
yontemine yardimci bir proses olarak da kullanildigi goriilmektedir. Zhang et al.,

[2006] Spirulina platensis hasatlanmasinda ultrasesin polialiiminyum klorit (PAC)
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ile birlikte kullanildigi bir ¢alisma gerceklestirmistir. Bu c¢alismada kisa siireli (5
saniye) ultrases (48 W, 80 kHz) uygulanmalariyla flokiilasyon veriminin arttigi,
koagiilant madde gereksiniminin %30 oraninda azaldigini ve hasatlama veriminin
%100’e ulastig1 belirtilmistir. Ayn1 arastirma grubu, Microcystis aeruginosa nin
hasatlanmasinda da benzer bir prosediir izlemis ve bu tiir icinde hasatlama veriminin
ultrases uygulanmasi ile arttig1 ve 6zellikle PAC konsantrasyonun diisiiriilmesi ile bu
etkinin daha net ortaya ¢iktigini raporlamistir [Zhang et al., 2009]. Bu galismaya
oldukca benzer bir baska calismada ultrases (40 W) ile birlikte kullanilan
polialiiminyum hidroksikloritin hasatlama verimin arttigindan bahsedilmektedir [Shi
et al., 2008]. Heng ve ark ., (2009), gerceklestirdikleri ¢alismada ise demir kloriir ile
birlikte ultrases kullaniminin koagiilasyona olan etkisini aragtirmigtir. Ultrasesin 15
saniye boyunca 40 kHz’de ve 60 W giiciinde ve 10 mg/L demir kloriir ilavesi ile
birlikte uygulanmasiyla koagiilasyon veriminin, direkt koagiilasyona nazaran %12,4
oraninda arttirdigin1  bildirmislerdir. Ayrica son zamanlarda mikroalglerin
hasatlanmasinda kullanilan manyetik mikro pargaciklarin ultrases ile birlikte
kullanilmasi durumunda %100 hasatlama veriminin saglandigt bildirilmistir
[Prochazkova et al., 2013].

Ultrasesin, hiicre membrant ve biitinligli iizerindeki parcalayict etkisi,
hiicreden  degerli organik maddelerin  (protein, karbonhidrat, lipit vb)
ekstraksiyonunda kullanilmasina olanak sagladigi belirtilmektedir [Meijer and
Wijffels, 1998; Cravotto et al., 2008; Prabakaran and Ravindran, 2011; Koberg et al.,
2011; Gerde et al., 2012]. Bu konuda yapilan ¢aligmalarla ilgili detayl bilgi Boliim
2.2.1 ve Boliim 2.3.1.1.2°de verilmektedir.

2.2. Lipit Ekstraksiyonu ve Biyodizel Uretimi

2.2.1. Lipit Ekstraksiyonu

Biinyelerinde yiiksek oranlarda (%80 (KBB)) lipit depolayabilmesiyle
mikroalgler biyodizel iiretimi i¢in uygun bir kaynak olarak goriilmektedir [Metting,
1996]. Ozelikle son yillarda pek ¢ok arastirmact bu canlilardan lipit ekstraksiyonu ve

elde edilen lipitin biyodizele doniistiirilmesi konusunda ¢esitli calismalar

18



yirtitmislerdir [IlIman et al., 2000; Lewis et al., 2000; Shen et al., 2009; EI-Moneim
et al., 2010].

Mikroalg biinyesinde lipitler nétral (triagilgliseritler) ve polar (fosfolipitler,
glikolipitler) olmak tizere iki farkli yapida bulunmaktadir. Nétral lipitler genellikle
hiicre i¢i depo materyali olarak bulunmakta ve bu lipitlerin hiicreden ekstraksiyonu
non-polar solventler (kloroform, dietileter, hekzan, vb.) kullanilarak saglanmaktadir.
Diger taraftan polar lipitlerin ekstraksiyonunda, hiicre membran yapisinda bulunan
hidrojen baglarini ve diger elektrostatik kuvvetleri yenecek 6zelliklere sahip olan
daha polar ¢oziiciilerin (metanol, isopropil alkol, vb.) kullanilmasini gerektirmektedir
[Christie, 1993; Ferraz et al., 2004]. Mikroalglerden lipit ekstraksiyonunu; model
olarak secilen mikroalgin hiicre yapisi, kullanilan hiicre parcalama metodu ve
ekstraksiyonda kullanilan solvent tiirli onemli oranda etkiledigi bilinmektedir.

Solvent cesitliliginin mikroalglerden lipit ekstraksiyonu iizerindeki etkisinin
incelendigi ¢alismalardan birinde EI-Moneim ve ark (2010), sekiz farkli mikroalg
tiirlinde, hekzan/eter ve kloroform/metanol (K/M) kullanimini karsilagtirmistir.
Calismada en yliksek lipit ekstraksiyon verimi her tiir i¢cin, K/M kullanilmasi ile
saglandig1 ve bu solvent karisiminin kullanilmasiyla %2,5-12,5 (KBB) araliginda
lipit ekstraksiyon verimi elde edilirken, hekzan/eter kullanildiginda ekstraksiyon
veriminin %2,3-3,5 (KBB) araliginda kaldigi raporlanmustir.

Lipit ekstraksiyon verimin arttiritlmasi amaciyla; otoklav, mikrodalga, Fransiz
presi, bilye mikser (bead-beating), 1slak 6giitme, osmotik sok, siiper kritik sivi ve
yiiksek 1s1, gibi gesitli hiicre parcalama metotlarinin kullanildig1 ¢esitli ¢alismalar
mevcuttur [Lewis et al., 2000; Shen et al., 2009; Lee et al., 2010; Prabakaran and
Ravindran 2011]. Bu calismalardan birinde Shen ve ark (2009) Scenedesmus
dimorphus ve Chlorella protothecoides tiirlerinden lipit ekstraksiyonunu arttirmak
amaciyla ¢esitli hiicre pargalama yontemlerini ve solvent gesitliligini (hekzan ve
hekzan/metanol karisimi) karsilastirmigtir. Scenedesmus dimorphus igin en yiiksek
lipit ekstraksiyon verimi 1slak ogiitme yontemi ile saglanirken Chlorella
protothecoides icin bilye mikser yonteminin daha etkin oldugunu raporlamistir.
Benzer sekilde Lee ve arkadaslari, (2010) Chlorella vulgaris, Botryococcus tiirii ve
Scenedesmus tiirli mikroalglerin model olarak kullanildigi lipit ekstraksiyonu

calismalarinda, Botryococcus tiirii i¢in en yiiksek lipit ekstraksiyon verimi bilye
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mikser ve mikrodalga, Chlorella wvulgaris i¢in otoklavlama ve mikrodalga,
Scenedesmus tiirii i¢in ise mikrodalga uygulamalari ile elde edildigini bildirilmistir.

Mikroalglerden lipit ekstraksiyonuna yardimci olarak son yillarda kullanilmaya
baslanilan bir diger hiicre pargalama metodu ise ultrases uygulamasidir. Diisiik ses
frekansinda (40 kHz ve daha diisiik), yiiksek ultrases giiciinde hiicrelerin pargalandigi
bu sayede hiicre i¢i materyalin ekstraksiyon veriminin arttigimni belirten pek c¢ok
arastirma mevcuttur [Mason ve Peters, 2002; Bosma et al., 2003; Koda et al.,2009].

Mikroalglerden lipit ekstraksiyonunda ultrases uygulamalarmin gelencksel
hiicre parcalama yontemleri ile karsilastirildigr bir calismada Chlorella tiirti, Nostoc
tiric ve Tolypothrix tiirii mikroalgler kullanilmis ve ultrases (50 Hz, 15 dk)
uygulamasinin bu konuda en etkin yontem oldugu belirtilmistir. Ayrica ¢alismada en
yiiksek lipit i¢erigine sahip mikroalg tiiriiniin %22 (KBB) ile Chlorella tiirii oldugu
raporlanmistir [Prabakaran and Ravindran, 2011]. Chlorella protothecoides tiirii
mikroalglerden lipit ekstraksiyonunda ultrases ve mikrodalga uygulamalarinin
karsilastirildigr bir ¢alismada ise, 500 W, 20 kHz, 90 saniye ultrases giiciinde, en
yiiksek ekstraksiyon veriminin %42 (KBB) elde edildigi belirtilmistir. Caligmada ve
her iki parcalama tekniginin kullanilmasinin yag asidi bilesimindeki doymus yag
asidi yiizdesini arttirdigr goriilmiistiir [Piasecka et al., 2014]. Ultrases uygulamasinin,
klasik homojenizasyon ve ultrases destekli homojenizasyonun sistemleri ile
karsilastirildiklar  ¢alisma Chlorella vulgaris kullanilarak gergeklestirilmistir.
Ultrases destekli homojenizasyon sisteminin kullanilmasi ile lipit ekstraksiyon
veriminin 6nemli oranda arttigi ve %23,7 lipit (KBB) elde edildigi bildirilmistir.
[Park et al., 2015].

Ultrases sonrasinda 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 karigimi [Lee et
al.,2010; Ranjan et al.,2010; Araujo et al.,2011] gibi ¢esitli solventlerin lipit
ekstraksiyon verimi tizerindeki etkisinin incelendigi pek ¢ok arastirma literatiirde yer
almaktadir. Mecozzi ve arkadaslari, (2002) deniz mikroalg tiirlerinden lipit
ekstraksiyonunda ultrases destekli solvent kullanimini arastirmistir. Calismada
ultrases sonrast dietileter kullanilmasi ile metanol’a nazaran daha yiksek lipit
kazanim verim elde edildigi belirrtilmistir. Benzer sekilde Cravatto ve arkadaslari,

(2008) deniz mikroalglerinin par¢alanmasi amaciyla diisik frekansh ultrases (25
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kHz, 60 W) uygulamalarimin ardindan hekzan kullaniminin, lipit ekstraksiyon verimi
tizerindeki degisimini inceleyerek ultrases uygulanmasiyla bu verimin %4,8’den
%25,9’a (KBB) ¢iktigin1  raporlamistir. Wiyarno ve arkadaslari, (2010)
Nannochloropsis tiirlerinden ultrases destekli lipit ekstraksiyonunda, ayni lipit verimi
icin etanol kullaniminin n-hekzana nazaran daha yiiksek sicakliga ve daha uzun
ultrases uygulama siiresine ihtiya¢ duydugunu belirtmistir. Joyce ve arkadaslari,
(2014) Dunaliella salina, Chlamydomonas concordia ve Nannochloropsis oculata
tiirli mikroalglerin hiicre duvarlarinin parcalanmasinda ve lipit ekstraksiyonunda 20
kHz (0,086 W/cm?®) ultrases kullanmistir. Ultrases uygulamasiin kalin ve direngli
hiicre duvarina sahip tiirlerde bile hiicre duvarini1 par¢alamaya muktedir oldugu ve bu
sayede lipit ekstraksiyon veriminin arttig1 belirtilmistir. Ultrases sonrasinda n-hekzan
ile lipit ekstraksiyonunun gergeklestirildigi bir baska ¢alismada ise {i¢ farkli mikroalg
tiri kullanilmistir. Mikroalg iceren solvent ortamina ultrases uygulanmasi ile
Thalassiosira fluviatilis’den %40, Thalassiosira pseudonana’dan  %39,5 ve
Chlorella minutissima tiirii mikroalglerden %15,5 (KBB) lipit ekstraksiyonunun
saglandigr raporlanmistir. Literatiirle yapilan karsilastirma sonrasinda ultrases
kullanilmasmin lipit ekstraksiyon verimini onemli oranda arttirdigi belirtilmistir
[Neto et al.,, 2013]. Ultrases destekli lipit ekstraksiyonunun homojenizasyon
yontemiyle karsilastirildigi bir calismada ise g¢esitli solvent sistemleri (etanol,
hekzan, 2:1 ve 1:2 K/M karnigimlari) kullanilarak lipit ekstraksiyonu verimi
arttirilmaya calisilmistir. En yiiksek lipit ekstraksiyonu %19 (KBB) olarak, 40 kHz,
34,7 WI/L ve 20 dk ultrases uygulanmasiyla ve 2:1 K/M karisiminin kullanilmasiyla
elde edildigi raporlanmustir. [dos Santos et al., 2015].

Hiicresel pargalanmada etkisi kanitlanan ozonlamada, son yillarda
mikroalglerden lipit ekstraksiyonuna yardimci olarak kullanilmaya baglanmis yeni
bir yontemdir. Komolafe ve arkadaslari, (2014) Ozon-flotasyon yontemini kullanarak
Desmodesmus tiirii ve karisik mikroalg kiiltiirlerinin hasatlanmasi ayni zamanda ozon
uygulamasinin  lipit ekstraksiyonuna ve yag asidi metil esteri (YAME)
kompozisyonuna olan etkisini incelenmistir. Ozon dozu 0,4-1,0 g Os/g biyokiitle
araliginda tutuldugu c¢alismada, lipit ekstraksiyon verimin Desmodesmus tiiriiniin
baskin oldugu kiiltiirde %20°den %26 (KBB) arttig1 gozlemlenirken, karigik kiiltiiriin
kullanildig1 diger reaktdrde ozon-flotasyonun, lipit ekstraksiyonunu olumsuz yonde

etkiledigi raporlanmistir. Ayrica, Ozon-flotasyon uygulanmasi ile YAME
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icerigindeki doygunluk derecisinin (doymus yag asidi igeriginin) yiikseldigi ve
bdylece iiretilen biyodizelin oksidatif stabilite degerinin artmasinin saglandigi
belirtilmistir [Komolafe et. al., 2014]. Benzer sekilde gerceklestirilen bir bagska
calismada Oscillatoria ve Cyclotella tiiri mikroalglerin baskin oldugu karisik
mikroalg kiiltlirliniin hasatlanmasinda ve lipit ekstraksiyonunda ozon-flotasyon
yontemi kullanilmistir [Velasquez-Orta et al., 2014]. En yiiksek hasatlama verimi
0,23 g Os/g kuru biyokiitle dozunda %79,6 olarak elde edilmistir. Caligmada 0,12 g
Os/g kuru biyokiitle ozon kullanilmasi ile hiicrelerden ekstrakte edilen lipit
miktariin iki kat ve YAME doniisiim veriminin ise yaklagik olarak %38 oraninda
arttig1 belirtilmistir. Ozon-flotasyonda kullanilan ozon dozunun arttirilmast ile lipidin
YAME igerigindeki doygunluk derecesinin onemli miktarda arttig1 (%]1,1) ancak
ozon dozunun arttirilmasi ile ekstrakte edilen lipit miktarinin azaldig1 raporlanmistir
[Velasquez-Orta et al., 2014].

Ozonlama, basingli ozonlama ve ultrases yontemlerinin, hiicresel pargalanma
ve lipit ekstraksiyonu tizerindeki etkilerinin karsilastirildigi bir ¢alismada, Chlorella
vulgaris kullanilmigtir [Huang et al., 2014]. Uygulanan bu pargalama yontemleri
sonrasinda sivi-sivi ekstraksiyonu ile ¢ozeltiden lipit ekstraksiyonu saglanmistir.
Klasik ozonlama (12 mg/L, 60 dk) ile hiicrelerden %5 (KBB) oraninda lipit ekstrakte
edilirken, ultrases (20 kHz, 360 W) kullanilmasi ile %21 (KBB) lipit ekstraksiyonu
saglanmistir. Hiicre c¢ozeltisinin bir kolon icinde yer aldigi basingli ozonlama
sisteminde ise 0,6 MPa basingta O3 gaz1 (2 mg/L, 37 dk) verilmesi ile en yiiksek lipit
ekstraksiyon verimi (%27 (KBN)) elde edilmistir. Calismada basingli ozonlama ve
klasik ozonlama yontemlerinin kullanilmasi ile YAME igerigindeki doymus yag
asidi miktarinin arttig1 bildirilmistir. Bu durumun ozonun YAME igerigindeki ¢ift
baglar1 kirmasindan kaynaklanabilecegi belirtilmistir. Fiziksel bir par¢alanma
saglayan ultrases kullanimiin doymus yag asitleri iizerine bir etkisinin olmadigi
raporlanmistir. Ancak, ozonlamanin hiicrelerden disar1 salinan klorofili 10 dakika
gibi kisa bir silirede hizla pargaladigini ve bu nedenle klorofil ekstraksiyonu i¢in
uygun bir yontem olmadigini raporlamigtir [Huang et al., 2014].

Lin ve Hong, (2013), Chloroccoccum aquaticum tiirii kiiglik hiicre boyutuna
(1-10 um) sahip mikroalglerin hasatlanmasinda ve lipit ekstraksiyonunda klasik kum
filtrasyonu ile ozonlamanm birlikte ve ayri ayr1 kullanimi arastirilmustir. Oncelikle

mikroalg igeren ¢ozelti kum filtresinden gecirilmis ve filtre yiizeyinde biyokiitlenin
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tutulmast (hasatlanmasi) saglanmigtir. Devaminda kum yataginin altindan 2 L/dk
debi ile %1,5 Oz iceren gaz karigimi 2 dakika siireyle verilerek hiicresel parcalanma
gergeklestirilmistir. Daha sonra kum yatagimin {lizerine metil alkol ilavesi yapilarak
lipitin alkol fazina ge¢mesi saglanmistir. Kum filtrasyonu ile %87’lik biyokiitle
tutulma verimi, %15,7 oraninda lipit ekstraksiyon verimi elde edilmistir [Lin and

Hong, 2013].

2.2.2. Biyodizel Uretimi

Biyodizel; genellikle triagilgliseritlerin ve serbest yag asitlerinin, bir katalizor
esliliginde kisa zincirli bir alkolle (metanol, etanol) transesterifikasyon reaksiyonu ile
tiretilmektedir. Transesterifikasyon reaksiyonu, birbirini takip eden geri doniisiimlii
tic adimdan  olusmaktadir.  Trigliseritlerin  digliseritlere,  digliseritlerin
monogliseritlere, monogiliseritlerin ise ester(biyodizel) ve yan iirlin olarak gliserole

dontigsmesiyle olusur (Sekil 2.1).

o 0]
] ]
CH.—O0—C—R: R,—C—OR’ CH, —OH
| (|)| Katalizor
CH —O0—C—R, + 3BROH & R,—C—OR" + CH —OH
| 0 0 |
' 1 |
CH, —0—C—R, R,—C—OR’ CH, —OH
Trigliseritler Alkol Esterler Gliserol

Sekil 2.1: Trigliseritlerin transesterifikasyonu (genel reaksiyon).

Biyodizel {iiretim siirecinin etkin bir sekilde gergeklestirilmesi icin; secilen
hammaddeye gore katalizoriin belirlenmesi ve reaksiyon sartlarinin optimize
edilmesi olduk¢a 6nemlidir. Bitkisel yaglardan biyodizel eldesinde alkali (NaOH,
KOH), asit (H2SO4, HCI) ya da enzimatik (lipaz) katalizorlerin kullanildigi ve hem

biyodizel veriminin hem de biyodizelin ester iceriginin segilen hammadde ve
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katalizore bagli olarak degisiklik gosterebildigi belirtilmektedir [Ma and Hanna,
1999].

Transesterifikasyon reaksiyonlarinda alkali katalizor kullanilmasinin 6nemli
avantajlar1 arasinda; reaksiyonlarin oda sicakliginda, kisa siirelerle saglanabilmesi (2-
60 dk) ve metanol: yag molar oraninin optimize edilmesiyle %98’in iizerinde ester
verimi eldesi yer almaktadir. Ancak reaksiyon ortaminda nem bulunmasi ve
kullanilan lipidin serbest yag iceriginin %]1’den biiyilk olmasi durumunda
transesterifikasyon reaksiyonunun tamamlanmamasi ve reaksiyonun kismi
sabunlagsma reaksiyonuna donmesi alkali katalizér kullaniminin en biiyiik
dezavantajin1 olusturmaktadir. Bu sekilde iiretilen biyodizelin ester veriminin diisiik
olmasinin yani sira gliserolden ayrilmasinda ve saflastirilmasinda biiyiik zorluklar
yasanacag@1 belirtilmektedir [Freedman et al., 1984]. Yiiksek sicaklik (100 °C ve daha
diisiik), uzun reaksiyon siireleri (3-48 saat) ve yiiksek metanol: yag molar orani
(20:1) gereksinimi gibi Onemli dezavantajlara sahip olan asit katalizorlii
transesterifikasyonun [Karmakar et al., 2010], en 6nemli avantajinin yiiksek serbest
yag asidi igeriginde dahi reaksiyonun tamamlanabilmesi, sabunlagmaya kayan
reaksiyon tirlinlerinin bile biyodizele doniistiiriilebilmesi [Van Gerpen et al., 2004]
ve reaksiyon sartlarinin iyilestirilmesi ile biyodizel {iretim veriminin %99’un {izerine
cikabilmesidir [Vicente et al., 2009]. Mikroalglerden biyodizel iiretiminde farkli
parametrelerin, tiretilen ester verimi iizerindeki etkilerinin incelendigi bir ¢caligmada,
reaksiyon ortaminda su bulunmasi durumunda bile asit katalizor kullanilmasi ile
diisiik de olsa ester verimi elde edilebildigi belirtilmistir [Wahlen et al., 2011].

Mikroalglerden biyodizel iiretiminde; hiicrelerden lipit ekstrakte edildikten
sonra transesterifikasyon reaksiyonunun gergeklestirildigi veya ayrica bir
ekstraksiyon igleminin uygulanmadan hiicrelerin direk transesterifikasyona tabi
tutuldugu iki farkli yontem uygulanmaktadir [Wahlen et al., 2011]. Direk
transesterifikasyonun en biiyiik avantajinin, lipit ekstraksiyonu i¢in gerekli solvent
ihtiyacinin  ortadan kaldirilarak biyodizel iiretim maliyetin azaltilmast ve
ekstraksiyon sirasinda meydana gelebilecek lipit kaybinin onlenerek daha yiiksek
(%99 ve daha diisiik) ester verimi saglanabilinmesidir [Vicente et al.2009].

Reaksiyon ortamindaki nemin, biyodizel iiretim verimine olan etkisinin
belirlenmesi amaciyla, kuru biyokiitlenin saf su ile tekrar siispansiye edilmesi ile

hazirlanan farkli su igeriklerine sahip mikroalg Ornekleri, asit katalizli direk
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transesterifikasyon reaksiyonuna tabi tutulmustur. Beklenildigi gibi ortamda su
bulunmasi diisiik sicakliklarda (90 °C) gerceklestirilen reaksiyonlarda biyodizel
verimini  diisiirlirken, reaksiyon sicakliginin 120 °C ¢ikarilmasiyla biyodizel
tiretiminin ortamdaki su varhi@indan etkilenmedigi, %100’{in iizerinde biyodizel
verimi ve biyodizeldeki ester igeriginin ise %87’in iistiinde oldugu raporlanmistir.
Biyodizel verimindeki bu beklenmedik sonucun ortamdaki serbest yag asidi ve
triagilgliseritlerin disindaki fosfolipit gibi diger bilesenlerinde biyodizele donlismiis
olmasi olarak aciklanmistir. Calisma, transesterifikasyon reaksiyonunun yiiksek
sicakliklarda gergeklestirilmesinin, suyun negatif etkisini ortadan kaldirdigini ve
artan reaksiyon sicakligiyla reaksiyonlarin daha hizli ve daha etkin bir sekilde
gergeklestigini belirtmektedir. [Cao et al., 2013].

Ikincil aritim evsel atiksu ortaminda iiretilen karigik mikroalg biyokiitlesinden
biyodizel tretilebilirliginin arastirildigi bir ¢alismada, asit katalizor varliginda direkt
transesterifikasyon yontemi kullanilmig ve elde edilen mikroalgal biyodizelin yag
asidi metil esteri igeriginin biyodizel standartlarina uygun ve iyi kalitede bir yakat

olabilecegi raporlanmistir [Soydemir et al., 2016].

2.3. Fermentasyon ve Biyoetanol Uretimi

Giliniimiizde yaygin biyoetanol iiretimi, kullanilan biyokiitledeki seliiloz,
hemiseliilloz ve nisastanin c¢esitli 6n islemler yardimiyla pargalanarak monomerik
sekerlere (glikoz, mannoz, galaktoz, vb.) doniistiiriilmesi ve elde edilen bu basit
sekerlerin ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan alkol fermantasyonuna ugratilmasiyla
gerceklestirilmektedir. Nerdeyse tiim karbonhidrat tiirleri, potansiyel bir biyoetanol
kaynagdir.

Geleneksel biyoetanol iiretiminde siklikla seker kamisi ve musir gibi tarla
bitkileri kullanilmaktadir [Keeney, 2009]. Fakat son yillarda gida sektoriinde, bu
bitkilerin biyoetanol iiretiminde kullanimi ile olusan rekabet ortaminin ortadan
kaldirilmas1 amaciyla lignoseliilozik biyokiitleden (bitkilerin odunsu kisimlarindan)
yakit tretimi amaclanmaktadir. Lignoseliilozik biyokiitlenin baglica kaynaklari,
tarimsal atiklar, orman budama atiklar1 veya orman {iriinleri isleme atiklaridir
(vaprak, talas, ekin sapi, misir ve seker pancarinin kullanilmayan kisimlari, vb.).

Hammaddesinin gida iriinii olmamasi nedeniyle lignoseliilozik biyokiitlenin,
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biyoetanol iiretimi i¢in uygun bir hammadde oldugu distinlilmiistiir. Ancak
lignoseliilozik biyokiitle yapisinda yer alan ligninin, biyokiitleden ayrigtirilmasi
oldukga zor ve ekonomik olmayan bir siiregtir [Dragone et al., 2010].

Bu nedenle besin degeri olmayan, hizli biliylime kabiliyetine sahip ve alan
ihtiyaci ¢ok diistik yenilenebilir bir biyokiitle kaynagi olarak mikroalgler, potansiyel
biyoyakit hammaddesi haline gelmistir [Li et al., 2008]. Seliilozik ve hemiseliilozik
hiicre duvarlar1 ve nisasta ihtiva eden hiicre i¢i organik yapilart mikroalgleri
alternatif bir biyoetanol kaynagi olarak karsimiza ¢ikarmaktadir. Kuru mikroalg
hiicresinin yaklasik %70’ [Hu et al., 1998] polisakkaritlerden meydana gelmekte
olup bu kiitlenin yaklasik %651 biyoetanole doniistiiriilebilmektedir [Yang and
Wyman, 2008].

Biyokiitleden biyoetanol iiretimi temelde iki adimda ger¢eklesmektedir: (1)
Mikroalglerin 6n aritimi ve hidrolizi, (2) Basit sekerlerin fermentasyonu ve alkol

distilasyonu.
2.3.1. Biyokiitlenin On Aritimm

Mikroalg hiicre duvar1 ve hiicre i¢i organik yapinin pargalanmasi yoluyla
hiicredeki tiim selilloz ve hemiseliillozun hiicre disina salinmasi daha sonra
gerceklestirilecek olan fermantasyon etkinli§i agisindan son derece Onemlidir.
Mikroalg biinyesinde bulunan polisakkaritlerin, maya hiicreleri tarafindan besin
olarak biyoetanol fermantasyonunda kullanilmasi bu polisakkaritlerin glikoz gibi
basit sekerlere parcalanmasi ile miimkiin olmaktadir. On aritim yontemleri ile
hemiseliillozun hidrolize edilmesi, seliilozun kristalliginin azaltilmast ve yiizey
alanmin genisletilmesi hedeflenmektedir [Karagéz, 2013]. Literatiirde, hiicresel
polisakkaritlerden glikoz eldesinde, standartlagmis bir yontem olmamasi nedeniyle
pek ¢ok aragtirmaci tarafindan farkli 6n aritim metotlarimin uygulandigr cesitli
caligmalar yer almaktadir. Bu 6n aritim metotlar1 fiziksel (cam bilye, ultrases vb.),
kimyasal (alkali, asidik), termal (yiliksek sicaklik) ve biyolojik (enzimatik) olarak

siiflandirilmaktadir.
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2.3.1.1. Fiziksel Yontemler

Kurutulan ve ogiitlilerek toz haline getirilen biyokiitlenin termal, ultrases
dalgalar1 ya da mikrodalga uygulamalar1 ile parcalanmasini hedefleyen ve higbir
kimyasal ilave gerektirmeyen avantajli bir yontem olarak goriilmektedir [Kim et al.,

2012; Zhao et al., 2013].

2.3.1.1.1. Hidrotermal On Aritim

Mikroalglerden hidrotermal 6n aritim ile biyoetanol iiretiminin amaclandig1 bir
calismada Schizocytrium tiirii mikroalg kullanilmistir. Agirlik¢a %5-25 biyokiitle
iceren mikroalg ¢ozeltisi 60-180 °C sicaklik ve 30-60 dakika siirelerde termal aritima
tabi tutulmugtur. Glikoza doniisiim veriminin en yiiksek oldugu (agirlik bazinda %
16,6) sartlar, % 25 biyokiitle iceren mikroalg ¢ozeltisi i¢in 115 °C sicaklik ve 46,7
dakikalik reaksiyon siiresinde elde edilmistir. On aritim sonrasinda biyokiitle {izerine
enzim (a-amilaz) ve mikroorganizma (E. coli) eklenerek es zamanli sakkarifikasyon
ve fermantasyon reaksiyonu gergeklestirilmistir. Reaksiyon sonucunda 25,7 g
glikoz/L’den 11,8 g etanol/L iiretildigi rapor edilmistir [Kim et al., 2012].

Trzcinski ve arkadaslari, (2012) farkli biiyiime seviyelerindeki Diatomlardan
karbonhidrat ekstraksiyonu ve karbonhidratin hiicresel enzimlerle (in situ) glikoza
dontistiiriilmesini arastirmistir. Hiicresel karbonhidratin glikoza doniistiiriilmesinde
cesitli Oon aritim (asit hidroliz, Fransiz presi, bilye Ogiitlicii, otoklav, sonikasyon,
mikrodalga, mantarsal ve bakteriyel hidroliz ve enzimatik hidroliz) yontemlerinin
kullanildig1 ¢alismada glikoza doniisiimiin sadece sicaklik (30-100 °C) kullanilarak
da saglanabildigi raporlanmistir. Su banyosu kullanilarak gerceklestirilen bu
calismalarda hem hiicresel karbonhidratin ekstraksiyonu hem de bu karbonhidratlarin
yine hiicrelerden salinan enzimler ile glikoza doniistiiriilmesi amaglanmistir.
Calismada farkli biiyiime evrelerinde iiretilen karbonhidrat miktarinin degistigi ve en
yiiksek karbonhidrat birikiminin, hasatlamadan hemen 6ncesinde %20 (KBB) oldugu
ve %75 glikoza doniisiim verimi saglandigi raporlanmistir. Ekstraksiyon ve glikoza
doniisiim icin 55°C ve 20 saat reaksiyon siiresinin yeterli oldugu daha yiiksek

sicakliklarda ise hiicrelerden salinan enzimlerin aktivitelerini kaybettigi ve daha
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diisiik sicakliklarda ise ortamda bulunan bazi istilact tiirlerin glikozu tiikettigi
raporlanmustir [Trzcinski et al., 2012].

Miao ve arkadaslari, (2012) Chlorella sorokiniana tiirii mikroalglerden
polisakkarit ve lipit eldesinde direk ve ardisik hidrotermal sivilastirma yontemlerini
karsilastirmiglardir. Maksimum polisakkarit ekstraksiyon verimi %32 olarak ardisik
hidrotermal sivilagtirma yonteminin 1:9 biyokiitle: su igerigine sahip ¢ozeltinin 160
°C’de 20 dakika isleme tabii tutulmasi ile elde edilmistir. Ardisik hidrotermal
stvilagtirma yonteminin direk hidrotermal sivilagtirmaya nazaran %15 daha
ekonomik oldugu raporlanmistir. Yine enerji geri kazanimi agisindan da ardisik
hidrotermal sivilagtirma yontemin %4 daha verimli oldugu belirtilmistir [Miao et al.,
2012].

2.3.1.1.2. Ultrases ile On Aritim

Kavitasyon milisaniye gibi ¢ok sinirli siirelerde mikro kabarciklarin olusmasi,
bliylimesi ve pargalanmasiyla, biiylikk miktarda enerji agiga ¢ikmasi olarak
tamimlanmistir [Gogate and Pandit, 2004]. Yeterince biiyiik siddetli ultrases
dalgalarinin ¢ozeltide mikro kabarciklar yarattigi ve boylelikle sivi icinde bulunan
kat1 cisimlerin ve bakterilerin pargalanabildigi raporlanmistir [Giinaydin, 2010].
Ultrasesin bu parcalayict etkisinin, mikroalglerin hiicre duvar1 ve hiicre ici
polisakkaritlerin parcalanarak biyoetanol iiretimi i¢in On aritim yontemi olarak
kullanilmasina olanak saglayacag diisiiniilmektedir.

Woods ve arkadaslari, (2011) Cladophora tiirii yesil alg tiirtinden protein ve
karbonhidrat ekstraksiyonunu i¢in ultrases ve ultrases ile birlikte hiicre asindirici
madde kullanimimin ekstraksiyon verimi iizerindeki {izerinde ki ortak etkisi
arastirtlmistir.  Asindirict madde olarak 0,1 mm silika ve 1 mm nehir kumu
kullanilmistir. Calismada ultrases ile birlikte asindiricti madde kullaniminin
ekstraksiyon icin daha etkin oldugu gosterilmistir. Ultrases ile birlikte nehir kumunu
kullanilmas: ile karbonhidrat salinimin 1,6 kat arttigi raporlanmistir [Woods et al.,
2011].

Mikroalglerden elde edilecek karbonhidratin etanol fermantasyonu igin
kullanilmasimin amaglandigi bir calismada hiicresel karbonhidratin parcalanip

glikoza dontstiiriilmesinde ultrases destekli ekstraksiyon, solvent ekstraksiyonu ve
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akigkan yatak ekstraksiyonu metotlarinin karsilagtirilmast yapilmistir. Degisen
ekstraksiyon kosullarmin karsilagtirildigi calismada, en yiiksek ekstraksiyon verimi
hiicre konsantrasyonu 0,3 g/L olan mikroalg ¢6zeltisine yaklasik 0,6 kWh/L giigte
ultrases enerjisi uygulanmasiyla elde edilmistir. Calismada glikoza doniisiim
veriminin %36,9 g glikoz/g biyokiitle olarak bulundugu raporlanmistir [Zhao et al.,
2013].

2.3.1.2. Kimyasal Yontemler

Mikroalg ¢ozeltisinin bir kimyasal (asit ya da alkali) ile yiiksek sicaklik ya da
basing altinda muamele edilmesine dayanmaktadir. Boylece hiicresel seliilloz ve
hemiseliilozun parcalanmasi saglanmaktadir. Literatiirde mikroalglerden biyoyakit
eldesinde, kimyasal 6n aritim yontemlerinin kullanildigi ¢esitli calismalar mevcuttur.
Bu calismalar1 asit ya da alkali 6n aritim ¢alismalar1 olarak smiflandirmak

mumkindiir.

2.3.1.2.1. Asit ile On aritim

Asit ile On artim islemi, hiicrede yer alan selilloz ve hemiselillozun
parcalanmasi ve hiicre digina salinmasinda, derisik ya da seyreltik (siilfiirik, perklorik
veya hidroklorik) asit c¢ozeltileri kullanilmasiyla gerceklestirilir. Literatiirde
lignoseliilozik biyokiitlenin asit ile 6n aritimda, yiiksek sicaklik-seyreltik asit ve
diisiik sicaklik-derisik asit kullanimi olmak iizere iki farkli yontem uygulandig:
goriilmektedir [Saha et al., 2005; Hayashida, 1974, Janssens et al., 1983].
Mikroalglerin asit ile 6n aritiminda ise derigik asit kullanimindan ziyade yiiksek
sicakliklarda seyreltik asidin kullanildigi ¢aligmalar mevcuttur. Mikroalglerin asitle
on aritimindan sonra elde edilen biyoetanol veriminin 6n aritim sicakligi ile
dogrudan bagintili oldugu bildirilmis [Grohmann, 1986; Harun et al., 2011], 140 °C
altinda yeterli diizeyde par¢alanmanin saglanamadigi ve 180 °C iizerinde ise
fermente edilebilen sekerlenin pargalandigi raporlanmistir. En uygun sicakligi 140-
160 °C oldugu belirtilmistir. Ayrica seyreltik asit kullaniminin, derisik asit
kullanimina nazaran daha kisa siirede reaksiyonun tamamlanmasini sagladig

belirtilmistir. Asit konsantrasyonunun ve reaksiyon siiresinin arttiritlmasi ile fermente
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edilebilen sekerlerin pargalanabildigi raporlanmistir [Broder et al., 1995; Saha et al.,
2005; Harun et al., 2011]. Bununla birlikte derigik asit kullanilarak gergeklestirilen
On aritim sonrasi protein, lipit gibi hiicre i¢i organik maddelerin de biyoetanole
doniisebilecegi bildirilmistir [Hayashida, 1974; Janssens et al., 1983; Harun et al.,
2011].

Nguyen ve arkadaslari, (2009) Chlamydomonas reinhardtii UTEX 90
isolatindan elde edilen karbonhidratin biyoetanole doéniistiiriilmesinde asit 6n aritim
yontemini degisen reaksiyon kosullarinda incelemislerdir. Biyokiitle igerigi % 5 olan
mikroalg ¢ozeltisi lizerine final konsantrasyonu % 1-5 (h/h) olacak sekilde siilfiirik
asit ilave edilmis, 100-120 °C’de 15-120 dk siireyle hidroliz reaksiyonu takip
edilmistir. Sonug olarak biyokiitleden glikoza doniisiim oran1 % 58 (agirlik bazinda)
olarak, 110 °C’de 30 dakikalik reaksiyon siiresinde % 3 siilfiirik asit ile 6n aritim
sonrasinda elde edilmistir. Asit ile 6n aritim sonrasinda Saccharomyces cerevisiae
S288C mayast kullanilarak 30 °C’de 24 saat fermantasyona tabi tutulan biyokiitleden
% 29,2 (agirlik bazinda) biyoetanol elde edildigi raporlanmistir. Biyokiitlenin asit ile
On arntim sonrasinda fermantasyona tabi tutulmasinin, diisiik kimyasal maliyeti,
diisiik bekleme siiresi ve uygulama kolaylig1 agisindan biiyiik sisteme gegisinin kolay
olacag belirtilmistir [Nguyen et al., 2009].

Guo ve arkadaslari, (2013), Biyoetanol iiretimi amaciyla 18 farkli mikroalg
tiiriindeki karbonhidrat birikimi {i¢ fakli kiiltiir (durgun, karistirmali, havalandirmali)
kosulunda incelenmistir. En yliksek karbonhidrat sentezinin (0,11 g/L-giin) kiiltiir
ortamimin havalandirilmasi ile saglandigi belirtilmistir. Biyokiitlenin 6n aritiminin
asitle saglandigi bu calismada pH ayarlamasi yapildiktan sonra ¢ozelti iizerine
seliilaz, a-amilaz ve glikoamilaz enzimleri eklenmis ve enzimatik hidrolizin
tamamlanmas1 saglanmistir. En yiiksek etanol doniislim verimi asit on aritimi
sonrasi seliilaz enzimin eklenmesi ile %10,3 g etanol/g biyokiitle olarak Scenedesmus

abundans PKUAC 12 tiiriinde elde edildigi raporlanmustir.

2.3.1.2.2. Alkali ile On Aritim

Lignoseliilozik biyokiitlenin 6n aritiminda alkali kullanimi olduk¢a yaygin bir
uygulamadir. Bunun i¢in sodyum, potasyum, kalsiyum ve amonyum hidroksit gibi

alkali bilesikler kullanilmaktadir. Alkali 6n aritim mekanizmasinin hemiseliiloz-
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lignin arasindaki capraz ester baglarimin sabunlagsmasi olduguna inanilmaktadir.
Alkali 6n aritimin en biiyiik etkisinin lignoseliillozik biyokiitledeki ligninin
biyokiitleden ayristirilmasi ve geride kalan polisakkaritlerin parcalanabilirliginin
kolaylagsmasi oldugu belirtilmektedir [Li et al., 2014]. Mikroalg biinyesinde lignin
bulunmamasi ve hiicrenin rijit yapisi nedeniyle alkali 6n artim mikrolaglerin 6n
aritimi i¢in tercih edilmemektedir. Ancak, bununla birlikte alkali 6n aritimin diisiik
sicaklik ve basing gereksinimi, fermantasyon esnasindaki inhibisyon derecesini
diistirmesi ve diger 6n aritim yontemlerine nazaran daha diisiik maliyete sahip olmasi
nedeniyle mikroalglerin hidrolizi i¢in uygun bir yontem oldugu belirtilmistir [Rabelo
et al., 2009; Harun et al., 2011]. Chlorococcum infusionum tiiri mikroalglerden
biyoetanol iiretiminin amaglandig: bir ¢alismada, alkali 6n aritim yontemi (%0,5-2
(a/h) NaOH ¢ozeltisi) kullanilarak, mikroalg hiicre duvarindaki polisakkaritlerin
parcalanmast ve bu polisakkaritlerin glikoza doniistiiriilmesi hedeflenmistir.
Mikroalg hiicrelerinin yaklasik olarak %44 oraninda polisakkarit ihtiva ettigi ve bu
miktarin = %32,5’nin  karbonhidrat, %11,3’niin nisasta yapisinda yer aldig1
belirtilmistir. Mikroalg ¢ozeltisi (5g alg/100 mL saf su) lizerine NaOH ¢dzeltisinin
%0,75 (a/h) oraninda eklenmesi ve 120 °C ’de 30dk, 500 rpm de karistirilmasi ile en
yiiksek glikoza doniistim verimi (%35 (KBB)) elde edilmistir. Calismada biyoetanol
fermantasyonu sonucunda biyokiitleden %26,1 biyoetanol elde edildigi
raporlanmustir [Harun et al., 2011].

Alkali 6n aritim yonteminin uygulandigi bir bagka calisma ise Spirogyra tiiri
mikroalglerin hiicre duvarinda yer alan nisasta ve selillozun parcalanmasi {izerine
gerceklestirilmistir. Bu amagla kuru biyokiitle iizerine %1°lik NaOH c¢ozeltisi ilave
edilerek 2 saat boyunca hiicrelerin parcalanmasi saglanmistir. Kimyasal aritimdan
gecen hiicreler lizerine dogal olarak seliilaz ve amilaz enzimleri igeren bir mantar
tirii olan Aspergillus niger eklenmis ve sakkarifikasyonun ger¢eklesmesi igin kiiltiir
6 gin, 30 °C’de inkiibe edilmistir. Boylelikle hiicrelerden salinan nisasta ve
seliilozun basit sekerlere doniistiiriilmesi saglanmistir. Daha sonra aseptik kosullar
olusturularak Aspergillus niger ortamdan uzaklastirilmistir. Enzimatik hidroliz
sonucunda olusan bu basit sekerlerin biyoetanole doniistiiriilmesinde %10’luk
Saccharomyces cerevisiae ¢ozeltisi kullanilmistir. Spirogyra hiicre duvarmin hassas
olmasi nedeniyle 6n aritim yapildiginda bir kisim karbonhidratin pargalandigi ve

biyoetanol iiretiminin diistiigii, bu nedenle 6n aritim yapilmasinin tavsiye edilmedigi
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belirtilmistir. Bu ¢aligmada 6n aritim sonrasi en yiiksek biyoetanol doniisiimiiniin %8

g etanol/g hiicre oldugu raporlanmistir [Eshaq et al., 2010].

2.3.1.2.3. Karbondioksit Patlamasi

Karbondioksit patlamasi buhar ve amonyak patlamasiyla ayni prensibe
dayanmaktadir ve CO2’in yiiksek sicaklik ve basing altinda karbonik aside
doniistiiriilmesi ve olusan karbonik asidin biyokiitlenin hidrolizinde kullanilmasiyla
saglanmaktadir. On aritim olarak bu metodun, buhar ve amonyak patlamasi
metotlarina kiyasla daha diisiik verime sahip olmasina ragmen amonyak patlamasina
gore daha ekonomik ve buhar patlamasinin tersine hi¢ inhibitér {irlin meydana
getirmedigi tespit edilmistir [Sun and Cheng, 2002]. Bu metodun mikroalg
biyokiitlesi {izerinde kullanilmasinin getirecegi olast avantaj, mikroalglerin
fotosentez i¢in ihtiyag duydugu karbondioksiti proses sonucunda ortamda kalan
karbondioksit ile karsilayarak ¢evreye olan olasi zarar1 bertaraf edilebilmesidir.

Harun ve arkadaslari, (2010) Chlorococum tiirii mikroalglerin biyoetanol
fermantasyonu icin siiper kritik karbondiaoksit metodunun uygunlugu degisen
fermantasyon kosullarinda arastirllmistir. Calisma hiicrelerden lipit ekstraksiyonu
yapilmadan ve yapildiktan sonra olmak {izere iki farkli sekilde yiiriitiilmiistiir.
Mikroalg hiicrelerinin pargalanmasi 60 °C sicaklikta 400 mL/dk karbondioksit
gecirilmesi ile saglanmis ve sonrasinda lipit ekstraksiyonu yapilmistir. Lipit
ekstraksiyonu yapilmayan biyokiitle 60 °C’de kurutulmus ve toz haline getirilmistir.
Her iki sekilde elde edilen biyokiitle, 10 ve 30 g/L olmak iizere iki farkli baslangi¢
konsantrasyonunda biyoetanol fermantasyonuna tabi tutulmustur. En yiiksek
biyoetanol verimi 30 °C ve 10 g/L baslangi¢ hiicre konsantrasyonunda %38,3
biyoetanol/biyokiitle olarak elde edilmistir. Baslangi¢ biyokiitle konsantrasyonunun
30 g/L’ye ¢ikarilmasiyla, maya hiicrelerince iiretilen biyoetanoliin, yine bu hiicreler
tizerinde toksik etkiye neden oldugu (iiriin inhibisyonu) bu nedenle de biyoetanol
tiretim veriminin diistigii raporlanmistir. En uygun fermantasyon sicakliginin 30 °C
oldugu, bu sicakligin lizerindeki kosullarin maya hiicrelerinin 6lmesine ve biyoetanol
verimin diigmesine neden oldugu belirtilmistir. Ayrica fermantasyonda kullanilan
mayanin yetistirildigi ortamin (Luria ve Terrific Broth) biyoetanol iiretimi tizerindeki

etkisinin 6nemli oldugu, Saccharomyces bayanus mayasinin fosforca zengin (Terrific
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Broth) besi ortaminda yetistirilmesi ile daha yiiksek biyoetanol doniisiimii sagladigi
raporlanmistir [Harun et al., 2010].

2.3.1.2.4. Ozon ile On aritim

Ozon; lignin ve hemiseliiloz yapisindaki ¢ift baglar1 kirarak, lignoseliilozik
biyokiitlenin diisiik molekiil agirligma sahip ve ¢6ziinebilir forma doniismesini
saglar. Biyokiitle yapisinin bu sekilde agilmasiyla enzimatik hidrolizin etkinligi artar
ve daha yiiksek seker geri kazanimi elde edilir. Biyokiitlenin ozonlanmasinda oda
sicakliglr ve atmosfer basincinin yeterli olmasi ve ozonlama sonrasi kalinti ya da
fermentasyonu inhibe edici hi¢bir toksik madde olugmamasi bu yontemi avantajh
kilmaktadir. [Bensah and Mensah, 2013; Karunanithy et al., 2014].

Literatiirde lignoseliilozik biyokiitlenin 6n aritiminda ozon kullanimina dair
cesitli arastirmalar bulunmaktadir [Silverstein et al., 2007; Garcia-Cubero et al.,
2009]. Bu calismalardan birinde seker kamusi kiispesinden biyoetanol eldesinde
biyokiitlenin 6n aritimint ozon kullanarak gerceklestirmislerdir. Ozonlamanin
enzimatik hidroliz sirasinda fermente edilebilir karbonhidrat miktarin1 6nemli oranda
arttirdi@1 goriilmistiir. Caligmada 0,09-0,32 g Os/g biyokiitle ozon dozlar1 ve enzim
NS NS50013 (selilaz) ve NS NS50010 (B-glukosidaz) enzim kompleksleri
kullanilmistir. En yiiksek seker doniisiim verimi 0,21 g Os/g biyokiitle ozon dozunda
elde edilmistir. Kontrol numunesine oranla glikoz doniisiim veriminin %6,6’dan %
41,8e, ksiloz doniisiim veriminin ise %2,1’den %52,4’e ¢iktig1 goriilmiistiir. Ayrica
ozonlama  sonrast  ¢Ozeltide  fermentasyonu  inhibe edici  (furfural,
hidroksimetilfurfural, vb.) hi¢cbir toksik madde olusumu goriilmemistir. Bu ¢alisma
lignoseliilozik biyokiitleden biyoetanol eldesinde ozon kullaniminin, etkin ve gelecek
vaadeden bir yontem oldugu gostermektedir [Travaini et al., 2013]. Ancak literatiirde

mikroalglerin 6n arittiminda ozon kullanimina dair bir ¢aligma bulunmamaktadir.
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2.3.1.3.Biyokimyasal Yontemler

Biyokimyasal 6n aritim yontemi; Dogal yapisinda g¢esitli enzimler (seliilaz,
amilaz, lakkaz v.b) ihtiva eden mikroorganizmalardan (kahverengi, beyaz yumusak
cuiriik¢iil mantarlar ve bakteriler) izole edilen enzimlerin, yogunlastirilarak biyokiitle

aritiminda kullanilmasiyla gergeklestirilir.

2.3.1.3.1. Enzimatik sakkarifikasyon

Biyokiitlenin c¢esitli 6n aritim yontemlerinden gegirilerek pargalanmasinin
ardindan ortama salinan polisakkaritlerin, spesifik enzimler kullanilarak basit
sekerlere doniistiiriilmesidir. Bu dogrultuda, genel adiyla seliilaz ve hemiseliilaz
enzimleri kullanilmaktadir. Enzimatik sakkarifikasyon, temiz ve substrata Ozgii
olmasi nedeniyle kimyasal yontemlere nazaran daha verimli bir proses olarak
goriilmektedir [Karagdz, 2013]. Literatiirde lignoseliilozik biyokiitlenin enzimatik
hidroliz ile sakkarifikasyon ve fermantasyonunun gerceklestirildigi ¢esitli calismalar
bulunmaktadir [Karagdz, 2013]. Ancak mikroalg {lizerinde ¢ok fazla calisma
bulunmamaktadir. Mikroalglerden biyoetanol eldesinde enzimatik hidroliz
metodunun uygulandig1 bir ¢alismada, mikroalg hiicre duvarinin pargalanmasina
gerek duyulmadan, hiicre i¢i nisastanin tamaminin glikoza doniistliriilmesinde a-
amilaz ve amiloglukosidaz enzimleri kullanilmigtir. Chlamydomonas reinhardtii
UTEX 90 tiirii mikroalglerin kullanildigi bu ¢alismada hiicrelerin karbonhidrat
iceriginin  %59,7 oldugu raporlanmistir. Enzim konsantrasyonu, pH, sicaklik,
reaksiyon siiresi gibi parametrelerin degisen kombinasyonlar1 hem sivilagtirma hem
sakkarifikasyon reaksiyonlari i¢in uygulanmistir. Mikroalg ¢6zeltisi %5 kat1 igerecek
sekilde su ile hazirlanmis ve sivilastirma reaksiyonu ig¢in ¢ozeltiye %0,0001-0,02
oraninda a-amilaz ilave edilerek hidroliz reaksiyonun gerceklesmesi saglanmistir. En
yiiksek verim %0,005 enzim konsantrasyonunda, 90 °C de 30 dk sonunda 25,21 ¢
dextrin/L olarak elde edilmistir. Hiicrelerin hidrolizi sonrasinda 0,001-0,3% (h/a)
amiloglukosidaz eklenerek sakkarifikasyonun tamamlanmasi gergeklestirilmistir.
Sakkarifikasyon reaksiyonu igin en yiiksek verim %0,2 enzim konsantrasyonunda, 55

°C’de, pH 4,5te ve 30 dk sonunda 11,7 g etanol/L olarak elde edilmistir. Uygulanan
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bu islemler sonrasinda mikroalg biyokiitlesinin %29,2 biyoetanole doniistiigii

raporlanmistir [Choi et al., 2010].
2.3.2. Biyoetanol Uretimi

Biyoetanol {iretimi en genel tabiriyle c¢esitli 6n islemler sonucu
monosakkaritlerine (glikoz, ksiloz v.b) kadar pargalanan biyokiitlenin oksijensiz
solunun prosesi sonucunda etanole doniistiiriilmesidir. Sekil 2.2’de sematik olarak

biyoetanol tiretimini gosterilmektedir [Web 1, 2015].
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Sekil 2.2: Fermentasyonla etanol iiretim stireci.

Biyoetanol fermantasyonunda genellikle maya (Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces bayanus, Pichia stipitis) ya da bakteri (Zymomonas mobilis,
Escherichia coli) hiicreleri kullanilmaktadir. Kullanilan mikroorganizma tiiriine baglh
olarak fermantasyon prosesinin sicakligi (35-40 °C) ve siiresi (2-24 saat) degisim
gosterebilmektedir. Fermantasyon prosesinin tamamlanmasi, istenilen diizeyde
biyoetanol doniisiimii ve mikroorganizmanin reaksiyon sirasinda inhibe olmamasi
icin, kullanilacak mikroorganizma tiirliniin, biyokiitle yapisindaki seliiloz,
hemiseliiloz, lignin vb. icerigine uygun olacak sekilde se¢ilmesi gerekmektedir.

Maya hiicrelerinin mikroalglerden elde edilen basit sekerleri hizla tiiketip
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biyoetanole doniistiirdiikleri ancak ortamda basit sekerlerin kalmamasit durumunda
maya hiicrelerinin karbon kaynagi olarak biyoetanolii tiikketmeye bagladiklari
goriilmiistiir. Bu nedenle fermantasyon siiresine 6nemle dikkat edilmesi gerektigi
belirtilmistir. [Wasungu, 1982; Harun et al.,, 2011]. Ayrica biyokiitle
konsantrasyonun arttirllmasi ile maya hiicrelerinin metabolizmalarinin agir1
yiiklendigi ve olusan etanolun maya hiicreleri iizerinde toksik etkiye (iirlin
inhibisyonu) neden oldugu bildirilmistir [Harun et al.,, 2010]. Bu nedenle
fermantasyonda kullanilacak maya/biyokiitle oran1 ve fermantasyon siiresi oldukga

Onemlidir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Mikroalglerin Uretimi

Cesitli dogal su ortamlarindan toplanan ve mikroalg igeren su Ornekleri

laboratuarda 20 L’lik havuzda, siirekli aydinlatma altinda ve 20 + 2 °C sabit

sicaklikta pH 7-7,5 araliginda BG11 besi ortamina alinmis ve aklimasyonlarinin

saglanmas1 amaciyla on bes giin siireyle beklenmistir. Havuzdaki karisim havuz

tabanina yerlestirilen difiizorlerden hava verilerek saglanmistir. Bu karisim sayesinde

mikroalglerin kendiliginden ¢okelmeleri engellenmis ve havuz i¢indeki karigimin

nisbeten esit diizeyde 151k almasi saglanmistir. BG11 besi ortaminin hazirlanmasinda

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

Hazirlanan her 1 L BGI11 besi ortami c¢ozeltisine 1 mL iz element c¢ozeltisi

eklenmektedir.

Tablo 3.1: BG11 sentetik kultiir ortaminin igerigi.

Besin_ _ Kimyasal Konsantrasyon
kategorisi (mg/L)
Sodyum nitrat (NaNO3) 1500
Dipotasyum fosfat (K:HPO4-3H20) 40
Magnezyum siilfat (MgSQO4-7H-0) 75
Temel besin | Kalsiyum kloriir (CaClz-2H20) 36
maddeleri | Sitrik asit (CsHsO7) 6
Demir amonyum sitrat ((NHs)sFe(CsH07)2) 6
Disodyum EDTA (Na;EDTA) 1
Sodyum karbonat (NaCQ3) 20
Borik asit (H3BOs) 2,86
Manezyum kloriir (MnClz-4H,0) 1,81
iz element | Cinko siilfat (ZnSO4-7H,0) 0,222
¢ozeltisi | Sodyum molibdat (NazMoO4-2H20) 0,390
Bakir siilfat (CuSOa4-5H20) 0,079
Kobalt (I1) nitrat (Co(NO3)2-6H20) 0,0494
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Aklimasyon siiresince biyokiitlenin ¢ogalmasi optik yogunluk ve askida kati
madde analizi yapilarak kontrol edilmistir. Havuzlarin aydilantilmasi i¢in giin 15181
spektrumuna sahip olan flouresan lambalar (85 W Philips Master TL-D-90 Graphica
ve 18 W Osram Lumiux de Luxe) kullanilarak havuz ylizeyinde 150 pmol
foton/m?sn  fotosentetik aktif radyasyon (FAR) yogunlugu saglanmistir.
Havuzlardaki 151k yogunlugunun oOlgiimiinde FAR metre (Licor, LI193-SA)
kullanilmistir. Mikroalgal hiicre konsantrasyonu, OYegs Olciimii ve AKM-OYeg4

kalibrasyon egrisinden (EK B, Sekil B1.1) elde edilen

Cb = 526,3 X 0Y684 (31)

bir esitlik yardimiyla tespit edilmistir. Burada C;, biyokiitle konsantrasyonunu (mg/L)
ve 0Ygg, 684 nm’deki optik yogunlugu géstermektedir.

Tez caligmasinin biiyiik bir boliimiinde BGI11 sentetik besi ortaminda
yetistirilen karigik mikroalg kiiltiiri kullanilmistir. Bu karigik kiiltiirii olusturan
mikroalg tiirlerinin belirlenmesi Carl Zeiss Marka, Dijital kamera atagmanli, Axio
Scope Trinokiiler Faz-Kontrast Mikroskop kullanilarak yapilmistir.

BGI11 besi ortaminda yetistirilen mikroalg kiiltiiriin yan1 sira, biyolojik olarak
aritilmis evsel atiksuda yetistirilen karigik mikroalg kiiltiirii kullanilarak kargilastirma
deneyleri yliriitiilmiistiir (Boliim 3.3.2 ve Boliim 3.3.3). Atiksuda mikroalg iiretimi
icin, BGI1 sentetik besi ortaminda 500 mg/L biyokiitle konsantrasyonuna
erisildikten sonra havuzdan 500 mL alinarak, biyolojik aritilmig 20 L’lik
havuzlardaki evsel atiksu igerisine ekim yapilmistir. Mikroalglerin atiksuda
yetistirilme kosullari, sentetik besi ortamindaki kosullarla ayni tutulmustur. Havuz
hacminin sabit tutulmasi ve ayni zamanda mikroalgler icin gerekli besinin
saglanmasi amaciyla buharlasan su yerine her giin 500 ile 1000 mL aras1 atiksu
ilavesi yapilmistir.  Calismada kullanilan evsel atiksu Istanbul’un Cekmekdy
ilcesinde bulunan ve Istanbul Su ve Kanalizasyon Isletmesi (ISKI) tarafindan
isletilen Omerli Biyolojik Evsel Atik Su Aritma Tesisi ¢ikis suyudur. Atik suyun
genel karakteri Tablo 3.2°de verilmektedir. Atiksuda iiretilen mikroalgal hiicre
konsantrasyonu, AKM-OYegs kalibrasyon egrisinden (Ek B, Sekil B1.2) elde edilen

bir esitlik yardimiyla hesaplanmuistir.
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Tablo 3.2: Atiksuya ait parametreler ve degerleri.

Parametre Birim Deger
pH 7,4
Coziinmiis oksijen (CO) mg/L 8,4
Alkalinite mg/L 110
Kimyasal oksijen ihtiyac1 (KOI) mg/L 34
Biyolojik oksijen ihtiyaci (BOls) mg/L 6
Amonyak azotu (NHz- N) mg/L 0,24
Nitrat azotu (NOz™-N) mg/L 15,6
Fosfat fosforu (PO4%-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 Hasatlanmasi

Mikroalglerin bulunduklar1 su ortamindan ayristirilmasinda ozonlama ve
ultrases uygulamalar1 kullanilmistir. Bu yontemler ilerleyen boéliimlerde sirasiyla

anlatilmaktadir.
3.2.1. Mikroalglerin Hasatlanmasinda Ozon Kullanimi

Ozon kullanilarak mikroalglerin hasatlanmasi ve hiicre i¢i degerli organiklerin
slizlintiiye taginarak ¢ozeltiden ekstraksiyonunun saglanmasi amaciyla bir dizi deney
yiritilmistir. Bu deneyler boyunca, uygulanan c¢esitli ozon dozlarinin hiicre
membran yapisinda meydana getirdigi parcalanma ve pargalanan hiicrelerden
stiziintliye (hticrelerden arindirilmis ¢ozeltiye) tasinan hiicre i¢i organik madde
(karbonhidrat, protein, lipit) miktarindaki degisim izlenmistir. Ayrica, ozonlama ile
stabilitesi bozulan ya da parcalanan hiicrelerin kendiliginden ¢dkme egilimindeki

degisim zamana bagl olarak takip edilmistir.
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3.2.1.1. Ozon Uretimi ve Ozon Reaktorii

Ozonlama caligsmalar1 boyunca, ozon iiretiminde yliksek ve diisiik ozon iiretim
kapasitelerine sahip, iki ayri ozon jeneratorii kullanilmistir. Yiiksek ozon iiretim
kapasitesine sahip olan ozon jeneratoriinde (Kauffmann, OZ10-LSC) ozon iiretimi
basingli hava (2 bar) kullanilarak saglanmaktadir. Jenerator, 6ncelikle nem tutucudan
ve basing regiilatoriinden gecerek gelen basingli havadan oksijeni ayirmakta daha
sonra da ayirdig1 oksijeni ozona doniistiirmektedir. Jeneratoriin gaz tliretim debisi 0,5-
5 L/dk araliginda olup cihaza monte edilmis bir debimetre yardimiyla
ayarlanabilmektedir. Boliim 3.5.3.’te anlatildig1 sekilde ozon dozu 6lgiim metodu
kullanilarak jeneratoriin birim ozon {retim kapasitesi 40 mg Os/dk olarak
hesaplanmistir. Digerine gore daha diisiik ozon liretim kapasitesine sahip olan ozon
jeneratorii (BNP, YX-1000) ile yapilan ozon iiretiminde atmosferik hava basincina
sahip olan ortam havas1 kullanilmistir. Sisteme gelen hava, nem tutucu filtreden
gecirildikten sonra jeneratore iletilmektedir. Jeneratdre gelen havadan oksijen
ayrildiktan sonra oksijeninin ozona doniistiiriilmesi saglanmaktadir. Jenerator, 1,4
L/dk debiye ve 1,3 mg Os/dk birim ozon iiretim kapasitesine sahiptir. Ozon
jeneratorlerinin kapasitesi belirlenirken yar1 kesikli ozon 6l¢iim metodu olan KI
metodu (Standard Methotds 2350-E) ve Potasyum indigotrisiilfonat boyasinin
kullanildig1 kolorimetrik analiz (Standard Methotds 4500 Os3-B) yontemlerinden
yararlanilmistir. Bu yontemlerle ilgili detayl bilgi ve aralarindaki korelasyon grafigi
Ekler boliimiinde verilmistir.

Ozonlama  deneylerinin  gergeklestirildigi ~ diizenek  Sekil  3.1°de
gosterilmektedir. Ozon ile mikroalg hiicrelerini igeren ¢ozelti arasinda temas siiresini
yeterli diizeyde saglamak amaciyla, reaktér boyu miimkiin oldugunca uzun
tasarlanmis olup, 50 cm yiikseklige, 6 cm capa ve yaklasik 1400 cm® hacme sahip,
cam malzemeden {iretilmistir. Reaktor, iist kismindaki silifli kapak kismindan
doldurulmaktadir. Ozon gazi, iiretilen ozon kabarciklarinin reaktor igine tamamen
dagiliminmi saglayan ve ozona dayanikli, cam, poroz bir tas i¢inden gegirilerek reaktor
tabanindan sisteme verilmektedir. Bu sayede ozonlanan ¢6zeltinin tam karisimi ve
yeterli diizeyde ozon ile reaksiyonu saglanmaktadir. Bu siirecte olasi bir tasma ve
¢Ozelti kaybinin yasanmamasi i¢in reaktor ¢ikist “kopiik toplayict hazneye”

baglanmistir. Bu hazne daha sonra seri baglanmis iki adet %2’lik potasyum iyodiir
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(KI) ¢ozeltisi igceren ozon tutucuya baglanarak ozonlama sirasinda reaksiyona

girmeden sistemden kacan gaz miktar1 Olgiilebilmistir. Ozon tutuculardan c¢ikan

ozondan arindirilmig atik gaz bir baca yardimiyla disar1 atilmistir. Ozonlama deney

diizeneginin bir fotografi Sekil 3.2” de gosterilmektedir.
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Sekil 3.1: Ozonlama deney diizenegi (sematik).
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Sekil 3.2: Ozonlama deney diizenegi.

3.2.1.2. Etkin Ozon Dozu Belirleme

Literatiirde yer alan kisith sayidaki arastirmada, hasatlama amaciyla kullanilan
ozon dozunun 0,005-1,0 g Os/g kuru biyokiitle (KB) araliginda degistigi
goriilmektedir [Cheng et al., 2010; Cheng et al., 2011; Komolafe et al., 2014]. Bu
caligmalar goz Oniine alinarak, yiiriitiilen deneylerde hem disiik (0,01-0,03 gOs/g
KB) hem de yiiksek (0,03-0,5 g Os/g KB) ozon dozlar1 kullanilmistir. Belirlenen bu

ozon dozlari i¢in ozon jeneratoriiniin ¢aligtirilma siiresi

B, = dog Xt (3.2)
% 7 ¢y xV '
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esitliligi yardimiyla bulunmustur. Burada By, birim biyokiitle ozonlama miktarini (g
Os/lg KB), My ozon iiretim kapasitesini (g Os/dK), t ozonlama siiresini (dk), Cp
biyokiitle konsantrasyonunu (g/L) ve V ¢ozelti hacmini (L) temsil etmektedir.
Mikroalgler yetistirilirken, atiksu yerine sentetik kiiltlir ortaminin kullanilmasi
ile mikroalg biyokiitlesinde hizli bir artisin meydana geldigi, bu sayede ozonlama
caligmalar1 i¢in gerekli yogun biyokiitle gereksinimin daha kolay saglanabildigi
goriilmiistir. Bu nedenle yar1 siirekli olarak gergeklestirilen ozonlama
calismalarinda, BG 11 sentetik besi ortaminda yetistirilen karisik mikroalg kiiltiirii

kullanilmistir.

3.2.1.2.1.Diisiik Dozda Ozon Kullanin

Mikroalg hiicrelerinde meydana gelebilecek hiicresel parcalanmanin takibi i¢in
baslatilan bu caligmalarda; 0,01 g O3/g KB ozon dozu, 0,64, 1,00 g/L biyokiitle
konsantrasyonudaki mikroalg c¢ozeltilerine uygulanirken, 0,02 ve 0,03 g O3/g KB
ozon dozlan sirastyla 0,33 ve 0,5 g/L biyokiitle konsantrasyonlarma sahip alg
cozeltilerine uygulanmistir. Her deney i¢in 500 mL ¢6zelti hacmi kullanilmistir ve
her deney kontrol amaciyla iki defa tekrarlanmistir. Deneysel ¢aligmalar boyunca
toplanan biitiin numunelerin karbonhidrat, protein ve KOI analizleri ii¢ tekrarli olarak

yapilmistir.

3.2.1.2.2.Yiiksek Dozda Ozon Kullanim

Yiksek dozdaki ozonlama c¢alismalarinda BGI11 sentetik besi ortaminda
yetistirilen karigik mikroalg kiiltiiriin kullanildig1 ozonlama c¢aligsmalarinda 0,032-0,4
g Os3/g KB o0zon dozlarinda 500 mg/L biyokiitle konsantrasyonuna sahip 500 mL alg
cozeltisi kullanilmistir. Her deney iki defa tekrarlanmis ve g¢alismalar boyunca
toplanan tiim numunelerin karbonhidrat, protein ve KOI analizleri ii¢ tekrarli olarak

yapilmustir.
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3.2.2. Ultrases Calismalari

Mikroalglerin hasatlanmasinda kullanilan bir diger yoOntem ise ultrases
uygulamalaridir. Ozonlamanin kimyasal etkisinden farkli olarak, ultrases
uygulamalar ses dalgalarinin olusturdugu titresime dayanan fiziksel bir yontemdir.
Ancak ultrases dalgalariyla ¢ozeltide mikro kabarciklar yaratilarak ¢ozeltideki kati
partikiillerin ve bakterilerin pargalanabilindigi bilinmektedir [Sivakumar and Pandit,
2001]. Ultrasesin bu o6zelliginden yararlanilarak mikroalg hiicrelerinin membran
yapilarina zarar verilmesi hedeflenmistir. Membran yapisinda meydana gelen
parcalanma neticesinde hiicre i¢i organik materyalin (protein, karbonhidrat, lipit vb.)
cozeltiye gecmesi ve siiziintiideki (hiicrelerden arindirilmis ¢ozeltideki) organik
madde konsantrasyonlarini arttirmasi beklenmektedir.

Ultrases uygulamalarinin tamaminda kullanilan Hielscher marka ultrases
cihazina ait transdiiser sabit 50 W giiciinde olup gii¢ ayar1 yapilamamaktadir. Sistem
ses frekans1 30 kHz’dir. US sistemine ait titanyum prob 5 mm c¢apinda 78 mm
boyundadir (Sekil 3.3 ve Sekil 3.4). Deneysel ¢alismalarin tamaminda ultrasese ve
1stya  dayaniklt cam reaktdrler kullanilmigtir. Transdiiserin  gii¢ ayarimin
yapilamamasi nedeniyle istenilen ultrases yogunluklari (W/L) mikroalg ¢dzeltisinin
hacminin degistirilmesi ile saglanmistir. Belirlenen ultrases yogunlugu (6rnegin 100
W/L) i¢in gerekli hacimdeki (100 mL) mikroalg ¢ozeltisi cam reaktére alinmustir.
Ultrases probu ¢ozelti yiizeyinden 58 mm igeri daldirildiktan sonra transdiiser
calistirilmistir. Reaksiyon siiresi boyunca c¢ozeltideki 1s1 takibi ¢dzelti icine
yerlestirilen harici bir termometre ile saglanmistir. Cozelti sicakliginin artmasini
engellemek icin buz banyosuna belirli araliklarla buz ilavesi yapilmistir. Tim
reaksiyonlar boyunca ¢ozelti sicakligit 20 + 2 °C olacak sekilde kontrol altinda

tutulmustur.

44



Transdtiser 25kHz, 50 W

—— Titanyum prob (horn)

Camreaktér <

Mikroalg ¢ozeltisi 5,8cm

Buzbanyosu < [ [ )

Sekil 3.3: Ultrases deney diizenegi (sematik).
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Sekil 3.4: Ultrases deney diizenegi.

Uygulanan ultrases yogunluguna ve ultrasese maruz kalma siiresine bagl
olarak mikroalg biyokiitlesindeki degisim deneysel olarak incelenmistir. Bu
deneylerde iki farkli tip mikroalg kiiltiirii kullanilmastir: (1) evsel atiksuda yetistirilen
zamanla Scenedesmus tiirlerinin baskin hale geldigi karisik mikroalg kiltiirii (2)
BGI11 sentetik besi ortaminda yetistirilen zaman i¢inde Chlorococcum tiirlerinin

baskin hale geldigi karisik mikroalg kiiltiirti.
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Deneysel calismada, her iki kiiltiir ortamindan alinan 250 mg/L hiicre
konsantrasyonuna sahip mikroalg ¢ozeltilerine bes farkli ultrases yogunlugunda (100,
200, 300, 400 ve 500 W/L) ve her ultrases yogunlugu icin bes farkli siire boyunca
(5, 15, 30, 45 ve 60 dk) ultrases uygulanmistir. Mikroalg ¢ozeltilerine uygulanan
ultrases dozuna (UD) bagli olarak, reaksiyon sonunda ¢o6zeltilerden alinan
numunelerde optik yogunluk (684 nm) ve AKM analizleri yapilmistir. AKM analizi
sirasinda elde edilen siiziintii numunelerinde ise protein ve karbonhidrat analizleri {i¢

tekrarl olarak gergeklestirilmistir. Uygulanan ultrases dozlari

P, Xt,

— (3.3)

UD

esitligi yardimiyla kWh/g KB cinsinden hesaplanmigtir. Burada P, uygulanan
ultrases siddetini (kW), t,, ultrases uygulama siiresini (saat) ve KB ultrasese maruz

birakilan ¢ozeltideki toplam kuru mikroalg kiitlesini (g) temsil etmektedir.

3.2.3. Ozonlama Sonrasi Ultrases Kullanim Cahsmalar:

Mikroalglerin sudan hasatlanmasi amaciyla kullanilan ozon ve ultrases
uygulamalarinin etkileri Bolim 4.3 ve 4.4’te ayr1 ayr1 verilmistir. Bu uygulamalardan
elde edilen bilgiler degerlendirilerek ozon ve ultrasesin birlikte kullanilmasinin
mikroalglerin pargalanmasi {izerindeki ortak etkisinin belirlenmesine g¢alisiimistir.
Ultrases destekli ozon (O3/US) uygulamasiyla daha diisiik ozon dozlarinda daha
yiiksek parcalama veriminin elde edilebilecegi ve bu sayede ozonlamadan
kaynaklanan maliyetin azaltilacagi ongoriilmiistiir.

Deney sartlarinin belirlenmesinde Box-Behnken deneysel tasarimindan ve bir
onceki ozon ve ultrases uygulamalarindan elde edilen sonuglardan faydalanilmistir.
Boliim 4.3.’te yer alan veriler incelendiginde mikroalg hiicrelerinin istenilen diizeyde
parcalanmasinin 0,1 g Osz/g KB ve istiindeki ozon dozlarinda gergeklestigi
goriilmiistiir. Daha diisiik ozon dozlarinda (0,03 g Os/g KB ve daha diisiik) ise
beklenilen etki goriilmemistir. Bu nedenle diisiik ozon dozunun ultrases ile
desteklenmesiyle istenilen hiicresel degisimin saglanmasinin miimkiin olabilecegi

diisiiniilmiis ve O3/US uygulamasi hem diisiik hem de yiiksek ozon dozlarinda

46



gerceklestirilmistir. Secilen ozon dozlar1 0,03, 0,15 ve 0,27 g Os/g KB seklindedir.
O3/US c¢alismalarinda uygulanacak US giicii belirlenirken Boliim 4.4°te yer alan
bilgilerden yararlanilmistir. Bu boliimde, mikroalg hiicrelerindeki pargalanma
veriminin en yiiksek oldugu US giiciiniin 400 W/L oldugu belirtilmis ve diisiik US
giiclerinde de hiicre parcalanmasinin saglandigi belirtilmistir. Diisiik ultrases
giiclinlin ozonla desteklenmesi ile istenilen hiicresel degisimin saglanabilmesi icin
uygulanacak US giicii 300, 400 ve 500 W/L olarak secilmistir. Ayrica Bolim 4.4’te
ultrasese maruz kalma siiresinin de hiicresel pargalanmanin saglanmasinda etkin bir
rol oynadigi bildirilmistir. O3/US ¢alismalarinda ultrasese maruz kalma stireleri 10,
20 ve 30 dakika olarak se¢ilmis ve siirenin hiicresel pargalanma tizerindeki etkisi

belirlenmeye calisilmistir. Calisilan deneysel tasarim yonteminde incelenmek {izere

secilen parametreler ve bu parametrelere ait seviye degerleri Tablo 3.3’te verilmistir.

Tablo 3.3: Deneysel tasarim yontemi i¢in kullanilan parametrelerin seviye degerleri.

Ozon dozu Ultrases yogunlugu | Ultrases uygulama
Seviye (g Os/g KB) (WIL) stiresi (dk)
(x1) (x2) (x3)
-1 0,03 300 10
0 0,15 400 20
+1 0,27 500 30

Os/US deneylerinde 500 mg/L biyokiitle konsantrasyonuna sahip BG11 kiiltiir
ortaminda yetistirilen ve Chlorococcum tiirlerinin baskin oldugu mikroalg kiiltiirti
kullanilmistir. O3/US ¢alismalari, mikroalg c¢ozeltisinin 6nce ozonlanmasi ve
ardindan ultrasese tabi tutulmasi seklinde gerceklestirilmistir. Mikroalg ¢ozeltilerine
ozon ve ultrases uygulanmasi sirastyla Boliim 3.2.1 ve 3.2.2°de anlatildig1 sekilde
gerceklestirilmistir.  Ozonlanan  ¢Ozelti zaman  kaybedilmeden  ultrases

reaksiyonlarinin gergeklestirilecegi cam reaktore alinmistir.
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3.3. Lipit Ekstraksiyonu

Mikroalg hiicrelerini igeren ¢ozeltide lipit (1) hiicre biinyesinde (membran
yapisinda ya da hiicre i¢inde) (2) siv1 fazda (pargalanan ya da 6len hiicrelerden disari
tasinmis halde) bulunabilir. Her iki formdaki lipidin ekstraksiyonunda farkli ayirim

yontemleri kullanilmistir.
3.3.1. Biyokiitleden Lipit Ekstraksiyonu (Bligh and Dyer Metodu)

Lipit analizi caligmalarinda sentetik kiiltiir ortaminda (BG11 besi ortami)
yetistirilen mikroalg biyokiitlesi kullanilmigtir. Mikroalg ¢6zeltisi 8000 g’de 10 dk
santrifiij edilmis ve ist sivi faz atilmistir. Alttaki macun kivamindaki yogun
biyokiitle 40 °C’de etiivde 2 giin siire ile kurutulmus, desikatorde sabit tartima gelene
kadar beklendikten (24 saat) sonra havanda doviilerek toz haline getirilmistir. Sekil
3.5’te BGI11 besin ortami ve evsel atiksudan elde edilen kuru biyokiitleler

goriilmektedir.

Sekil 3.5: Kurutulan ve toz haline getirilen mikroalg biyokiitlesi, a) BG11 besin
ortaminda yetistirilen tiirler, b) atiksuda yetistirilen tiirler.

Mikroalgal biyokiitlenin lipit iceriginin gravimetrik olarak belirlenmesinde
biyolojik materyallerden lipitin ekstraksiyonu ve saflastirilmasinda kullanilan Bligh
and Dyer metodundan faydalanilmistir. Bligh and Dyer metodu % 80 sivi igerigine
sahip numuneye klorofom/metanol/su (1:1:0,5, h/h) igeren ¢ozeltilerin birkag adimda
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eklendikten sonra, numunenin 1 dk siire ile ¢ok hizli karistirllmasi (vortex) ve
ardindan 1000 rpm’de 5 dk siire ile santrifiij edilmesine dayanmaktadir. Bdylece
hiicresel pargalanma ve yag ekstraksiyonu saglanmaktadir. Bu yontem kullanilarak,
BGI1 besi ortaminda iiretilen mikroalgal biyokiitle iizerinde yapilan lipit
ekstraksiyonu dlgiimlerinde oldukga diisiik ve tekrarlanabilirligi olmayan sonuglar
elde edilmistir. Bunun iizerine Bligh and Dyer metodu, mikroalgal biyokiitleye gesitli
modifikasyonlarda (farkli biyokiitle miktarlar1 ve farkli ¢oziicli miktarlar1 igin)
uygulanmistir. Bu sayede biyokiitledeki lipidin biyokiitleden ayristirilmasinda
giivenilir bir ekstraksiyon yonteminin olusturulmasi hedeflenmistir.

Yapilan denemeler sonrasi belirlenen metot ve yontem ise su sekildedir: 25 mg
kuru biyokiitle 50 mL’lik falkon tiipiine alinir ve tizerine CHCls/metanol/su (1:1:0,5,
h/h) ¢oziiciileri, toplam hacim 25 mL olacak sekilde birka¢ adimda eklenir. Her
¢oziicii ilavesinden sonra biyokiitle-¢oziicti karisimi 2 dk hizlica karistirilir (vortex)
ve ardindan 75 °C su banyosunda 5 dk siire ile bekletilir. Biyokiitle-¢oziicii karigimi
6000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek faz ayirimi saglanir. Ust fazda metil alkol, su ve
hiicre pargalar1 yer alirken, alt fazda kloroform ve lipit bulunmaktadir. Alttaki faz
(kloroform-lipit karisimi1) cam pastor pipeti ile dikkatlice cekilir ve falkon tiipiine
almir. Karigim tlizerine 2,5 mL saf su eklenerek tekrar hizlica karistirilir ve tekrar
santrifiij edilir. Boylece kloroform ve lipit iceren karisim i¢inde kalan biyokiitle
artiklarinin su fazina gegmesi ve karisimin yikanmasi saglanmis olunur. Bu islem
Kloroform-lipit fazinin tamamen berraklagsmasi saglanana kadar yaklasik 5 defa
tekrarlanir. En son yikama sonrasi kloroform-lipit iceren faz, darasi alinan numune
sisesine koyulur. 40 °C’de ¢oziiciisii ugurulan numunenin son tartimi alinir.
Asagidaki esitlik kullanilarak ilk tarim (A) ve son tartim (B) arasindaki fark kuru

biyokiitle miktaria (m) boliinerek, kuru agirlik bazinda % lipit igerigi hesaplanir.

Lipit ~ (A-B) o
0Biyokijtle T oom

100 (3.3)

Bu yontem kullanilarak, BG11 besi ortami ve evsel atiksuda yetistirilen
mikroalgal biyokiitle iizerinde yapilan lipit ekstraksiyonuna ait veriler, Bolim

4.2.1°de gosterilmektedir.
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3.3.2. Mikroalg Cozeltisinden Lipit Ekstraksiyonu (Gravimetrik)

Mikroalg hiicrelerinden ¢ozeltiye gegen lipidin ekstraksiyonunda, Standard
Metotlar 5520-B boliimiinde yer alan lipit analiz yonteminden yararlanilmistir.
Standard Metot 5520-B’de yer alan n-hekzan ve Bligh and Dyer yonteminde yer alan
kloroform/metanol  karigimi  kullanilarak  lipidin =~ ¢ozeltiden  ayristirilmasi
hedeflenmistir. Ayrica, lipit ekstraksiyonunda farkli solvent kullaniminin etkileride
K/M ve n-hekzan karsilastirilmasiyla belirlenmeye calisilmistir. Bu ¢aligmalarda
BG11 sentetik besi ortaminda yetistirilen Chlorococcum tiirlerinin baskin hale
geldigi karisik mikroalg kiiltiirii ve biyolojik aritilmis evsel atiksuda (BAEA)
yetistirilen Scenedesmus tiirlerinin baskin hale geldigi karisik mikroalg kiiltiirii
kullanilmistir

Karisik mikroalg kiiltliriinden alinan 100 mL mikroalg ¢dzeltisi lizerine 50 mL
solvent (n-hekzan ya da kloroform/metanol karigimi) eklenmis ve 5 dk boyunca hizl
bir sekilde calkalanmistir. Calkalama islemi sonunda faz ayrimimin saglanmasi i¢in
¢ozelti ayirma hunisinde bekletilmistir. Boylelikle mikroalg hiicrelerin solventlerle
reaksiyonu ve hiicre yapilarinin bozunmasi saglanmistir. Ekstraksiyonda kullanilan
solvent sudan hafif (n-hekzan) ise lipit Gist fazda, agir (kloroform) ise alt fazda yer
alir. Bu durum goz onilinde bulundurularak faz ayrimi saglanmistir. Lipit igeren
solvent onceden darasi alinan cam balona alinmis ve su banyosunda vakum altinda
solventin ugurulmasi saglanmistir. Devaminda ise cam balonun sabit tartima gelmesi
icin desikatorde bir giin siire ile bekletilmis ve tartimi alinmistir. Numunedeki lipit

asagida verilen esitlik yardimiyla hesaplanmistir.

_ (A-B)x 1000

L 7 (3.4)

Burada C,¢ozeltideki lipit konsantrasyonunu, A lipit igeren cam balon joje
agiligini, B cam balon jojeninin darasini ve ¥V numune hacmini temsil etmektedir.

Deneysel ¢aligmalara ait veriler Boliim 4.3.1°de gosterilmektedir.

Mikroalg hiicrelerinin normal yagsam dongiisii sliresince pargalanmalar1 ya da
Olmeleri neticesinde hiicre i¢i organik materyalin (lipit, protein, karbonhidrat vb)

cozeltiye gegmesi dogal olarak beklenmektedir. Bu nedenle 6ncelikle mikroalg hiicre
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yapisina solvent ilavesi ile zarar verilmeden hiicrelerin ¢dzeltiden ayrilmasi ve kalan
stvidaki lipidin belirlenmesi gerekir. Boylece solvent ilavesiyle hiicreye verilen zarar
ve akabinde ¢ozeltideki lipit miktarindaki artis saglikli olarak olgiilebilir.

Bu nedenle oncelikle homojen haldeki mikroalg ¢ozeltisinden alinan 100 mL
mikroalg ¢ozeltisi 6000 dev/dk’da 20 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrast hiicrelerden ayrilan sivi faz ayirma hunisine alinmig ve lizerine 50 mL
solvent ilave edilmistir. Solvent ilavesi sonrasi ¢ozelti 5 dakika boyunca hizla
calkalanmis ve tam karisim saglanmistir. Daha sonra faz ayrimimin gergeklesmesi
icin askiya alinmistir. Cozelti lipit iceren solvent ve su olarak iki faza ayrilmistir. Faz
ayrimi saglandiktan sonra lipit iceren solvent faz1 6nceden darasi alinan cam balona
alinmig ve solvent ugurulmasi saglanmistir. Bu sayede hiicrelerden arindirilan
¢ozeltideki lipit miktar1 belirlenmistir. Numunedeki lipit yine Esitlik (3.4)

kullanilarak hesaplanmastir.

3.3.3. Ultrases Destekli Lipit Ekstraksiyonu

Bu safhada, mikroalg iceren ¢ozeltideki lipidin solvent ilavesi ile
ekstraksiyonuna yardimci olmasi amaciyla, ultrases c¢alismalar1 gerceklestirilmistir.
Bu c¢alismalarda BGI11 sentetik besi ortaminda yetistirilen zaman iginde
Chlorococcum sp. baskin hale geldigi mikroalg kiiltiirii ve BAEA’da yetistirilen
Scenedesmus tiirlerinin baskin hale geldigi karisik mikroalg kiiltiirti kullanilmistir

Deneysel ¢alismalarda 250 mg/L hiicre konsantrasyonuna sahip 125 mL
mikroalg ¢ozeltisi kullamlmistir. Ultrases destekli lipit ekstraksiyonu ¢aligmalarinda,
mikroalg ¢ozeltisine 400 W/L giiciinde ve 60 dakika siirede US uygulanmstir.
Ultrases uygulamasi Boliim 3.2.2°de anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir. Ultrases
reaksiyonun tamamlanmasinin ardindan gergeklestirilen lipit ekstraksiyonu yukarida
anlatilan adimlarin sirasiyla uygulanmasi ile saglanmistir. Deneysel ¢aligmalara ait

sonuglar Boliim 4.3.1°de verilmistir.
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3.4. Mikroalgal Biyokiitlenin Fermentasyon Oncesi On
Aritiminda Uygulanan Yontemler

Tez c¢alismast kapsaminda, mikroalglerin ve hiicresel polisakkaritlerin
parcalanmasinda ultrases, ozon, asit ve alkali 6n aritim yontemleri kullanilmis ve 6n
aritilan biyokiitle enzimatik hidrolize tabi tutularak polisakkaritlerin glikoza

doniigiimii incelenmistir.
3.4.1. Ozon ile On Aritim

Mikroalglerin ve hiicre i¢i polisakkaritlerin ozon kullanilarak par¢alanmasinin
ve glikoza donistiriilmesinin arastirildigt bu calismalarda BG11 sentetik besi
ortaminda yetistirilen ve zaman i¢inde Chlorococcum tiirii mikroalglerin baskin hale
geldigi karisik mikroalg kiiltiirii kullanilmistir. Mikroalg ¢6zeltisi dnce 6000 dev/dk
santrifiij edilerek yogunlastirilmis daha sonra liyofilizatoérde -50 °C’de vakum altinda
icerisindeki su almarak kurutulmustur. Tim On aritim c¢alismalarinda kuru
biyokiitlenin saf su ile ¢ozelti haline getirilmesi ile elde edilen 10 g/L biyokiitle
konsantrasyonuna sahip 3 mL homojen mikroalg ¢ozeltileri kullanilmistir. Yari
siirekli ozonlama c¢alismalarindan farkli olarak bu c¢alismalarda kullanilan ¢o6zelti
miktarinin diisiik olmas1 nedeniyle diisiik hacimlerde ¢aligmaya olanak saglayan cam
gaz (Drechsel trap reactor) yikama siselerinde reaksiyonlar gerceklestirilmistir. On
arittm ¢alismalarinda kullanilan deney diizenegi Sekil 3.6’da verilmektedir.
Kullanilan cam reaktdor diginda geri kalan her sey yari siirekli ozonlama

calismalarinda kullanilan diizenekle ayni sekilde kurulmustur.
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Sekil 3.6: Biyokiitlenin ozonla 6n aritiminda kullanilan deney diizenegi.

Ozonla 6n aritim ¢aligmalarinda kullanilan ozon dozlar, yart siirekli ozonlama
caligmalarinda uygulanan ozon dozlar1 goz Oniine alinarak 0,25-2,0 g Os/g KB
araliginda tutulmustur.

Hiicre konsantrasyonu belirlenen ¢ozelti ozonlama deney diizenegine alinmis
ve belirlenen ozon dozu i¢in ozon jeneratori calistirilmistir. Reaksiyon siiresi
sonunda ozon jeneratorii durdurulmus ve ozonlanan mikroalg ¢ozeltisi alinmustir.
Ozonlama sonrast vakit kaybedilmeden c¢ozelti sicak su banyosuna daldirilarak
cozelti i¢inde kalan ozonun pargalanmasi ve reaksiyonun durdurulmasi saglanmistir.
Hiicresel parcalanma sonrasi glikoza doniistimiin belirlenmesi i¢in, ¢ozeltiden 1mL
numune alinarak 0,45 um siringa filtreden siiziilmiis ve 6nceden glikoz kalibrasyonu
yapilan yiiksek performanshi sivi kromatografi cihazinda (HPLC) glikoz igerigi
Ol¢lilmiistiir. Bu ¢alismaya ait sonuglar Boliim 4.5.1°de verilmektedir.

Ozonla 6n aritimin enzimatik hidroliz iizerindeki etkisinin belirlenmesi igin
enzim miktar1 1,2 mL/g KB sabit tutuldugu ve mikroalg biyokiitlesi birimi basina
uygulanan ozon miktarinin 0,25-2,0 g Os/g KB araliginda degistirildigi ozonlama
calismalar1  gerceklestirilmigtir. Mikroalg c¢ozeltilerin  ozonlanmasi  yukarida
anlatildigr sekilde yapilmistir. Ozonlanan ve igindeki kalan ozonu giderilen
¢ozeltilerin pH’s1 4,8 £ 0,5’¢ ayarlanmis ve daha sonra enzimatik sakkarifikasyona
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(Bolim 3.4.5) tabi tutularak siire¢ sonlandirilmistir. Bu c¢aligmalarin yani sira
mikroalg biyokiitlesi birimi basina uygulanan ozon dozunun 0,5-1,0 g Oz/g KB
olarak sabit tutuldugu ve enzim miktarmin (0,15-1,5 mL ¢/KB (Celluclast
1.5L/Novozym 188, 1:2, h/h) araliginda degistirildigi bir dizi deney yiiriitilmiistiir.
Bu sayede enzim miktarmin arttirilmasinin, ozonla 6n aritilan biyokiitlelerdeki
polisakkaritlerin glikoza doniisiim verimi iizerindeki etkisi belirlenmeye ¢alisilmistir.

Bu ¢alismalara ait sonuglar Boliim 4.5.1°de verilmektedir.
3.4.2. Ultrases ile On aritim

Ultrases ile mikroalglerin hasatlanmasinin arastirildigi ¢aligmalarda hiicresel
pargalanma ve hiicre i¢i materyal salinimimnin en yiliksek oldugu deger 0,4 kWh/L
ultrases enerji yogunlugunun kullanilmast ile elde edildigi goriilmektedir. Uygulanan
bu ultrases enerjisinin biyokiitle konsantrasyonu ile olan iliskisi degerlendirildiginde
biyokiitle basina 1,6 kWh/g KB ultrases uygulandigi goriilmektedir. Enzimatik
sakkarifikasyon Oncesi biyokiitlenin ultrases ile 6n aritiminda bu deger kullanilmistir.
1 g/L biyokiitle konsantrasyonuna sahip mikroalg ¢ozeltisinden 20 mL alinarak
ultrasese tabi tutulmustur. Ultrases uygulamas1 Boliim 3.2.2°de anlatildig1 sekilde
gerceklestirilmistir. Reaksiyon siiresi sonunda ¢ozelti once derin dondurucuda
dondurulmus daha sonra freze dryer cihazina konularak kurutulmustur. Kurutulan
biyokiitle tekrar tartilarak 10 g/L biyokiitle konsantrasyonu elde edilecek sekilde saf
su ile ¢ozelti haline getirilestir. Enzimatik sakkarifikasyon i¢in gerekli olan pH 4,8 +
0,5 ayarlamas1 seyreltik H2SOs ve seyreltik NaOH ¢ozeltileri kullanilarak
yapilmistir. Bu sekilde hazirlanan biitiin numuneler bir sonraki adim olan enzimatik
sakkarifikasyona (Boliim 3.4.5) tabi tutulmustur. Bu ¢alismalara ait sonuglar Bolim
4.5.2°de verilmektedir.

3.4.3. Seyreltik Asit ile On Aritim

Mikroalg hiicre duvarinin parcalanmasi ve enzimatik sakkarifikasyonun
verimini arttirmak amaciyla asit ile 6n artimin yapildig1 bu c¢alismalarda seyreltik
siilfirik asit kullamlmistir. On artim calismalarinda 10 g/L  biyokiitle

konsantrasyonuna sahip 3 mL mikroalg ¢ozeltisine final asit konsantrasyonu %1-6
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araliginda degisen oranlarda %10’luk siilfiirik asit ilave edilmistir. Mikroalg
¢ozeltileri 10 dakika siireyle 500 dev/dk manyetik karistirici ile karistirilmis daha
sonra 121 °C’de, 1,1 bar basing altinda, 30 dk otoklavlanmistir. Reaksiyon sonunda
numunelerin oda sicakligina gelmesi beklenmis ve 10 N NaOH (ve gerekli
oldugunda 1 N H2SO4) kullanilarak numunelerin pH degerleri, enzimatik
sakkarifikasyon i¢in gerekli olan pH 4,8 + 0,5 olacak sekilde ayarlanmistir.

3.4.4. Alkali ile 6n aritim

Alkali ile 6n aritim g¢alismalarinda 30 mg kuru biyokiitle degisen oranlarda
NaOH (% 0,75-3) igeren alkali ¢ozeltiler igine eklenerek manyetik karistiricida (500
dev/dk) 10 dakika siireyle karistirilarak ¢oziilmiistiir. Mikroalg ¢6zeltileri daha sonra
121°C’de, 1,1 bar basing altinda, 30 dk otoklavlanmistir ve reaksiyon sonunda
numunelerin oda sicakligina gelmesi beklenmistir. Enzimatik sakkarifikasyon icin
gerekli olan pH 4,8 + 0,5 ayarlamasi derisik HoSO4 (ve gerekli oldugunda 1 N
NaOH) kullanilarak yapilmustir.

3.4.5. Enzimatik Hidroliz

Mikroalg biyokiitlesinin pargcalanmasinda ve hiicresel polisakkaritlerin glikoza
dontistiiriilmesinde enzim kullaniminin arastirildigi bu ¢alismalarda Novozymes
tarafindan saglanan Novozym 188 (B-glukosidaz) ve Celluclast 1.5 L (Endo
glukonoz) enzim kompleksleri kullanilmistir.

Ozonla on aritim caligmalarinda oldugu gibi bu c¢alismalarda da 10 g/L
biyokiitle konsantrasyonuna sahip 3 mL mikroalg ¢ozeltisi kullanilmistir. Enzimatik
sakkarifikasyon calismalarinin tamami {retici firma tarafindan enzim aktivitesinin
maksimum oldugu belirtilen pH 4,8 + 0,5te gergeklestirilmistir. Mikroalg
cozeltisinin pH ayarlamasinda 0,1 N H2SO4 ve 0,1 N NaOH ¢ozeltileri kullanilmistir.
Mikroalg ¢ozeltisinin enzimatik sakkarifikasyonun gerceklesmesi i¢in 4 saat siireyle
50 °C de, 160 dev/dk’da ¢alkalanmistir. Siire sonunda ¢6zeltiler 80 °C su banyosunda
2 dk siire ile bekletilerek enzim aktivitesi sonlandirilmistir. Daha sonra ¢ozeltiler

6000 dev/dk’da 10 dk santrifiij edilerek iist faz 0,45 pm gozenek genisligine sahip
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filtreden siiziilmiis ve glikoza doniisiim veriminin belirlenmesi i¢in HPLC’de analiz

edilmistir.

3.5. Analitik Metotlar

3.5.1. Kimyasal Analizler

Mikroalgal biyokiitle ve ¢6zeltideki proteinin tayininde Lowry metodu [Lowry
et al., 1951], karbonhidrat tayininde Dubois metodu [Dubois et al.,, 1956]
kullanilmigtir. Protein ve karbonhidrat tayini i¢in olusturulan kalibrasyon grafikleri
Ek B, Sekil B1.3 ve Sekil B1.4’te verilmektedir. Mikroalg ¢ozeltisinin KOI tayini
Standart Metotlar 5220 C’ye gore yapilmistir [APHA, 2005].

3.5.2. GC Analizi

Mikroalgal biyokiitlenin ndtral lipit miktarinin  (trigliserit igeriginin)
belirlenmesinde, gaz kromatografisi (GC) kullanilmistir. GC ile analiz ¢alismalari,
mikroalgal biyokiitleden Bligh and Dyer metodu ile lipidin ekstrakte edilmesi ve elde
edilen lipidin kapiler gaz kromatografisi ile analizi adimlarini igermektedir.

Kromatografik analiz icin Agilent 6890 N marka FID detektorlii gaz
kromatografisi, uzunlugu 30 m, i¢ ¢ap1 0,53 mm ve film kalinlig: 0,1 pm olan DB-
5HT kapiler kolon (JandV Scientific) kullanilmistir. Firin igin secilen baslangic
sicakligr 50 °C (1 dk) ve sonrasinda 15 °C/dk’da 180 °C’ye, 7 °C/dk’da 230 °C’ye ve
10 °C/dk’da 370 °C’ye artacak sekilde programlanmis, bu sicaklikta 10 dk
tutulmustur. Maksimum firin sicakligi 400 °C olarak belirlenmistir. Toplam analiz
stiresi 40 dk’dir. FID detektoriin sicakligr 380 °C, detektor gazi 350 mL/dk hava ve
35mL/dk ile Hz gazidir. Inlet modu splitless ve sicakligr ise 350 °C’dir. Kolon akigt
2,6 mL/dk (80 kPa’lik sabit basing modunda), kolon i¢in tasiyict gaz helyum ve
make up (siipiirme) gazi ise azottur.

Mikroalgal lipit 6rneklerinin analizi i¢in; 4 mg lipit drnegine 40 pL Internal
Standard#1 (ASTM D6584 1, 2, 4 -Butanetriol Solution, 1 mg/mL), 50 uL Internal
Standard#2 (ASTM D6584 Tricaprin Solution, 8 mg/mL) ve 100 pL tiirevlendirme
reaktifi N-Methyl-N-trimethylsilyl-trifluoroacetamide (MSTFA) eklenmis, 2 dk
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vortekslenmistir.  Numunelerin ~ silanlanmas1 i¢in 30 dakika beklenmistir.
Silanlamayla numune igindeki gliseritlerin buharlagsma sicakligini diisiirilerek
ucuculugunun arttirilmasi saglanmistir. Silanlama isleminin ardindan hazirlanan lipit
numunerine 1 mL heptan eklenerek GC’de analiz edilmistir. GC analizi igin
kullanilan analitik standartlardan Internal Standard#l (ASTM D6584 1, 2, 4 -
Butanetriol Solution, 1 mg/mL), Internal Standard#2 (ASTM D6584 Tricaprin
Solution, 8 mg/mL) ve lipit standardi olarak triolein (5 mg/mL), monoolein (10
mg/mL) ve 1, 3-diolein (5 mg/mL) Sigma Aldrich’den, silanlama igin kullanilan
tirevlendirme reaktifi N-Methyl-N-trimethylsilyl-trifluoroacetamide (MSTFA) ve n-
heptan (GC grade) Merck’ten temin edilmistir.

Mikroalgal biyokiitleden ekstrakte edilen lipidin GC’de analizi i¢in Oncelikle
mono-, di- ve triolein standartlar1 kullanilarak kalibrasyon grafigi olusturulmustur.
Kalibrasyon grafiklerine ornek teskil etmesi amaciyla trioleine ait kalibrasyon
garafigi Ek B Sekill.8’de verilmektedir.

3.5.3. HPLC Analizi

Mikroalg biyokiitlesindeki polisakkaritlerin belirlenen 6n aritim (ozon,
ultrases) yontemleri ile monomerlerine parcalanmasi ve enzimatik hidroliz ile
glikoza doniistiiriilmesinin belirlenmesinde Shimadzu marka HPLC kullanilmistir.
HPLC cihazina numune verilmeden 6nce, 1 mL numune 6000 rpm’deki santrifiijde
10 dk c¢oktiiriilmiis ve tst faz 0,45 pm gozenek genisligine sahip filtreden
stiziilmistiir. 63 °C’de calisan kolon firini i¢ine yerlestirilmis Tessek Polimer Sugar
H form 8 pum seker kolonu ve 50 °C’de c¢alisan refraktif indeks dedektorii
kullanilarak analiz edilmistir. HPLC’de mobil faz olarak 4 mM Siilfiirik asit ¢ozeltisi
kullanilmis ve akis hizi 0,6 mL/dak olarak ayarlanmistir. Cihazin numune icindeki
madde konsantrasyonunu hesaplayabilmesi igin standart glikoz ¢ozeltileri
hazirlanarak cihaza verilmis ve dedektor araciligiyla elde elden alan degerleri
kullanilarak standart grafikler ve denklemler elde edilmistir. Bu grafikler ve
denklemler Ek B, Sekil B1.5, 1.6 ve 1.7’de verilmistir.
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3.5.4. Ozon Dozu Ol¢iimii

Ozon uygulamasi boyunca iiretilen ozon dozu miktarinin tayini i¢in Standart
Metotlar, 2350-E boliimiinde yer alan yari kesikli ozon dozu analiz yontemi ve
kolorimetrik analiz yontemi olan 4500 Os3-B kullanilmistir [APHA, 2005]. Analiz
metoduyla ilgili ayrintil1 bilgi Ek C kisminda verilmektedir.

3.5.5. Fiziksel Analizler

3.5.5.1. AKM Analizi

Biyokiitle iceren ¢ozeltideki toplam askida kati madde miktarinin tayininde

Standart Metotlar, 2540-D yontemi kullanilmistir [APHA, 2005].

3.5.5.2. Optik Yogunluk Analizi

Mikroalg ¢oOzeltisi  icindeki  biyokiitle konsantrasyonundaki artigin
belirlenmesinde Lambert-Beer kanundan yararlanilmistir. Lambert-Beer kanununa
gore bir c¢ozeltiden gegen monokromatik bir 15181in siddeti ¢ozeltinin derigimi ve
kalinligt ile ters orantili olarak azalir. Optik yogunluk olglimlerinde Genesys 10S
UV-Vis Spectrophometer kullanilmigtir. Mikroalg ¢ozeltisinden alinan 2,5 mL
ornegin Oncelikle 300-750 nm araliginda dalga boyu taramasi yapilarak maksimum
absorbansin verildigi dalga boyu belirlenmistir. Farkli konsantrasyonlara sahip
mikroalg ¢ozeltileri, belirlenen dalga boyunda okutularak absorbans degisimleri
Olgtilmiistiir.

Mikroalg cozeltilerine ait absorbans degerleri ve AKM analizi ile bulunan
konsantrasyon degerlerinin korelasyonuna ait grafik ve denklem Ek B Sekil B1.1 ve
1.2°de verilmektedir. Bu denklem kullanilarak 151k absorbansi belirlenen ¢ozeltinin

konsantrasyonu hesaplanmustir.
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3.5.5.3. Cokme Testi

Biyokiitle ¢okme kabiliyeti belirlenmesi i¢in Standart Metotlar, 2540-F
bolimiinde yer alan ¢okebilir katilar yontemi kullanilmistir [APHA, 2005].

3.5.5.4. FAR Olc¢iimii

Mikroalg hiicrelerinin fotosentez i¢in kullanabildigi 151k miktarmi 6lgmek
amaciyla fotosentetik aktif radyasyon (FAR) ol¢iimii gerceklestirilmistir. FAR,
bitkiler tarafindan fotokimyasal reaksiyonlar i¢in kullanilabilen, 151k spektrumunun
400-700 nm dalga boyu araligindaki boliimiinii temsil etmektedir. Havuz ylizeyine
ulasan FAR miktar1 Licor marka LI-193 tipi kuantum sensoriiyle 6l¢iilmiis ve yine

Licor marka LI-1400 cihaziyla diizenli sekilde kaydedilmistir.
3.5.5.5. Mikroskobik Analizler

Mikroalg cozeltilerinde bulunan tiirlerin belirlenmesinde Carl Zeiss Marka,
Dijital kamera atagmanli, Axio Scope Trinokiiler Faz-Kontrast Mikroskop
kullanilarak aydinlik alan goriintiilleme yontemi kullanilmistir.

Mikroalglerin hiicresel boyutta tanimlanmasinda, yliksek vakum altinda
hiicrelerin altinla kaplanarak incelenmesini saglayan, taramali elektron mikroskobu

(SEM) (Philips, XL 30 SFEG) kullanilmstir.
3.5.6. Istatistiksel Analizler

Ozon sonrasi ultrases denemelerinde en uygun ozon dozu, ultra ses diizeyi ve
sliresini igeren kombinasyonu belirleyebilmek amaciyla Box-Behnken deneysel
tasarim metodundan faydalanilmistir. Bir tiir tepki ylizey yontemi olan bu tasarim
metodu, tepkinin birka¢ degisken tarafindan etkilendigi ve amacin bu tepkiyi
optimize etmek oldugu problemlerin modellenmesi ve analizi i¢in kullanilan bir
istatistiksel metottur. Box-Behnken tasarimi i¢in olusturulan polinom modeli Esitlik

(3.4)’te verilmistir.
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Y =, +zk:/3ixi +zk:/3iixi2 +zk:zk:ﬁijxixj (3.4)
i=1 i=1

i=1 j>i

Burada Y sistem cevabini, 8, denklem sabitini, B;, B;;, B;; faktor katsayilarini, x;, x;
faktorleri ve k faktér sayisim temsil etmektedir. Bu esitlik ii¢ faktor igin

diizenlendiginde asagidaki ikinci dereceden polinom elde edilir.

Y = Bo + B1x1 + B2xz + B3xz + Br2Xx1X; + B13X1X3 + PazXaXs

X ) 5 (3.5)
+P11%1 + Ba2x5 + P33x3

Bu ¢alismada Box-Behnken Tasarim yontemi ile model eldesi igin Esitlik (3.5)
kullanilmistir. Model olusturmak icin gerekli katsayilarin hesaplanmasi amaciyla
kullanilan regresyon analizinde, JMP 10 (SAS) yazilimi kullanilmistir. Deneylerde
elde edilen sonuglar ile model denklemleri olarak elde edilen polinomlar arasindaki
uygunluk derecesini anlayabilmek i¢in kalanlarin toplamimna ve korelasyon
katsayilarina bakilmistir. Kalanlarin toplaminin (Ze) 0’a, korelasyon katsayisinin
(R?) ise 1’e yakinlik derecesi, elde edilen model denkleminin sonuglari ile deneysel
sonuglar arasindaki yakinlik derecesini gostermistir. Ayrica, elde edilen biitiin model
denklemleri, istatiksel anlam agisindan uygunluklariin test edilmesi amaciyla,
varyans analizine (ANOVA) tabi tutulmustur. Istatistiksel agidan kayda deger
sonuglar verilen polinomlar i¢in optimizasyon hesaplamalari MATLAB 7.7
(Mathworks) yaziliminda yer alan optimizasyon araglari (optimtool) yardimiyla

gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Mikroalgal Biyokiitle Uretimi

Cesitli dogal su ortamlarindan toplanan ve mikroalg igeren su Ornekleri
laboratuarda 20 L’lik havuzda BG11 besi ortamina almmis, 150 pmol foton/m?-sn
stirekli aydinlatma altinda, pH 7 + 0,5 araliginda ve 20 + 2 °C sicaklikta aklime
edilmistir. Tiirlerin morfolojik olarak tanimlanmasi i¢in cesitli alg sistematigi
kitaplarindan [Linne von Berg et al., 2004; Graham and Wilcox, 2000; Barsanti and
Gualtieri, 2006; Proschold and Leliaert, 2007; Bellinger and Sigee, 2010] ve internet
goriintii  veri tabanindan yararlanilmistir. Aklimasyon siiresinin ilk ayinda,
havuzlarda Scenedesmus rubescens, Selanastrum capricornutum, Oocystis sp., ve
Chlorococcum sp gibi ¢esitli mikroalg tiirlerinin yer aldigi goériilmektedir. Ancak
yetistirilme ortamimin sabit tutulmasiyla tiir cesitliliginin azaldigi, BG11 besi
ortaminda Chlorococcum tiirlerinin, evsel atiksu ortaminda ise Scenedesmus sp.
mikroalglerin baskin hale geldigi yapilan mikroskobik analizler sonucunda
goriilmiistiir. Mikroalg kiiltiirlerindeki tiirlere ait aydinlik alan goriintiillemesi ve

100x biiyiitme kullanilarak ¢ekilen mikrograflar1 Sekil 4.1’de gosterilmektedir.

61



Sekil 4.1: 100 kat biiylitmede a) karisik kiiltiire, b) BG11°de baskin hale gelen
Chlorococcum sp.’ye c) atiksuda baskin hale gelen Secenedesmus sp.’ye ait karigik
mikroalg tiirlerine ait mikroskop goriintiileri.
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Daha oncede bahsedildigi gibi mikroalg biinyesinde bulunan organik yapilar,
(karbonhidrat lipit ve protein) tiirden tiire ya da hiicrelerin yetistirildigi ortam
sartlarma bagl olarak farklilik gosterebilmektedir. Tez ¢alismasi boyunca mikroalg
¢ozeltilerinde meydana gelen tiir degisimlerinin, mikroalg ¢ozeltilerindeki organik
madde miktarlarindaki degisime olan etkisi Tablo 4.1°de gosterilmektedir. Yine
Tablo 4.1°de literatiirde yer alan bazi mikroalg tiirlerine ait hiicresel bilesenlere yer
verilmistir, goriildiigii iizere ayn1 mikroalg tiirii i¢in farkli arastirma gruplart farkl
sonuglar elde etmektedir. Bu durum mikroalglerin ve mikroalg iizerinde yiiriitiilen

calismalarin birbirleri ile karsilastirilmalarini zorlagtirmaktadir.
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Tablo 4.1: Calismada kullanilan mikroalg kiiltiirlerinin karbonhidrat, lipit ve protein igeriklerinin diger ¢alismalarla karsilastirilmasi.

oldugu karisik kiiltiir

sonraslt evsel atiksu

Toplam Toplam Toplam
Mikroalg kiiltiirti Besi ortamui karbonhidrat (TK) lipit (TL) protein (TP) Kaynak
(%, KBB) (%, KBB) (%,KBB)
Chlamydomonas Garcia-Moscoso et
reinhardtii BGL1 17 21 48 al., 2013
Chlamydomonas Tris-acetate-phosphate i
reinhardtii UTEX 90 (TAP) medium, 59,7+05 92+06 Choietal., 2010
Chlorella sp. 26 2 57 Becker, 2007
Chlorella sp. 12-17 14-22 51-58 Becker, 2007
Chlorococcum littorale M.C 46-70 10-15 12,5-26 Hu et al., 1998
medium
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
Karigik mikroalg kiiltiirii BG11 46 26 25 Bu ¢alismada
Chlorococcum sp. baskin
oldugu karisik kiiltiir BG11 62 19 18 Bu ¢alismada
Secenedesmus sp. baskin | Ikincil biyolojik aritim 33 o7 33 Bu calismada

D
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4.2. Mikroalglerin Hasatlanmasinda Ozon Kullanim

Tez caligmast boyunca gergeklestirilen ozonlama caligsmalarina ait sonuglar,

asagida alt basliklar altinda sunulmustur.

4.2.1. Etkin Ozon Dozu Belirleme

Mikroalglerin ve hiicresel bilesenlerin (lipit ve karbonhidrat) hasatlanmasi
amactiyla gergeklestirilen yari siirekli ozonlama caligmalari, diisiik dozda ozonlama

caligsmalari ve yiiksek dozda ozonlama ¢aligmalari olarak ikiye ayrilmistir.

4.2.1.1. Diisiik Dozda Ozonlama Calismalar1

Bu ¢alismada birim mikroalg biyokiitlesi bagina uygulanan ozon dozunun 0,01-
0,3 g Osz/g KB araliginda tutulmasiyla, hiicre duvarma zarar verilerek, hiicresel
materyalin (protein, karbonhidrat, lipit) hasatlanmasi ve hiicre stabilitesi bozulan
hiicrelerin  kendiliginden ¢okelme egiliminin arttirilarak sudan ayristirilmasi
hedeflenmistir.

Ozonlama Oncesi ve sonrast mikroalg ¢ozeltilerinde ve ¢ozeltilerin 0,45 pm
gozenek genisligine sahip filtrelerden gegirilerek elde dilen siiziintiilerinde yapilan

karbonhidrat analizlerine ait veriler Sekil 4.2°de verilmektedir.
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Sekil 4.2: Diisiik ozon dozlarinda (a) 0,01, b) 0,012, ¢) 0,02, d) 0,03 g Os/g KB)
cozeltide ve siizlintiide karbonhidrat miktarinin degisimi.

10,64 g/L biyokiitle konsantrasyonunda
21,00 g/L biyokiitle konsantrasyonunda
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Stiziinti numunelerinde yapilan protein analizlerine ait veriler Sekil 4.3’de
verilmektedir.
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Sekil 4.3: Diisiik ozon dozlarinda (a) 0,013, b) 0,014, ¢) 0,02, d) 0,03 g Os/g KB)
cozeltide ve siiziintlide protein miktarinin degisimi.

30,64 g/L biyokiitle konsantrasyonunda
41,00 g/L biyokiitle konsantrasyonunda
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Siiziintii numunelerinde yapilan KOI analizlerine ait veriler Sekil 4.4’de

verilmektedir.
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Sekil 4.4: Diisiik ozon dozlarinda (a) 0,01°, b) 0,01°, ¢) 0,02, d) 0,03 g Os/g KB)
cozeltide ve siiziintiide KOI miktarinin degisimi.

50,64 g/L biyokiitle konsantrasyonunda
61,00 g/L biyokiitle konsantrasyonunda



Sekil 4.2, 4.3 ve 4.4 degerlendirildiginde diisiik dozda ozon uygulamalarinin
cozelti (ozonlama Oncesi ya da sonrasi) Ve siiziintii numunelerindeki protein,
karbonhidrat ve KOI degerlerini etkilemedigi goriilmektedir. Bu durum, uygulanan
ozon dozunun, hiicresel par¢alanma i¢in yeterli diizeyde olmadigini géstermektedir.

Ozonlamanin, hiicrelerin kendiliginden ¢okelme egilimi {izerindeki etkisinin
belirlenmesinde, aktif camur sistemlerinde ¢amurun c¢okelebilme 6zelliginin
gostergesi olan ve otuz dakikada ¢amurun ¢okebilen kisminin tayin edilmesine
imkan saglayan Imhoff hunisi kullanilmistir. Mikroalg ¢ozeltisi ozonlama deneyinin
hemen ardindan homojen bir haldeyken Imhoff hunisine aktarilmis ve c¢okelme
durumu takip edilmistir. Ancak, ozon uygulamasinin beklenilenin aksine, hiicrelerin
kendiliginden ¢okelme egilimini degistirmedigi ve ancak 24 saat sonunda tam bir
¢dkelmenin meydana geldigi gozlenmistir. Kontrol amaclhi ayni sartlarda imhoff
hunisine aktarilan ozonlamanmis numunede de c¢okelme siiresinin degismedigi
goriilmistiir. Bu durum, uygulanan ozon dozunun hiicrelerin birbirlerini itme ve suda

askida kalma egilimini etkilemedigi gostermektedir.

4.2.1.2.Yiiksek Dozda Ozonlama Calismalar

Mikroalg biyokiitlesine uygulanan diisiik dozdaki ozon (0,01-0,03 g Os/g KB)
uygulamalarinin, biyokiitle tizerinde istenilen degisimi saglayamamasi {izerine, birim
mikroalg biyokiitlesi (gram) basma uygulanan ozon dozu 0,05-0,4 g Os/g KB
araliginda olacak sekilde arttirilarak deneysel ¢alismalara devam edilmistir. Diisiik
dozda ozon uygulamalarinda oldugu gibi bu c¢aligmalarin da amaci, hiicresel
parcalanma sonrast hiicre i¢i materyalin ve hiicrelerin hasatlanabilirliginin
saglanmasidir.

Yiiksek dozda ozonlama c¢alismalarinda BG11 sentetik besi ortaminda
yetistirilen karigik mikroalg kiiltiirii kullanilmistir. Deneysel ¢alismalarda, kullanilan
¢ozelti hacmi 500 mL ve biyokiitle konsantrasyonu 500 mg/L olacak sekilde sabit
tutulmustur.

Mikroalg igeren ¢ozelti mikroalg yapisinda bulunan klorofilden kaynakli olarak
yesil renge sahiptir. Yiiksek dozda ozonlama c¢alismalar1 siiresince, ozonla temas
eden ¢6zeltinin rengi uygulanan ozon dozuna bagli olarak hizla agilmistir (Sekil 4.5).

Mikroalg cozeltilerinin renginde meydana gelen bu degisim, mikroalg biyokiitle
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bilesenlerinin hiicre disina salindiginin ve ozonla reaksiyona girerek parcalandiginin
bir gostergesidir. Benzer sekilde Huang ve arkadaslari, (2014) Chlorella vulgaris
tiirlii mikroalglerin ozonla parcalanmasi ve ozonun lipit ekstraksiyonu {izerine etkisini
belirlemek i¢in gerceklestirdigi ¢alismada, ozonlama ile hiicrelerden disartya salinan
klorofilin ozonla reaksiyona girerek hizla par¢alandigin1 ve bu nedenle ozonlamanin

hiicrelerden klorofil ekstraksiyonu i¢in uygun bir yontem olmadigini belirtmistir.

Sekil 4.5: Mikroalg hiicresi bagina uygulanan ozon dozunun artmasina bagli olarak
¢ozeltideki renk degisimi, a) 0,05, b) 0,1, ¢) 0,2, d) 0,3, e) 0,4 g Os/g KB.

Baslangi¢ biyokiitle konsantrasyonu 500 mg/L olan mikroalg ¢dzeltisinden
ozon gecirilmeye baslanmasiyla, hiicrelerin ozonla reaksiyona girerek parcalandigi
ve parcalanma neticesinde ¢ozeltideki askida kati madde (AKM) konsantrasyonunun
hizla diistiigii ve en yiiksek (0,4 g Osz/g KB) ozon dozunda, 280 mg/L biyokiitle
konsantrasyonuna indigi goriilmektedir (Sekil 4.6). AKM konsantrasyonunda
meydana gelen bu azalma mikroalg biyokiitlesinin beklenildigi gibi ozonla

parcalandiginin bir gostergesidir.
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Sekil 4.6: Yiiksek ozon dozlarinda (0,05 - 0,4 g O3/g KB) AKM degisim.

Ozonlama sonrasi ¢ozelti ve siizlintii numunelerindeki karbonhidrat miktarinin,

mikroalg hiicresinde bulunan toplam karbonhidrata yilizdece oraninin, uygulanan

ozon dozuna bagli olarak degisimi Sekil 4.7°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.7: Yiiksek ozon dozlarinda (0,05 - 0,4 g Os/g KB) ¢ozeltide ve siiziintiide
karbonhidrat degigimi.

Sekil 4.7 incelendiginde sliziintii numunelerine ait karbonhidrat miktarinin,
artan ozon dozu ile arttig1 ve en yiiksek ozon dozu olan 0,4 g Os/g KB’de, hiicredeki
toplam  karbonhidratin  %80’inin  hiicre disina  ¢ikarilmasinin  saglandigi
goriilmektedir. Cozelti numunelerindeki karbonhidrat miktarlarinda ise 6nemli bir
degisim gozlenmemistir. Lignoseliillozik biyokiitlenin  parcalanmasinda ozon
kullaniminin  arastirildigi bir ¢alismada, ozonun karbonhidratlarla ¢ok nadiren
reaksiyona girdigi ancak cift bag sayisi yiiksek olan ligninle reaksiyona girmeyi
tercih ettigi raporlanmistir [Bule et al., 2013]. Gerek bu caligmadaki bulgular ve
gerekse literatiirdeki sonuglar, ozonun mikroalglerden karbonhidrat hasatlanmasinda
kullanilabilirligini gostermektedir.

Sekil 4.8, mikroalg ¢ozelti ve siiziintii numunelerinden Olgiilen protein
miktarinin, hiicredeki toplam protein miktarina yiizdece oraninin, artan ozon dozuna

bagli olarak degisimini gostermektedir.
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Sekil 4.8: Yiiksek ozon dozlarinda (0,05 - 0,4 g Oz/g KB) ¢ozeltide ve siiziintiide
protein degisimi.

Sekil 4.8 incelendiginde, sliziinti numunelerine ait proteinin hiicre disina
c¢ikarilma verimin, ozon dozunun arttirilmasiyla az da olsa artan bir egilim sergiledigi
ve siiziintiide en yiiksek protein miktarmin % 30 ile 0,3 g Os/g KB ozon dozunda
elde edildigi goriilmektedir. Cozelti numunelerindeki protein miktariin sabit
kalmasi, ozonun protein yapisint 6nemli oranda degistirmedigini gostermektedir.
Sonug olarak ozonlamanin, mikroalglerden protein hasatlanmasinda kullanilabilir bir
yontem oldugu bulunmustur. Ancak pH, sicaklik, reaktor boyutu ve tipi gibi
parametrelerin degistirilmesiyle, daha yiiksek protein hasatlama verimlerinin elde
edilebilinecegi diistiniilmektedir.

Mikroalg ¢0zeltisinin ozonlanmasi sonrasinda mikroalgal biyokiitle ve
stiziintiideki lipit miktarinin, artan ozon dozuna bagl olarak degisimi Sekil 4.9’da

gosterilmektedir.
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Sekil 4.9: Artan ozon dozuna bagli olarak biyokiitledeki ve siiziintiideki lipit
degisimi.

Sekil 4.9 incelendiginde, siizinti numunelerindeki lipit miktari, mikroalg
cozeltisine 0,032 g Os/g KB ozon uygulanmasiyla az da olsa bir artig gostermis
ancak ozon dozunun arttirilmasiyla birlikte azalmaya baglamistir. Mikroalgal
biyokiitledeki %24 (KBB) lipit igeriginin, ozonlamayla birlikte hizla azaldigi en
yiiksek ozon dozunda %6’ya (KBB) diistiigii goriilmektedir. Artan ozon dozlariyla
birlikte hem siiziintiide hem de biyokiitledeki lipit miktarinda meydana gelen bu
azalmanin, ozonun lipitle reaksiyona girerek (lipiti oksitliyerek) lipit yapisina zarar
vermesi nedeniyle olustugu diisiiniilmektedir. Bilindigi gibi ozon, doymamis yag
asidindeki karbon-karbon (C=C) ¢ift baglarm1 pargalayarak lipit yapisini
degistirmektedir [Hewitt and Terry, 1992]. Literatiirle uyum icinde elde edilen bu
sonug, ozonlamanin mikroalglerden lipit hasatlanmasinda kullanilabilir bir yontem
olmadig1 yoniindedir.

Sekil 4.10°da mikroalg ¢dzelti ve siiziintii numunelerine ait KOI degerlerinin,

uygulanan ozon dozuna bagli degisimi goriilmektedir.
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Sekil 4.10: Yiiksek ozon dozlarinda (0,05 - 0,4 g Os/g KB) ¢ézeltide ve suizintiide
KOI degisimi.

Cozelti numunelerindeki KOI degerlerinde artan ozon dozuna bagh olarak bir
azalma meydana geldigi ancak siiziintii numunelerinde 0,1 g O3/g KB ozon dozuna
kadar KOI degerinin artt1g1, ozon dozunun arttirilmasiyla (0,2 g Os/g KB ve iizeri),
KOI degerlerinin diistiigii gdriilmektedir. Siiziintii numunelerine ait KOI degerlerinde
meydana gelen artisin sebebi, ozonla temas eden hiicrelerin par¢alanmasi ve hiicresel
lipidin hiicre disina salinmasi olarak izah edilebilir. Artan ozon dozlarinda, KOI
degerlerinde meydana gelen azalmaya hiicrelerden salinan lipidin ozonla reaksiyona
girerek oksitlenmesinin neden oldugu diisiiniilmektedir.

Yiiksek dozda ozon uygulamalarinda da, hiicrelerin kendiliginden ¢okelme
egilimini degistirmedigi ve tam ¢okelmenin 24 saat sonunda elde edildigi

gorilmiistir.
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4.3. Ultrases Calismalan

Mikroalglerin bulunduklar1 su ortamindan ve mikroalg hiicre i¢i materyalin
hiicreden ayistirilmasinda, arastirilan bir diger yontem ise ultrases uygulamalaridir.
Hiicre parcalamada etkinligi kanitlanan ultrasesin, mikroalg tiiriiniin degismesiyle,
etkinliginin nasil degistigini  belirlemek amaciyla karsilagtirllmali  olarak
gerceklestirilen bu ¢alismalarda BG11 sentetik besi ortaminda yetistirilen
Chlorococcum tiirlerinin baskin hale geldigi karisik mikroalg kiiltiirii ve BAEA’da
yetistirilen Scenedesmus tiirlerinin baskin hale geldigi karisik mikroalg kiltiirii
kullanilmistir.

Her iki kiltlir ortaminda yetistirilen mikroalg ¢ozeltilerine uygulanan ultrases
dozuna (UD) bagh olarak, siizlinti numunelerindeki protein ve karbonhidrat
konsantrasyonlarindaki degisim Sekil 4.11°de gosterilmektedir. Her iki kiiltiirde de
ultrasonik enerji yogunlugunun 0,4 KWh/L’ye kadar arttirilmasiyla hem protein hem
de karbonhidrat konsantrasyonlarinin arttig1 goriilmektedir.

Chlorococcum tiirlerinin baskin oldugu kiiltiirden karbonhidrat ayristirilma
veriminin yaklasik 4 kat, protein ayristirillma veriminin yaklasik 13 kat arttigi,
Scenedesmus tiirlerinin baskin oldugu kiiltiirde ise karbonhidrat ve protein

ayristirtlma verimlerinin ise yaklasik olarak 5 kat arttig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.11: Farkli ultrasonik enerji yogunluklari i¢in a) BG11 ve b) BAEA besi

ortamlarinda yetisen mikroalg kiiltiirlerine ait sliziintii numunelerindeki karbonhidrat

ve protein konsantrasyonlarindaki degisim.
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Her iki kiiltlir ortaminda yetistirilen mikroalglere ultrases uygulandiktan sonra
elde edilen siizlinti numunelerindeki karbonhidrat miktarinin, hiicredeki toplam
karbonhidrat miktarina yilizde olarak oraninin, artan ultrases dozuna bagh degisimi

Sekil 4.12°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.12: Farkli ultrasonik enerji yogunluklari icin BG11 ve BAEA besi
ortamlarinda yetisen mikroalg siispansiyonlarinda meydana gelen karbonhidrat
hasatlama verimleri.

Sekil 4.12 incelendiginde US giiciiniin 1,6 KWh/gKB olarak uygulanmasiyla
Chlorococcum tiirlerinin baskin oldugu kiiltiirde hiicredeki toplam karbonhidratin
%25’inin, Scenedesmus tiirlerinin baskin oldugu kiiltiirde ise %23’ liniin hiicre digina
c¢ikarilmasinin asglandig tespit edilmistir.

Sonuglar ultrases uygulamalarinin, mikroalg tiirlerinden bagimsiz olarak,
protein ve karbonhidrat hasatlanmasinda kullanilabilinecek basarili bir yontem
oldugunu gostermektedir. US uygulamalarinin hiicresel parcalamada etkin rol aldig
yapilan SEM goriintiilemeleriyle de tespit edilmistir (Ek D). Ancak, Sekil 4.12°den
de goruldugi gibi ultrases dozunun 2,0 kWh/gKB’ye c¢ikarilmasiyla hasatlanan
madde miktarmin diistiigli ve bu durumun sonikasyon sirasinda olusan mikro

kabarciklarmm,  hiicreler = yerine  birbirleriyle  etkilesime  girmelerinden
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kaynaklanabilecegi diistiniilmistiir [Sivakumar and Pandit, 2001]. Bu durum ig¢in
gecerli olabilecek bir baska agiklama ise US uygulamalart sirasinda olusan OH’
radikallerin, ortama salinan hiicre i¢ci maddelerle reaksiyona girerek, organik yapilar
oksitlemesidir [Zhang et al., 2006].

Mikroalg c¢ozeltilerindeki hiicre yogunlugunun, ¢o6zeltiden gegecek 151k
miktarin etkiledigi ve artan hiicre konsantrasyonlarinda, ¢ozeltinin 151k absorblama
kapasitesinin artacagi bilinmektedir. Cozeltideki hiicre yogunlugun belirlenmesinde
kullanilan AKM analizinin, ¢ozeltinin optik yogunlugu (OY), yani 151k absorblama
kapasitesi, ile olan bagintisi, ¢alismada kullanilan her iki mikroalg kiiltiirii i¢in de
belirlenmis ve korelasyon grafikleri EK B’de sunulmustur. Literatiirde ¢esitli hiicre
parcalama metotlarinin performanslarinin OY Olgiimleri vasitasiyla belirlendigi
goriilmektedir [Zhang et al., 2006; Joyce et al., 2010; Rajasekhar et al., 2012; Wu et
al., 2012]. Bu nedenle US ¢alismalarinda hiicresel pargalanma, AKM analizleri ve
OY olgtimleri yapilarak takip edilmistir. US sonrasi, BGI11 besi ortaminda
yetistirilen tiirlere ait AKM ve OY degisimlerinin benzer bir egilim gosterdigi ve
ultrasonik enerji yogunlugunun artmasiyla AKM ve OY degerlerinin azaldigi
goriilmektedir (Sekil 4.13a)). Ancak, BAEA ortaminda yetistirilen kiiltiire uygulanan
ultrasonik enerji yogunlugunun artmasiyla, AKM degerlerinin azaldig1 buna karsilik
OY degerlerinin arttigi gorilmektedir (Sekil 4.13 b)). US uygulanmasinin her iki
kiltirde farkli OY degisimleri gdstermesinin, mikroalg tiirlerinin yapisal
ozelliklerinin ~ birbirlerinden  farkli  olmast nedeniyle meydana geldigi
diisiiniilmektedir. BAEA ortaminda yetistirilen mikroalglerin parcalanmasi sonucu
cozeltiye gegen hiicre pargalarinin 684 nm’de 151k absorpladigi bu nedenle OY
degerlerinin arttig1 anlasilmaktadir. Sonug olarak, OY o6l¢iimlerinin, AKM yerine

hiicre par¢alanmasini gosterebilecek bir analiz metodu olmadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.13: Farkli ultrasonik enerji yogunluklari igin a) BG11 ve b) BAEA besi

ortamlarinda yetisen mikroalg siispansiyonlarinda meydana gelen AKM ve optik

yogunluk degisimi.
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Ultrases uygulamalarinin, hiicrelerin kendiliginden ¢okelme egilimi iizerindeki
etkisinin belirlenmesinde ozonlama deneylerinde anlatildig1 gibi Imhoff hunisi
kullanilmistir. Kendiliginden ¢6kelme egiliminde olan Chlorococcum tiirlerinin
baskin oldugu kiiltiiriin US uygulanmasi sonucunda ¢okelme egiliminden uzaklastigi
ve su ortaminda daha daginik bir hal aldig1 goriilmiistiir. Istenilen derecede ¢okelme
yaklasik 48 saat sonunda meydana gelmistir. Askida kalma egiliminde olan ancak
karanlik ve soguk ortamda yaklasik 24 saat i¢inde ¢okelme goriilen BAEA ortaminda
yetistirilen Scenedesmus tiirlerinin, US uygulama sonrasinda 48 saat sonunda bile
tam bir c¢okelme gostermedigi gozlenmistir. Sonuglar, US uygulamalarinin
mikroalglerin bulunduklart su ortamindan ayristirtlmasinda kullanilabilinecek bir

yontem olmadigini géstermektedir.

4.3.1. Ultrases Destekli Lipit Ekstraksiyonu

Ultrases destekli lipit ekstraksiyonu ¢aligmalarinda ultrasesin hiicresel
pargalanma ve lipit ekstraksiyonu tizerindeki etkisinin belirlenmesi i¢in, mikroalg
cozeltilerinin bir kismina 30 kHz ses frekansinda 0,4 kWh/L ultrasonik enerji
yogunlugunda ultrases uygulanmis, bir kismina ise hi¢bir 6n islem uygulanmamustir.
Mikroalgal biyokiitle ¢ozeltiden ayrilmadan, karisim halindeki ¢ozeltiler tizerine 50
mL n-hekzan ya da K/M (1:1, h/h) karigim1 eklenerek 5 dk boyunca hizli bir sekilde
calkalanmistir. Calkalama islemi sonunda faz ayrimimnin saglanmasi i¢in ¢dzelti
ayirma hunisinde bekletilmistir. Ekstraksiyonda kullanilan solvent sudan hafif (n-
hekzan) ise lipit iist fazda, agir (kloroform) ise alt fazda yer alir. Bu durum goz
oniinde bulundurularak faz ayrimi saglanmistir. Lipit igeren solvent fazindaki lipit
miktar1 Bolim 3.2.2°de anlatildig1 sekilde tespit edilmistir. Biyokiitle igeren su
fazindaki lipit miktarinin tespitinde ise Boliim 3.2.1°de anlatilan modifiye Bligh and
Dyer yontemi kullanilmustir.

Yukarida anlatilan bu siire¢ sayesinde ultrasesin mikroalgal biyokiitledeki lipit
ekstraksiyonuna olan etkisi belirlenmistir. Ayrica, mikroalgal biyokiitle igeren
cozeltiye solvent ilavesinin de, hiicresel pargalanma sagladigi ve hiicrelerden lipidin
ekstrakte edilmesinde kullanildig1 bilinmektedir. Bu nedenle, solventlerin neden
oldugu hiicresel pargalanma etkisini, ultrasesin etkisinden ayirmak i¢in bir kisim

¢ozelti US sonras1 6000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek algal biyokiitlenin ¢ézeltiden
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ayrilmasit saglanmigtir. Bdylece Tablo 4.2°den de goriilecegi gibi, mikroalgal
biyokiitleden lipit ekstraksiyonunu etkileyen ii¢ farkli parametre (i) sonikasyon
(uygulandi ya da uygulanmadi), (ii) solvent ilavesi Oncesi santrifiij (uygulandi ya da
uygulanmadi), (iii) ekstraksiyonda kullanilan solventin tiirii (n-hekzan ya da K/M

karigimi) etkisi, sekiz farkli deney gergeklestirilerek belirlenmistir.

Tablo 4.2: Ultrases destekli lipit ekstraksiyonu i¢in uygulanan deney tasarimi.

Deney Deneysel degiskenler
no Ultrases On santrifijj Kullanilan solvent
1 Kloroform-metanol
Uygulanmadi
2 n-hekzan
Uygulanmadi
3 Kloroform-metanol
Uyguland1
4 n-hekzan
5 Kloroform-metanol
Uygulanmadi
6 n-hekzan
Uyguland1
7 Kloroform-metanol
Uyguland1
8 n-hekzan

Mikroalg ¢6zeltisine ultrases uygulandigi ya da uygulanmadigi her iki durumda
da mikroalg c¢ozeltisine solvent ilavesi sonrasi, c¢ozeltideki lipit miktarindaki
degisimin toplam lipit {izerindeki etkisi Sekil 4.14’te gosterilmektedir. Mikroalg
¢ozeltisine direk solvent eklenmesiyle K/M kullanildiginda ¢6zeltide %23,9 (TLB),
n-hekzan kullanildigi durumda ise %22,1 (TLB) bulunmustur. Mikroalg ¢6zeltisine
US uygulandiktan sonra bu solventlerin kullanilmasiyla elde edilen lipit miktarlar
K/M i¢in ¢ozeltide %46,5 (TLB), n-hekzan igin %34,4 (TLB) olarak tespit edilmistir.
Mikroalg ¢ozeltisine ultrases uygulanmasinin lipit ekstraksiyonunu her iki solvent
icin de 6nemli oranda etkiledigi goriilmustiir.

Literatiirle uyum igerisinde olan sonug, mikroalg c¢ozeltisinden lipit
ekstraksiyonunda, US sonrast K/M kullanilmasiyla en yiiksek lipit ekstraksiyon
verimi elde edilecegi yoniindedir. Bu durum K/M karisiminin polar ve polar olmayan
¢oziiciileri igermesi, boylelikle hem hiicre i¢i hem de hiicre membrandaki lipitleri

ekstrakte etmesiyle agiklanmaktadir [Ranjan et al., 2010; Prommuak et al., 2012;
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Araujo et al., 2013] ancak, polar olmayan bir solvent olarak n-hekzanin sadece hiicre

icindeki lipitleri ekstrakte etmede basarili oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.14: Ultrases sonras1 dogrudan solvent eklenmesiyle mikroalg
siispansiyonunda meydana gelen lipit degisimi.

Ultrases ve solvent kullaniminin, hiicresel pargalanma ve lipit ekstraksiyonu
tizerindeki ortak etkisi bu sekilde belirlendikten sonra, ikinci set deneylerinde,
solventlerin neden oldugu hiicresel parcalanma etkisini, ultrasesin etkisinden ayirmak
icin bir kisim ¢ozelti solvent ilavesi oncesinde santrifiij edilerek algal biyokiitlenin
¢Ozeltiden ayrilmasi saglanmistir. Boylelikle sadece ultrasesin lipit ekstraksiyonu
tizerindeki etkisi tespit edilebilmistir. Sekil 4.15°de de goriildigi gibi ultrases
uygulamalar1 lipit ekstraksiyon verimini n-hekzan kullanildiginda %716,3’ten
%21,8’¢ (TLB) arttirirken, K/M kullanimi1 sonucunda %13,3’ten, %23,8’e (TLB) bir
artig elde edilmistir. Bu da ultrases uygulamasiyla lipit ekstraksiyon verimlerinde,
toplam lipit bazinda, K/M igin yaklasik %59, n-hekzan i¢in yaklasik %67 artig

saglandigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.15: Ultrases sonrast, solvent ilavesi dncesinde santriflij uygulamasiyla
mikroalg c¢ozeltilerinde meydana gelen lipit degisimi.

Tiim deneysel calismalar degerlendirildiginde, hiicresel parcalanma ve lipit
ekstraksiyonuna ultrases ve solventin birlikte kullanilmasinin, tek baslarina
kullanilmalarina nazaran daha etkili oldugu goriilmiistiir. Ultrases uygulamalari
sonrasinda ¢ozeltideki lipit miktarinin baslangica nazaran yaklasik iki kat arttigi
ancak, bu uygulamalarin hiicrelerdeki lipidin tamamini ¢ozeltiye gecirmede basarilt
olmadigi halen daha biyokiitle bilinyesinde Onemli miktarda lipit kaldig
gorilmektedir. Calismada en yiiksek lipit ekstraksiyon verimi, mikroalg ¢ozeltisine
ultrases uygulamasi sonrasinda K/M ilavesiyle %26,8 KB olarak elde edilmistir.
Ayrica ultrases destekli lipit ekstraksiyonu calismalarinda biyokiitledeki toplam lipit
miktarinin sabit kalmasi, ultrasesin lipit yapisi lizerinde pargalayici bir etkiye neden
olmadigin1 géstermektedir.

Ultrases uygulamalarinin, mikroalgal lipidin kimyasal yapisi {izerindeki
etkilerinin belirlenmesi amaciyla 0,4 kWh/L ultrasonik enerji yogunlugunda ultrases
uygulanan ve ultrases uygulanmayan mikroalg cozeltilerinden elde edilen lipit
ornekleri Bolim 3.5.2°de anlatildig1 sekilde GC/FID kullanilarak analiz edilmistir.
GC/FID analizleri sonucunda tespit edilen lipit miktarlari, Bligh and Dyer metodu
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kullanilarak oSl¢iilen toplam lipit miktarlarina oranlanmasiyla belirlenen nétral lipit
iceriginin US uygulanan ya da uygulanmayan her iki 6rnek igin de yaklasik olarak
%75 civarinda oldugu bulunmustur. Ayrica GC/FID analizleri sonucunda US
uygulanmayan numunedeki monogliserit igeriginin, ndtral lipitlerin %23 {inii
olustururken US uygulamasiyla bu degerin %39’a yiikseldigi, bunun karsiliginda US
uygulanmayan numunedeki digliserit igeriginin US uygulanmasinin ardindan
%47°den %30’a diistligii tespit edilmistir. US uygulanan ya da uygulanmayan her iki
numunedeki trigliserit igeriginin sabit kaldig1 ve yaklasik olarak notral lipitlerin
%30’unu teskil ettigi bulunmustur. Digliserit miktar1 diiserken, monogliserit
miktarinin artmasinin; bir kisim digliseritlerin US uygulanmasiyla monogliseritlere
par¢alanmasindan meydana geldigi distlintilmektedir. Bu durum icin gecerli
olabilecek bir baska agiklama ise; sonikasyonla, hiicre igi enzimlerin hiicre digina
salinarak, ortamdaki lipidi enzimatik hidrolize ugratmasiyla lipidin zincir yapisina
zarar vermesidir. Ayrica, ultrases uygulamalart sirasinda olustugu bilinen bolgesel
“sicak noktalarda “ortamdaki metanol varliginda digliseritlerin monogliseritlere
transesterifikasyonla donilismiis olma ihtimali de bu durum i¢in gegerli olabilecek bir

baska aciklamadir.

4.4, Ozonlama Sonrasi Ultrases Kullanim Calismalan

Bir 6nceki kisimda hiicre pargalanmasina olan etkileri ayr1 ayr1 incelenen ozon
ve ultrases uygulamalar1 bu boliimde beraber kullanilmis ve ortak etkileri
incelenmeye calisilmistir. Bu dogrultuda yapilan deneylerde bu ortak etkiyi daha
basarili bir sekilde belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan Box-Behnken deneysel
tasarim metodundan yararlanilmistir. Tiim deneysel ¢aligmalarda 500 mg/L biyokiitle
konsantrasyonuna sahip BGI11 kiiltiir ortaminda yetistirilen ve Chlorococcum
tirlerinin baskin oldugu mikroalg kiltiirii kullanilmis ve deneyler Bolim 3.2.3’de
anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir. Box-Behnken deneysel tasarim yoOntemi
dogrultusunda belirlenen plan geregince yapilan deneylere iliskin seviyeler ile her

deney seti i¢in degisen parametreler Tablo 4.3’de verilmektedir.
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Tablo 4.3: Uygulanan Box-Behnken deneysel tasarimi.

Deneysel Ultrases Ultrases
No | tasarim Ozon dozu yogunlugu | uygulama Ultrases dozu
seviyeleri (9 0s/g KB) (W/L) | siiresi (dk) (kWhg 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
7 000 0,15 400 20 0,26
8 000 0,15 400 20 0,26
9 000 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 sonugclar ile hesaplanan yiizde hasatlama verimleri

isse Tablo 4.4’te verilmistir.
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JAS

Tablo 4.4: Box-Behnken deneysel tasarimina gore elde edilen deney sonuglart ve hesaplanan yiizde hasatlama verimleri.

Deneysel Ultrases Karbonhidrat Lipit. Lipit Lipit Karbonhidra_lt _ Lipit ha_sat_lama
No tasarim dozu (mg/L) (Cozelti) | (Stiziintii) | (Toplam) | hasatlama verimi verimi
seviyeleri | (kwh/L) (mg) (mg) (mg) (% (TKB)) (% (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
7 000 0,13 123,0 4,1 2,8 7,0 62,2 40,6
8 000 0,13 118,7 54 2,1 7,5 58,1 28,0
9 000 0,13 124,4 55 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 54 63,8 30,8




Tablo 4.3 ve Tablo 4.4°de goriildiigii lizere mikroalg biyokiitlesi farkli ozon ve
ultrases dozlarina maruz birakilarak ortamdaki lipit ve karbonhidrat miktarlarindaki
degisim izlenmis ve her deney seti i¢in yiizde karbonhidrat ve lipit hasatlama
verimleri hesaplanmuistir. Birbiriyle kiyaslanabilir ve hasatlama verimliligine
dayanan bu yiizde oranlari Box-Behnken deneysel tasariminda birer sistem cevabi
olarak tanimlanmustir.

Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de verilen, ozon ve ultrases dozuna bagli olarak
karbonhidrat ve lipit hasatlama verimlerindeki degisim incelendiginde, ultrases
enerjisinin ve ozon dozunun artmasiyla beraber karbonhidrat hasatlama veriminde
belirgin artiglar gozlemlenirken ayni durum lipit igin sdylenememektedir.
Karbonhidrat hasatlama verimi 0,15 ve 0,27 g Oz/g KB ozon dozlari i¢in sirasiyla 0,3
ve 0,2 kWh/ g KB ultrases dozlarinda en yiiksek degerine (%80 (TKB)) ulasmistir.
Bu da her iki ozon ve ultrases dozu ¢ifti arasinda bir optimum noktasi olduguna
isaret etmektedir. Tiim ozon dozlart i¢in 0,3 kWh/ g KB ultrases dozundan sonra
hasatlama veriminde artisin sonlandig1 ve bir diisiisiin yasandig1 gézlemlenmektedir.

Bu durum artan ultrases dozunun ozonun etkisini azalttigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.16: Degisen ozon dozlar1 sonrasi uygulanan farkli ultrases dozlari i¢in
karbonhidrat hasatlama verimleri.
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Ote yandan ulasilan en yiiksek lipit hasatlama verimi %52 (TKB) olup, artan

ozon dozuyla bu verimin azaldigi goriilmektedir (Sekil 4.17). Buna artan ozon

dozuyla beraber artan lipit oksidasyonunun neden oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle

toplam lipit miktarinin artan ozon dozuyla degisiminin verildigi Sekil 4.18’de de

goriildiigii gibi lipit miktar1 0,15 g Os/g KB ozon dozundan sonra belirgin (%25

civarinda) bir diisiis gostermektedir.
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Sekil 4.17: Degisen ozon dozlar1 sonrasi uygulanan farkli ultrases dozlari i¢in lipit

hasatlama verimleri.
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Sekil 4.18: Degisen ozon dozlari i¢in toplam lipit miktarindaki degisim.

Box-Behnken deneysel tasarimi kapsaminda iiretilen sistem cevaplari (yiizde
hasatlama oranlar1) ti¢ farkli deney degiskeni (ozon dozu, ultrases yogunlugu ve
ultrases siiresi) arasindaki iligskiyi bulabilmek icin bir istatistik yazilimi (JMP 10,
SAS) kullanarak varyans analizi (ANOVA) ve regresyon modeli ger¢eklestirilmistir.

Elde edilen ANOVA analiz sonuglar1 ii¢ ayristirma oranindan sadece
karbonhidrat ayristirma oranina dayanan model i¢in hesaplanan p degerinin
(istatistiksel anlamlilik seviyesinin) 0,05’ten kii¢iik oldugunu gostermistir. Bu da
sadece karbonhidrat ayristirma oranlarina dayanan modelin saglanmasi istenen %95
anlamlilik  seviyesine ulastigini  ve istatistiksel anlamda anlamli sonuglar

verebilecegini gostermektedir (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5: Box-Behnken tasarimiyla elde edilen denklemler igin ANOVA analizi

sonugclart.

Sistem Serbestlik | Karelerin | Ortalama .

Kaynak . F oran1 | p-degeri
cevaplari derecesi toplami kare
Karbonhidrat | Model 9 0,0844 0,0094 | 7,2231 | 0,0212*
aynstirma. 1 ycalan 5 0,0065 | 0,0013
orani

Toplam 14 0,0909
Lipit Model 9 0,1201 0,0133 | 3,9659 0,0717
aynstrma. |y aan 5 0,0168 | 0,0034
orani

Toplam 14 0,1369

Kullanilan istatistik yazilimi tarafindan karbonhidrat ayristirma orani igin
olusturulan regresyon model esitligi asagida verilmis olup modelin korelasyon
katsayis1 (R?) 0,93 ’tiir.

Y = 0,037 + 0,066x; — 0,055x, + 0,019x5 — 0,02x;x, — 0,018, %5
(4.2)
—0,01x,x5 — 0,048x2 + 0,045x2 — 0,023x.

Burada Y sistem cevabimmi (karbonhidrat ayristirma verimini), x; birinci
degisken (ozon dozu), x, ikinci degisken (ultrases yogunlugu) ve x5 igiinci
degisken (ultrases siiresi) temsil etmektedir.

Elde edilen model katsayilarina ait anlamlilik analizi incelendiginde (Tablo
4.6), karbonhidrat hasatlama verimi {izerinde diger faktorlere kiyasla ozon dozunun
daha belirgin bir pozitif ve ultrases yogunlugunun diger faktorlere kiyasla sirasiyla
daha belirgin bir negatif etkisi vardir denebilir. Tablodan da goriilebilecegi gibi ozon
dozunun ve ultrases uygulama siiresinin ayrigtirma oranimni arttiric etkisine ragmen
ultrases uygulamasinin bu etkiye zit yonde ve azaltici sekilde, bir etkiye sahip oldugu
anlasilmaktadir. Bu durumun baslica nedeni ultrasesin, kisa ultrases uygulama
stireleri i¢in, ozonun sahip oldugu oksitleme kabiliyetini indirgeyici (0zon ve ozonun
parcalanmasiyla olusan serbest radikalleri bozarak) yonde etki gosterirken, ultrases
uygulama siiresinin artigiyla beraber ortamdaki ozonun da yok olmasiyla birlikte

ultrasesin bastaki bu negatif etkiden pozitif etkiye gecis yapmasidir.
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Tablo 4.6: Model katsayilarina ait anlamlilik analizi.

Faktorler Katsay1 | t oran1 | torani (bar) | p degeri
Ozon dozu 0,0662| 5,20|—r—==mm=m | 0,0035*
Ultrases yogunlugu -0,055| -4,32 |\rmmm——— | 0,0076*
Ozon dozu? -0,0479| -2,56|—mm=———| 0,0509
Ultrases yogunlugu? 0,0445| 2,38|——mm—| 0,0634
Ultrases stiresi 0,0188 1,47 ——=———| 0,2010
Ultrases siiresi’ -0,0229| -1,22|—r—=———| 0,2761
Ozon dozu x Ultrases yogunlugu -0,02| -111|——=——| 0,3175
Ozon dozu x Ultrases siiresi -0,0175| -097 | —r—w=———| 0,3760
Ultrases yogunlugu x Ultrases siiresi -0,01| -0,56|———=——=—| 0,6028

Bu faktdrlerin birbirleriyle olan iliskileri, olusturulan yiizey cevap grafiklerinde
ayrica gosterilmistir (Sekil 4.19). Yiizey cevap grafikleri incelendiginde, ozon dozu
ve ultrases yogunlugu ikilisi arasinda ozon dozunun, ultrases siiresi ve ultrases
yogunlugu arasinda ise ultrases siiresinin karbonhidrat hasatlama verimini arttirict
degisken oldugu goriilmektedir (Sekil 4.19 a)ve b)). Ote yandan ozon dozu ve
ultrases siiresi degiskenlerinin hasatlama verimi iizerindeki etkisinin pozitif oldugu,
ozonun ultrases siiresine gore hasatlama verimi artis1 iizerinde daha fazla etkisi
oldugu goriilmektedir (Sekil 4.19c)).

Istatistiksel agidan kayda deger sonuglar verilen karbonhidrat hasatlama modeli
icin optimizasyon hesaplamalar1t MATLAB 7.7 (Mathworks) yaziliminda yer alan
optimizasyon araglar1 (optimtool) kullanilarak gergeklestirilmis ve model icin
optimum parametre kombinasyonu su sekilde bulunmustur: 0,25 g Os/g KB ozon
dozu, 0,3 W/L ultrases yogunlugu ve 23 dk ultrases uygulama siiresi (0,23 kWh/ g
KB ultrases dozu).0
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b) ultrases siiresi - ultrases yogunlugu ) 0zon dozu - ultrases siiresi karsilagtirmali
yiizey cevap grafikleri.

Sekil 4.19: Karbonhidrat ayrigtirma verimleri igin



4.5. Mikroalgal Biyokiitlenin Fermentasyon Oncesi On
Aritiminda Uygulanan Yontemler

4.5.1. Ozon ile On Aritim

Mikroalg biyokiitlesine sadece ozon uygulanmasiyla hiicresel polisakkaritlerin,
monomerik sekerlere (glikoz) kadar parcalanmasiin arastirildigr bu calismalarda
0,25 — 2,0 g O3/g KB araliginda degisen ozon dozlari, hiicre konsantrasyonu 10 g/L
olan, 3 mL mikroalg ¢ozeltileri kullanilarak gergeklestirilmistir. Deneysel ¢aligmalar
Bolim 3.4.1°de anlatildig1 sekilde yiiriitiilmiis ve ozonlama sonrasi siiziinti
numunelerindeki glikoz miktar1, 6nceden glikoz kullanilarak kalibrasyonu yapilan
HPLC’de analiz edilmistir. Herhangi bir enzim ilavesi yapilmadan gergeklestirilen
bu ¢aligmalarda ¢ok diisiik glikoz doniisiim verimleri (% 0,5 altinda (TKB)) elde
edilmistir. Bu calismalar, enzim ilavesi olmadan ozonlamanin, hiicresel
polisakkaritleri glikoza doniistiirmede etkili olmadigini ancak hiicresel par¢alanmada
etkin rol aldig1 yapilan SEM goriintiilemeleriyle tespit edilmistir (Ek D).

Bu ¢alismalarin 15181 altinda gergeklestirilen ikinci set deneylerde, 0,5 g Os/ g
KB ozon dozu kullanilarak ozonlanan mikroalg c¢ozeltileri {izerine artan
konsantrasyonlarda enzim karigimlari (0,15-1,5 mL g/KB Celluclast 1.5L/Novozym
188 1/, Vi) ilave edilmistir. Sonuglar sadece enzimlerin kullanildigi &n aritim
calismalariyla birlikte sunulmustur. On aritim c¢alismalar1 sonrasinda  siiziintii
numunelerindeki glikoz miktarinin, mikroalg hiicresinde bulunan toplam
karbonhidrata yiizdece oraninin, artan enzim dozuna bagli olarak degisimi Sekil

4.20°de verilmistir.
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Sekil 4.20: Sadece enzim ve ozon sonrasi enzim uygulamalarindan elde edilen glikoz
verimlerinin 0,5 g Os/g KB ozon dozu i¢in farkli enzim dozlarinda karsilastirilmasi.

Glikoza donilisiim veriminin, enzim miktarinin arttirilmasina bagli olarak
artt1g1, 1,2 mL/g KB enzim dozunda en yiiksek glikoza doniisiim veriminin % 66,8 +
5,1 TK olarak elde edildigi goriilmektedir. Bu tepe noktasinda ozon uygulamalarinin
enzimatik sakkarifikasyonu 6nemli derecede etkileyerek glikoza doniisiim verimini
yaklasik 4,6 kat arttirdigi tespit edilmistir. Buna karsilik sadece enzimlerin
kullanildigr 6n artim c¢alismalarinda en yiiksek glikoza doniisim verimi %14,5
(TKB) olarak 1,5 mL/g KB enzim dozunda elde edilmistir. Caligma sonucunda ozon
ve enzim ile 6n aritim yontemlerinin tek baglarina kullanilmalarindan ziyade birlikte
kullanilmalariyla ¢ok daha yiiksek glikoza doniisim verimi elde edilecegi
gorilmiistiir.

Mikroalg biyokiitlesindeki polisakkaritlerin glikoza doniistiiriilmesinde etkin
enzim konsantrasyonu bu sekilde tespit edildikten sonra mikroalg c¢ozeltileri farkl
ozon dozlarinda ozonlanarak en etkin ozon dozu belirlenmeye calisilmistir. Sadece
ozonlamanin etkilerinin arastirildigi ilk set deneylerinde oldugu gibi bu deney
setinde de 0,25 — 2,0 g Os/g KB araliginda degisen ozon dozlari, sabit hiicre

konsantrasyonu ve hacmi kullanilarak gerceklestirilmistir. Ozonla ©6n aritim
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calismalar1 bu sekilde yiiriitiildiikten sonra mikroalg ¢ozeltileri lizerine 1,2 mL/g KB
enzim eklenerek enzimatik sakkarifikasyonun gerceklesmesi saglanmistir.

Sekil 4.21°de ozon ve enzimle On aritim calismalar1 sonrasinda siizlintii
numunelerindeki glikoz miktarinin, mikroalg hiicresinde bulunan toplam

karbonhidrata ylizdece oranmin, artan ozon dozuna bagli olarak degisimi

gosterilmektedir.
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Sekil 4.21: Farkli ozon dozlari i¢in, ozonlama sonrasi sabit enzim dozu (1,2 mL/g
KB) kullanilarak elde edilen glikoz verimlerinin karsilastiriimasi.

Sekil 4.21 inceendiginde en yiiksek glikoza doniisiim verimi 0,5 g Os/g KB
ozon dozunda elde edilmistir. 0,5 g Osz/g KB ozon dozunun altindaki ozon
dozlarinda, daha diisiik glikoza doniisiim verimi elde edilmesine, ozonla hiicrelerin
yeterli diizeyde etkilesime girmemesinden kaynaklandigi diistintilmektedir. Artan
ozon dozlarinda meydana gelen verimdeki azalmaya, ozonlama sirasinda ¢ozeltiye
saliman polisakkaritlerin yine ozonla reaksiyona girmesi sonucu parcalanmasinin
neden oldugu diisiiniilmektedir.

Ozon destekli enzimatik sakkarifikasyon calismalarina ek olarak enzimatik
hidroliz siiresi ve biyokiitle konsantrasyonunun glikoza doniistim verimi lizerindeki

etkileri de arastirilmistir. Calismalar daha 6nce anlatildig sekilde ti¢ tekrarli olarak
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0,5 g Os3/g KB ozon dozunda ve 1,2 mL/g KB enzim konsantrasyonunda
gerceklestirilmistir. Sekil 4.22°de enzimatik hidroliz siiresinin glikoza doniisiim
verimi tizerindeki etkisi gosterilmektedir. Glikoza doniisiim veriminin enzimatik
hidroliz siiresinin artmasiyla artti§1 goriilmiistiir. En yiiksek glikoza doniisiim
veriminin 4 saatlik hidroliz siiresi sonunda %68 + 5 (TKB) olarak elde edildigi ve

hidroliz siiresinin daha da arttirilmasmin glikoza doniisiim verimini etkilemedigi

tespit edilmistir.
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Sekil 4.22: Enzimatik hidroliz siiresinin ve biyokiitle konsantrasyonunun ozon sonra
enzim uygulamast i¢in 1,2 mL/g KB enzim dozunda glikoz verimi {izerindeki etkisi.

Biyokiitle konsantrasyonun artmasiyla, ozonun tiim biyokiitle ile tam olarak
reaksiyona girememesi ve bu nedenle ozonun kiitle transfer hizinin sinirlanmasi s6z
konusu olabilir. Ozon destekli enzimatik sakkarifikasyon deneylerinde kullanilan
biyokiitle konsantrasyonunun 10 g/L’den 5 ve 2,5 g/L diistiriilmesiyle bu durum net
bir sekilde gézlenmistir. Beklenildigi gibi biyokiitle konsantrasyonun diisiiriilmesiyle
glikoza doniistim verimi artmug, 5 g/L biyokiitle konsantrasyonunda %78,8 + 7,7
(TKB) elde edilirken biyokiitle konsantrasyonunun en az kullanildigi deney setinde
glikoza doniistim verimi %80,6 = 7,8 (TKB) olarak bulunmustur. Calisma sonucunda
biyokiitle konsantrasyonunun diisiik tutulmasinin glikoza doniistim verimi agisindan
daha avantajli oldugu goriilmiistiir. Ancak biyokiitle konsantrasyonun diisiiriilmesi,

sonraki proseslerin (hasatlama, kurutma vb) maliyetinin artmasina neden olacagindan
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yogun Dbiyokiitle konsantrasyonu ile c¢alismanin daha ekonomik olacagi

distiniilmektedir.

4.5.2. Ultrases ile On aritim

Ultrases ile mikroalglerin hasatlanmasinin arastirildigi  Bolim  4.3’°de
gerceklestirilen calismalarda hiicresel pargalanma ve hiicre i¢i karbonhidrat
salimiminin en yiiksek oldugu ultrases enerjisinin, birim biyokiitle basina 1,6 kWh/g
KB uygulanmasiyla elde edildigi goriilmiistiir. Bu nedenle fermentasyon oncesi
mikroalg ¢ozeltilerinin ultrases ile 6n aritiminda bu US giicii kullanilmistir. Ultrases
dozunun sabit tutulup, enzim konsantrasyonun kademeli olarak arttirildigi

caligmalarda, elde edilen glikoza doniisiim verimleri Sekil 4.23’te verilmektedir.
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Sekil 4.23: Ultrases (1,6 kWh/g KB) sonrasi, enzim konsantrasyonlarinin
arttirilmasiyla elde edilen glikoz verimleri.

US sonrasi glikoza donilisiim veriminin artan enzim konsantrasyonu ile arttigi
ve en yiiksek glikoza doniisiim veriminin % 49,5 + 4,4 (TKB) olarak 1,2 mL/g KB
enzim konsantrasyonunda elde edildigi goriilmektedir. Ultrases ile on aritim
sonucunda elde edilen bu glikoz doniisiim veriminin Kuru biyokiitlenin %30,9 +2,1’¢
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tekabiil ettigi ve literatlirde yer alan ¢aligmalarda farkli biyokiitle konsantrasyonlari
(0,3-10 g/L) kullanilmasina ragmen benzer glikoza doniisiim verimleri elde edildigi

goriilmektedir [Zhao et al., 2013].

4.5.3. Seyreltik Asit ve Alkali On aritim

Fermentasyon oncesi biyokiitlenin ozonla 6n aritimi ¢alismalarinda elde edilen
sonuglarin klasik 6n aritim yontemlerinden seyreltik asit ve alkali 6n aritim ile
karsilagtirilmasmin yapildigi bu deneylerde biyokiitle konsantrasyonu 10 g/L ve
¢dzelti hacmi 3 mL olarak sabit tutulmustur. On aritim sonras1 ¢ozeltiler iizerine 1,2
mL/g KB enzim ilavesi yapilarak enzimatik sakkarifikasyon Bolim 3.4.5°te
anlatildig: sekilde gergeklestirilmistir.

Asit ve alkali 6n aritim calismalarinda farkli konsantrasyonlarda H>SO4 ve
NaOH c¢ozeltileri kullanilarak elde edilen glikoza doniisiim verimleri Sekil 4.24
a,b’de sunulmustur. Asitle 6n aritim calismalarinda en yiiksek glikoza doniisiim
verimi en diigiik asit konsantrasyonunda %38,6 + 3,1 (TKB) olarak elde edilmistir.
Asit konsantrasyonun %1’in altina disiiriilmesinin toplam glikoza doniisiim verimi
tizerinde Onemli derecede etki goOstermeyecegi ancak asit konsantrasyonun
arttirilmasiyla glikoza doniistim verimin 6nemli oranda diistiigii goriilmektedir (Sekil
4.24a3)). Bu durumun yiiksek asit konsantrasyonlarinda ortamdaki monomerik
sekerlerin yine asit tarafindan parcalanmasi sonucu meydana geldigi
diistiniilmektedir [ Yu and Zhang, 2003].

Alkali 6n aritimin ¢aligsmalarinda ise kullanilan her NaOH konsantrasyonu i¢in
benzer sonuglar elde edilmistir (Sekil 4.24b)). En yiiksek glikoza doniisiim verimi
%1 NaOH kullanilmasiyla %48,5 + 3,3 (TKB) olarak bulunmustur. Alkali 6n aritim
calismalarina ait numunelerin HPLC analizinde, seliilozun hidroliz {iriinii olan ve iki
glikoz molekiiliinden olusan sellobiyoz konsantrasyonunun, artan NaOH
konsantrasyonu ile arttig1 ancak glikoz konsantrasyonunda onemli bir degisimin
olmadig1 tespit edilmistir. Sellobiyoz konsantrasyonunda meydana gelen bu artis,
mikroalgal selilloz ya da hemiselillozun, alkali 6n artimla parcalandiginin bir
gostergesidir. Ancak kullanilan enzim konsantrasyonunun yeterli olmadigi ve nihai
irlin olarak istenen glikoza donilisiimiin saglanmasi i¢in ek olarak B-glikosidaz

enzimi gerekli oldugu gorilmektedir.
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Sekil 4.24: Asit ve alkali 6n aritim sonrast enzim uygulamasindan elde edilen glikoz

verimlerinin 1,2 mL/g KB enzim dozu i¢in karsilastirilmast.

Caligsmalar sonucunda, ozonla 6n aritimin alkali 6n aritima nazaran daha diisiik

enzim konsantrasyonlarinda daha yiiksek glikoza doniisim verimleri sagladigi

goriilmektedir (Sekil 4.25). Ayrica ozonla 6n aritim ¢alismalarinda, ozonlama sonrasi

¢ozeltilerin pH degerlerinin 5,6 £ 0,5’e distiigli ve ¢ok diisiik miktarlarda seyreltik

stilfiirik asit ilavesi ile enzimatik sakkarifikasyon icin Onerilen (iiretici tarafindan

tavsiye edilen) pH’nin 4,8 degerine ayarlamasinin yapilabildigi tespit edilmistir.

Ancak, asit ve alkali 6n aritim sonrasinda enzimatik sakkarifikasyon i¢in gerekli pH

4,8’e ayarlanmas1 her iki aritim i¢in de yiiksek miktarlarda konsantre alkali ya da asit

kullanim1 gerekmektedir. Ilave kimyasal kullammi bu 6n aritim proseslerinin

maliyetini 6nemli oranda arttirmaktadir.
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Sekil 4.25: Ozon, ultrases, alkali ve seyreltik asit 6n aritim metotlar1 sonrasi enzim
uygulamasindan ve sadece enzim kullanilarak elde edilen glikoz verimlerinin 1,2
mL/g KB enzim dozu, 10 g/L biyokiitle konsantrasyonu ve 4 saatlik enzimatik
hidroliz stiresi i¢in karsilagtirilmasi.
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5. SONUCLAR ve YORUMLAR

5.1. Mikroalgal Biyokiitle Uretimi ve Biyokiitlenin Temel
Bilesenleri

Tez caligmas1 kapsaminda mikroalgal biyokiitle iiretimi amaciyla biyolojik
aritilmis evsel atiksu ortam1 ve BG11 sentetik besin ortami kullanilmistir. Laboratuar
kosullarinda sabit c¢evresel sartlarda (150 pmol foton/m?sn siirekli aydinlatma
altinda, pH 7,0 £ 0,5 araliginda ve 20 £ 2 °C sicaklikta) yetistirilen mikroalg
kiiltiirlerinin, zaman igerisinde BG11 besi ortaminda Chlorococcum tiirlerinin, evsel
atiksu ortaminda ise Scenedesmus tiirlerinin baskin hale geldigi yapilan mikroskobik
analizler sonucunda goriilmiistiir.

Iki farkli besin ortaminda yetistirilen mikroalg Kkiiltiirlerinin hiicresel
bilesenlerinin hiicrelerin yetistirildigi besin ortamina ve yetistirilme siiresine bagl
olarak degisim gosterdigi goriilmiistiir. BG11 sentetik besin ortamindaki tiirlerin
protein, karbonhidrat ve lipit igeriklerinin sirasiyla %25, %46 ve %26 (KBB) oldugu,
ancak zaman icerisinde Chlorococcum tiirlerinin baskin hale gelmesiyle protein,
karbonhidrat ve lipit igeriklerinin sirastyla %18, %62 ve %19 (KBB) olarak degistigi
tespit edilmistir. Diger taraftan, evsel atiksu ortaminda yetistirilen tiirlerin hiicresel
bilesenlerinin zamanla degisim gostermedigi ve protein, karbonhidrat ve lipit
iceriklerinin sirastyla %33, %33 ve %27 (KBB) oldugu belirlenmistir.

5.2. Mikroalglerin Hasatlanmasi ve Biyokiitlenin
Parcalanmasi1 Calismalari

Calisma kapsaminda ozonlamanin, Chlorococcum tiirlerinin baskin hale geldigi
karisik mikroalg kiiltliriiniin hasatlanmasi ve biyokiitlenin parcalanmasi tizerindeki
etkileri arastirilmistir. Beklenildigi gibi ozonlama ile hiicrelerin parcalanmasi ve
hiicre i¢i degerli organiklerin ¢dzelti fazina taginmasi saglanmistir. Bu taginim birim
hiicre bagina uygulanan ozon dozunun 0,05 g Os/g KB ve daha yiiksek oldugu ozon
dozlarinda goriilmiistiir. Ozonlama sonrast siliziinti numunelerindeki protein
konsantrasyonunun artan ozon dozu ile arttigi goriilmiis ve en yiiksek protein
hasatlama verimi (toplam protein bazinda %30) ile 0,3 g Oz/g KB 0zon dozunda elde
edilmistir. Bu durum ozonlamanin hiicrelerden protein hasatlanmasinda da
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kullanilabilir bir yontem oldugunu ve reaksiyon sartlarinin degistirilmesi ile daha
yiiksek protein hasatlama verimlerinin elde edilecegini gostermektedir.

Bu tez calismasmin birinci hedefi mikroalg hiicrelerin parcalanmasi ve
hiicresel karbonhidratin hasatlanarak biyoetanol fermentasyonunda kullanilmasi
amaciyla optimum bir ozon dozunun belirlenmesidir. Deneysel ¢aligsmalar, ozonlama
sonrasi siiziintii numunelerindeki karbonhidrat miktarinin, artan ozon dozu ile arttig1
ve en yiiksek ozon dozu olan 0,4 g O3z/g KB’de, hiicredeki toplam karbonhidratin
%80’inin  hasatlanmasmin saglandign  goriilmektedir. Ozellikle biyokiitleden
karbonhidrat ayriminda ortaya c¢ikan bu yiiksek verim, ozon uygulamalarinin
mikroalglerden biyoetanol iiretiminde bir 6n aritim yontemi olarak kullanabilecegini
gostermektedir. Biyokiitlenin 6n aritiminda ozon kullanimima dair sonuglar bir
sonraki boliimde 6zetlenmistir.

Diger taraftan, ozonlamanin lipit ayristirma verimini arttirdigini sdylemek
zordur. Bir onceki boliimde de belirtildigi gibi, ozonlama sonrasinda biyokiitledeki
lipit miktar1 (%24 (KBB)) azalirken, ¢ozeltideki lipit miktarlarinin ayni oranda
artmadigr (%6 (KBB)) gozlemlenmistir. Bu durumun, hiicresel membranlar
parcalamak amaciyla verilen yiiksek dozda ozonun hiicreden ekstrakte edilen lipit ile
reaksiyona girmesi sonucunda lipit yapisim1  bozmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Literatiirde de ozonun doymamis yag asitlerindeki karbon-karbon
cift baglarin1 (C=C) bozarak lipit yapisin1 degisime ugrattig1 bilinmektedir [Hewitt
and Terry, 1992]. Ogzellikle sularin ozon ile dezenfeksiyon islemi sirasinda
mikroorganizmalarin pek c¢ok dis etkiye dayanikli olan membran yapisinin
bozuldugu ve ozonlama sirasinda ortaya cikan serbest radikallerin ve peroksit
karakterli ozonlama ara {irlinlerinin de bu pargalanma aktivitesini siirdiirdiigii bilinen
bir durumdur [Roshchina and Roshchina, 2003]. Ozonun lipit gibi karmagik
hidrokarbonlarla girdigi reaksiyonlarda sayisiz reaktif ara {lirlin meydana getirdigi ve
sonucta ozon dozuna bagli olarak molekiiler yapisini degisime ugrattig1 ve karbonil
ve karboksil gruplari i¢eren bilesiklere sahip olan son {irlinleri ortaya ¢ikardig gesitli
caligmalarda gozlemlenmistir [Ackman et al., 1961; Criegee, 1975; Salter and
Hewitt, 1992]. Ancak 6zellikle mikroalgal lipitlerin ozonla par¢alanmasi hususunda
literatiirde yayinlanan ¢ok az sayida calisma, ozonlama sonucu olusacak iiriinlerle
ilgili yeterli bilgi sunmamaktadir. Gortildiigli gibi lipit yapis1 ve ¢esidine gore farkl
ara ve son iriinler olusturan bu karmasik parcalanma reaksiyonlarinin takibi detayli

ve kontrollii bir ek ¢aligmay1 gerektirmektedir.
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Bu tez caligmasmin amaglarindan birisi de ozon kullanarak hiicre yapisinin
bozulmasidir. Ozon uygulamalarinin, mikroalglerin hiicre biitiinliigli iizerindeki
pargalayici etkisi yapilan SEM goriintiilemeleriyle de belirlenmistir (EK D). Ancak,
hiicre yapisinin bozulmasi ile beraber hiicre i¢indeki lipitler ozon ile reaksiyona
girerek biyodizele doniistiiriilebilecek lipitleri de bozmustur. Bu nedenle, elde edilen
sonuglar 15181nda o0zon uygulamasinin, biyodizel eldesi i¢in iiretilen mikroalglerden
lipit ayristirilmas1 amaciyla bir par¢alama metodu olarak kullanilmasi tavsiye
edilmemektedir.

Ayrica, 0zonlanan hiicrelerin ¢ozelti i¢inde daha daginik bir hal aldig1 ve
cokme egiliminden daha da uzaklastigi goriilmistir. Bu gozlem, ozonlamanin
hasatlama ve hiicreden lipit ekstraksiyonu amaciyla kullanimindan ziyade hiicre i¢i
maddelerden karbonhidrat ve proteinlerin eldesi ig¢in etkin bir sekilde
kullanilabilecegini gostermistir.

Tez ¢aligmas1 kapsaminda mikroalglerin hasatlanmasinda kullanilan bir diger
yontem de ultrases (US) uygulamasidir. US uygulamasinda BG11 sentetik besi
yerinde yetistirilen Chlorococcum tiirlerinin baskin hale geldigi karisik mikroalg
kiiltirii ve evsel atik suda yetistirilen Scenedesmus tiirlerinin baskin hale geldigi
karigik mikroalg kiiltiiri kullanilmistir. Mikroalg ¢ozeltilerine uygulanan US enerjisi
0,4-2,0 kWh/g KB araliginda olacak sekilde gerceklestirilmistir. Beklenildigi gibi US
uygulamasi ile hiicrelerin parcalanmasi saglanmis ve hiicre i¢i degerli organikler
(protein, karbonhidrat, lipit) ¢ozelti fazina tagmmistir. Calismada 1,6 kWh/g KB
enerjinin (400 W/L gilic ve 60 dakika uygulama siiresi) en etkin US uygulamasi
oldugu goriilmiistiir.

Chlorococcum tiirlerinin baskin hale geldigi karisik mikroalg kiiltiiriine bu
giicteki US uygulanmasi ile siiziintii numunelerindeki protein miktarinda 13 kat ve
karbonhidrat miktarinda ise yaklasik 5 kat artig tespit edilmistir. Benzer sekilde
Scenedesmus tiirlerinin baskin hale geldigi karisik mikroalg kiiltiire bu giicte US
uygulanmasiyla protein ve karbonhidrat konsantrasyonlarinda yaklagik 5 katlik artis
tespit edilmistir. Ancak, ultrasonik enerjinin 2,0 kWh/gKB’ye ¢ikarilmasiyla
hasatlanan madde miktarinin distiigii goriilmistiir. Bu durum US sirasinda olusan
mikro kabarciklarin, hiicreler yerine birbirleriyle etkilesime girmesi ya da US
uygulanmasiyla olusan OH® radikallerinin, ortamadaki maddelerle reaksiyona
girerek, organik yapilart oksitlemesi seklinde agiklanabilir [Sivakumar and Pandit,
2001; Zhang et al., 2006].
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Mikroalg  ¢Ozeltisine  ultrases  uygulanmasiyla, mikroalgal lipidin
ekstraksiyonunun daha etkin bir sekilde saglanabildigi gorilmiistiir. Ultrases
uygulanmasinin ardindan mikroalg ¢ozeltisine K/M eklenmesiyle lipit ekstraksiyon
verimi %83 oraninda artarken n-hekzan kullanildiginda %69°1uk bir artis tespit
edilmistir. Bu durum K/M karisiminin polar ve polar olmayan ¢oziiciileri icermesi,
boylelikle hem hiicre i¢i hem de hiicre membranindaki lipitleri ekstrakte etmesiyle
aciklanmaktadir. Bu sonuglar US yonteminin hiicre i¢i maddeleri etkili bigimde
hiicre disina tasidigini ve bu teknolojinin hiicre i¢i maddelerin eldesinde verimli
olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Ultrases uygulamalarmin mikroalgal lipit kompozisyonunu degistirdigi, US
uygulanmayan numunedeki monogliserit iceriginin, ndtral lipitlerin %23 iinii
olustururken US uygulamasiyla bu degerin %39’a yiikseldigi, bunun karsiliginda US
uygulanmayan numunedeki digliserit iceriginin US uygulanmasinin ardindan
%47°den %30’a diistiigii tespit edilmistir. US uygulanan ya da uygulanmayan her iki
numunedeki trigliserit igeriginin sabit kaldig1 ve yaklasik olarak nétral lipitlerin
%30’unu teskil ettigi bulunmustur. Digliserit miktar1 diiserken, monogliserit
miktarinin artmasinin; bir kisim digliseritlerin US uygulanmasiyla monogliseritlere
parcalanmasindan meydana geldigi disiliniilmektedir. Mikroalg hiicrelerindeki
toplam nétral lipit igeriginin US uygulanan ya da uygulanmayan her iki 6rnek i¢inde
yaklasik olarak %75 civarinda oldugu bulunmustur.

Diger taraftan, US uygulanan hiicrelerin ¢okme egiliminden uzaklastigi ve
¢ozelti icinde daha daginik bir hal aldig tespit edilmistir. Bu sebeple ultrasesin,
mikroalgal biyokiitle i¢in tek basina bir hasatlama ydntemi olarak kullanilmasinin
uygun olmayacagi diistiniilmektedir.

Bu ¢aligma kapsaminda mikroalglerin hasatlanmasinda denenen bir diger
yontem ise ozonlama sonrasi ultrases uygulamalaridir. Ozonlamanin lipit {izerindeki
olumsuz etkilerini ortadan kaldirmak ve diisiik ozon ve US giiciinde yiiksek lipit
ekstraksiyonu saglayabilmek icin gerceklestirilen bu ¢alismalarda ozon dozu 0,03-
0,27 g Os/g KB ve hemen sonrasinda US giicii 300-500 W/L ve 10-30 dakika US
uygulama siiresi tatbik edilmistir. Bu c¢alismada BG11 sentetik besi yerinde
yetistirilen Chlorococcum tiirlerinin baskin hale geldigi karisik mikroalg kiltiirti
kullanilmistir. Artan ozon dozu ve birim ultrases uygulama enerji (kWh/L) ile
ayristirilan protein ve karbonhidrat miktarlarinda orantili bir artig goriiliirken, aym

durum lipit i¢in sdylenememektedir. Ozonun tek basina etkisinin incelendigi dnceki
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caligmalarda oldugu gibi ozonun hiicre parcalamada pozitif etkisi ve lipit
ekstraksiyonunda negatif etkisi oldugu gozlemlenmistir. Box—Behnken metodu
dogrultusunda yapilan deneylerde elde edilen sonuglar kullanilarak olusturulan yiizey
modeli incelendiginde ozonlama sonrasi kullanilan ultrases yonteminin ozonun bu
ikili etkisini azalttig1 ve artan ultrases uygulama siiresiyle beraber hiicre par¢alama
kabiliyetini ortaya c¢ikardigi goriilmektedir. Model ayrica ozonun bu yan etkisine
ragmen ultrases yogunlugu ve siliresine nazaran ayristirma siireci iizerinde daha etkin
rol oynadigimi gostermektedir. Bu sonuglar g6z Oniine alindiginda O3/US
uygulamasinin daha diisiik ozon dozlari igin ultrases sonrasi ozonlama seklinde
yeniden diizenlenmesinin hiicre i¢i organik materyalin (protein, karbonhidrat, lipit
vb.), yapisal zarara ugratmadan, hiicreden ayristirilmasini  saglayacagi
diistiniilmektedir.

Literatiirde hiicre parcalanmasinin gravimetrik AKM 6l¢iimii yerine, ¢ézeltinin
684 nanometrede optik yogunlulugu (OYesganm) Olgiilerek takip edildigi birgok kez
raporlanmistir. Bizim c¢alismalarimizda ultrasese maruz kalan mikroalg ¢ozeltilerinde
gravimetrik olarak ol¢iilen AKM’nin US giicline ve siireye bagli olarak azaldigi,
ancak ¢ozeltilerde okunan OYesganm degerlerinin kiiltiire gore arttigi veya azaldigi
goriilmistiir. Bu durum, bazi kiiltiir hiicrelerinin pargalanmasi sonucu ¢ozeltiye
gecen hiicre parcalarinin 684 nm’de 151k absorpladigini gostermektedir. Dolayisiyla,
OYesanm’nin AKM yerine hiicre parcalanmasini gosterebilecek bir analiz metodu

olmadig1 ve bu maksat i¢in kullanilmamas1 gerektigini ortaya koymustur.

5.3. Mikroalgal Biyokiitlenin Fermentasyon Oncesi On
Aritimi Calismalan

Tez calismas1 kapsaminda mikroalgal biyokiitlenin pargalanarak hiicredeki tiim
seliiloz ve hemiseliilozun hiicre disina tasinmasi ve bu polisakkaritlerin glikoz gibi
basit sekerlere doniistliriilmesi amaciyla da ozon uygulamasi kullanilmistir. Bu
caligmalarda Chlorococcum tiirlerinin baskin hale geldigi karisik mikroalg kiiltiirii
kullanilmistir. Deneysel ¢aligmalar sonucunda, sadece ozon kullanildigi durumlarda
istenilen hiicresel parcalanmanin saglandigint ancak glikoza doniisiimiin
saglanamadigini gostermistir. Istenilen glikoza déniisiim veriminin saglanmasi igin
ek olarak enzim ilavesinin gerektigi tespit edilmistir. En yliksek glikoza doniisiim

verimi 0,5 g Os/g KB ozon dozunda ve 1,2 mL/g KB enzim konsantrasyonunda 4
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saatlik enzimatik hidroliz siiresi sonunda %68 + 5 (TKB) glikoz doniisiimii elde
edildigi gorlilmiistiir. Bu ozon dozundan daha diisik ve daha yiiksek ozon
dozlarinda glikoza doniisiim verimlerinde azalma elde edildigi goriilmiistir. Bu
durum diisiik ozon dozlarinda hiicrelerin ozon ile yeterli diizeyde etkileseme
girememesi ile aciklanirken, yliksek ozon dozlarinda ise ozonun ¢ozeltiye salinan
polisakkaritleri pargalayici yonde hareket etmesi ile agiklanmigtir. Ayrica enzimatik
hidroliz siiresinin arttirilmasinin ya da azaltilmasmin glikoza doniisiim verimi
lizerinde Onemli bir etkisinin olmadigr da goriilmiistiir. Deneysel c¢alismada
kullanilan biyokiitle konsantrasyonun diisiiriilmesiyle glikoza doniisiim veriminin
%80,6 £ 7,8 (TKB) degerine ylikseldigi goriilmiis ve bu durum ozonun kiitle transfer
hizinin artmasi sonucunda biyokiitlenin tamamiyla reaksiyona girebilmesi seklinde
aciklanmistir. Ancak yogun biyokiitle konsantrasyonu ile ¢alismanin, devam eden
proses (hasatlama, kurutma, vb.) maliyetlerini azaltmak ag¢isindan daha avantajli
olacag diistiniilmektedir.

Biyokiitlenin fermentasyonu Oncesi biyokiitlenin 6n aritiminda kullanilan bir
diger yontem ise ultrases uygulamalaridir. Bir dnceki boliimde yiiksek karbonhidrat
hasatlama verimi US dozu 1,6 kWh/g KB kullanilarak elde edildiginden, 6n aritim
calismalarinda da US dozu sabit tutulmustur. Farkli enzim konsantrasyonlari
kullanilarak yiiriitiilen deneysel g¢alismalar sonucunda, US uygulamasi enzimatik
sakkarifikasyonu pozitif yonde etkilemis ve en yiiksek glikoza doniislim verimi
%49,5 + 4,4 (TKB) olarak 1,2 mL/g KB enzim konsantrasyonunda elde edilmistir.
Literatiirde yer alan c¢aligmalarda farkli biyokiitle konsantrasyonlar1 kullanilmasina
ragmen, benzer glikoza doniisiim verimleri elde edildigi goriilmektedir [Zhao et al.,
2013].

Enzimatik sakkarifikasyon {izerine ozon ve ultrasesin etkileri biyokiitlenin 6n
arittminda kullanilan geleneksel yontemlerden seyreltik asit ve alkali 6n aritim
yontemleri ile karsilastirilarak degerlendirilmistir. Seyreltik asit ile on aritim
calismalarinda en yiiksek glikoza doniisiim verimi en diisiik asit konsantrasyonunda
%38,6 = 3,1 (TKB) olarak elde edilmistir. Asit konsantrasyonun %]1’in altina
diisiiriilmesinin ~ glikoza doniistim  verimi  iizerinde Onemli derecede etki
gostermeyecegi ancak asit konsantrasyonun arttirilmasiyla ortamdaki monomerik
sekerlerin yine asit tarafindan parcalanarak glikoza doniisiim verimini 6énemli oranda
diisiirdiigii tespit edilmistir [Yu and Zhang, 2003]. Alkali 6n aritim ¢alismalarinda ise
en yiiksek glikoza doniisiim verimi %1 NaOH kullanilmasiyla %48.,5 + 3,3 (TKB)
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olarak bulunmustur. Alkali 6n aritim ile seliilozun hidroliz {iriinii olan ve sellobiyoz
konsantrasyonunun, artan NaOH konsantrasyonu ile arttigi ancak glikoz
konsantrasyonunda oOnemli bir degisimin olmadig1 tespit edilmistir. Sellobiyoz
konsantrasyonunda meydana gelen bu artis, mikroalgal polisakkaritlerin, alkali 6n
artimla parcalandigini gostermektedir. Ancak son iirlin olarak istenen glikoza
doniistimiin enzim konsantrasyonunun arttirilmasiyla saglanacagi diisiiniilmektedir.
Sonug olarak, Chlorococcum tiirii mikroalgler i¢in, alkali 6n aritimin seyreltik asit ile
On aritima nazaran daha etkili bir yontem oldugu goriilmiistiir.

Glikoz doniisiim verimlerinin diisiik enzim konsantrasyonlarinda ozonla 6n
aritimda alkali 6n aritima nazaran daha yiliksek oldugu fermantasyon oncesindeki 6n
ariim calismalarinda gozlemlenmistir. Ozonlama ¢aligmalar1 sonucunda pH 5,06
diismiis olup istenilen pH degeri olan 4,8’e¢ diisiik miktarda seyreltik siilfiirik
ilavesiyle ulasilmigtir. Ozon ¢aligmalarinin aksine pH ayarlama islemi (pH 4,8) alkali
ve asit on aritiminda ¢ok daha konsantre asit ve alkali kullanimini1 gerektirmektedir.
Bu nedenle alkali ya da asit on aritma maliyetleri 6nemli oranda artmakta olup

ozonla 6n aritim yontemi tavsiye edilmektedir.
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EKLER

Ek A: Tez Calismasi1 Kapsaminda Yapilan Yayinlar

Keris-Sen U.D., Sen U., Soydemir G., Gurol M.D., (2014), “An investigation of
ultrasound effect on microalgal cell integrity and lipid extraction efficiency”,
Bioresource Technology, 152 407-413.

Ek B: Kalibrasyon Egrileri
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Sekil B1.1: BG11 ortaminda yetistirilen mikroalg kiiltiirinde biyokiitle takibi i¢in
kullanilan kalibrasyon grafigi.
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Sekil B1.2: Atiksu ortaminda yetistirilen mikroalg kiiltiiriinde biyokiitle takibi i¢in
kullanilan kalibrasyon grafigi.
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Sekil B1.3: Protein tayini i¢in kullanilan kalibrasyon grafigi.
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Sekil B1.4: Karbonhidrat tayini i¢in kullanilan kalibrasyon grafigi
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Sekil B1.5: HPLC’de glikoz tayini i¢in kullanilan kalibrasyon grafigi (0,1-0,8 g/L
araligi i¢in).
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Sekil B1.6: HPLC’de glikoz tayini i¢in kullanilan kalibrasyon grafigi (1-10 g/L

aralig1 i¢in).
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Sekil B1.7: HPLC’de glikoz tayini i¢in kullanilan kalibrasyon grafigi (10-50 g/L

araligi igin).
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Sekil B18: GC’de Lipit Analizi igin Trigliserit Kalibrasyon Grafigi (referans data
triolein standardina ait).

Ek C: Hesaplamalar

e Ozon Jeneratorlerinin Kapasitesinin Belirlenmesi

Kaufman marka ve BNP marka ozon jeneratorlerinin kapasitesi belirlenirken
yar1 kesikli ozon O6l¢iim metodu olan KI metodu (Standard Methotds, 2350-E)
kullanilmistir. Ozon jeneratoriinden ¢ikan ozon gazi seri bagli ozon tutuculardan
gecerek egzoz kanali ile disartya c¢ikmaktadir. Ozon tutucu siselerde %2’°lik KI
¢ozeltisi bulunmaktadir. Bu metoda ait deneysel prosediir ve hesaplamalar asagida

verilmistir.

e Reaktifler: Ozon ihtiyact olmayan safsu, 2 N siifiirik asit ¢ozeltisi, potasyum
iyodat ¢ozeltisi, standart sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi (0,1 N), standart sodyum
tiyosiilfat ¢ozeltisi (0,005 N), nisasta ¢ozeltisi.

e Prosediir: Iki seri bagli KI sisesinden 10 dk boyunca gaz akis1 1L/dk olacak
sekilde ozon gegcirilir. Her bir KI sisesinde en az 200 mL %?2’lik KI olmalidir.
Transfer olan miktarin belirlenmesi i¢cin Her bir sisedeki ¢ozelti behere alinir 10 mL

2 N siifiirik asit ¢ozeltisi eklenir ve standart sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi (0,005N) ile
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sar1 iyot rengi yok olana kadar titrasyona tabi tutulur. Behere 1-2 mL nisasta ¢ozeltisi
eklenir ve mavi renk yok olana kadar titrasyona devam edilir.

e Hesaplama: Titrasyon sirasinda harcanan titrant miktar1 asagida verilen formiil
icerisinde kullanilarak birim siirede A ve B reaktorleri igerisinde KI ile reaksiyona

giren toplam ozon miktar1 hesaplanir.

(A+B) X N x 24
t

Ozon dozu (mg/dk) = (C1.1)

Burada A A sisesi i¢in harcanan titrant hacmini (mL), B B sisesi i¢gin harcanan titrant
hacmini (mL), N sodyum tiyosiilfat ¢6zeltisi normalitesi (0,005M ve 0,1 M) ve t
ozonlama siiresini (dk) temsil etmektedir.

Kaufman marka ozon jeneratorii kullanildiginda reaktore birim siirede giren
ozon miktar1 asagidaki Ornekte oldugu gibi hesaplanmistir. Yapilan denemede 2

dakikalik ozonlama sonrasi 8,2 mL titran hacmi elde edilmistir.

(preaieor) x M x v x 24

numune

Ozon dozu (mg/dk) =

t
(1}88 ﬂﬁ) X 0»1mTOI X 8,2 mL x 24 (C1.2)
- 2 dk
= 39,4 mg/dk

Burada V,eqresr kullanilan reaktor hacmini (mL), Viymune 0zOnlanan numune
hacmini (mL), M sodyum tiyosiilfat ¢6zeltisi molaritesi (0,1 M), V kullanilan titrant
hacmini (mL) ve t ozonlama siiresini (dk) temsil etmektedir. Reaktore verilen ozon
gazmin debisi (Q) 0,5 L/dk oldugu igin, ortalama konsantrasyonu asagidaki gibi
hesaplanmuistir.

mg Ozon dozu (M)

mgy _ d
Ozon dom (dk - Ozon debisi (

=

| =

k) (C1.3)

Q)

_394mg/L

_ = L
osL/ak 0 me/
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Yukarida detayli olarak aciklanmis olan hesaplamalar sonucu ozonlama siiresine
bagl olarak reaktore gelen gazdaki ozon konsantrasyonu ve dakikada iiretilen ozon
miktar1 hesaplanmistir. BNP marka ozon jeneratorii kullanilmasi ile gazdaki ozon
konsantrasyonu ve dakikada iiretilen ozon miktar1 benzer sekilde hesaplanmustir.
BNP marka ozon jeneratorii 1,4 L/dk gaz debisine sahiptir. Her iki jeneratore igin

hesaplanan veriler Tablo C1.1°de gosterilmektedir.

Tablo C1.1: Ozonlama siiresine bagl olarak reaktore gelen gazdaki ozon
konsantrasyonu ve dakikada iiretilen ozon miktari (ii¢ 6lglimiin ortalamast)

Kaufman Ozon Jeneratori BNP Ozon Jeneratori

. Gazdaki ozon | .. nglkada . Gazdaki ozon | .. D‘?‘k'kada

Sure uretllen 0ozon Sure uretllen 0ozon
konsantrasyon . konsantrasyon .
(dk) (mg/L) miktari (dk) (mg/L) miktari
g (mg/dk) g (mg/dk)

2 79 40 2 0,92 1,3

4 90 45 4 0,93 13

6 87 44 8 0,85 1,2

8 94 47 10 0,92 1,3

10 92 46 20 0,92 1,3

e Kullanilan Kolorimetrik indigo Metodu ile KI Metodu Arasindaki Bagintmnin
Belirlenmesi

Su ortaminda ozon Olglimii giivenilir olarak potasyum indigotrisiilfonat
boyasinin kullanildig1 kolorimetrik analiz ile miimkiindiir (Standard Methotds 4500
0O3-B). Kolorometrik indigo metodu, ozonla reaksiyona giren boyanin
parcalanmasina ve bir absorbans farki olusturmasina dayanmaktadir. Su i¢indeki

ozon konsantrasyonu bu yontem kullanilarak asagidaki esitlik ile hesaplanmaktadir.

mg0;  AA X 100
L fxbxV

(C1.4)
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Burada AA absorbans farkini, f KI ve indigo yontemleri arasindaki korelasyonu, b
spektroforometrik hiicre kalinligin1 (1 am’lik hiicre kullanilmistir) ve V' numune
hacmini temsil etmektedir.

Kolorometrik indigo metodu yani sira KI (Standard Methotds 2350-E) metodu
da ozon Olgiimiinde kullanilmaktadir. Fakat bilindigi tizere KI su ortaminda ozon
harici radikallerle de reaksiyon vermektedir ki bu tiir girisimler ozonun yanlis
Olclilmesine neden olmaktadir. Ancak saf su kullanildiginda KI metodu ile sudaki
ozon miktar1 hesaplanabilmektedir. Deneysel ¢alismalar boyunca KI metodu indigo
metodunun kalibrasyonunda ve ozon jeneratoriinden gelen gazdaki ozon miktarinin
Ol¢timiinde kullanilmustir.

KI ve indigo metodu arasindaki korelasyonu ifade eden f faktoriiniin
bulunmas1 amaciyla bir deney tasarlanmistir. Ilk olarak reaktoriin igine 1 L (pH
2,5°de) saf su alinmis ve jeneratér 0,5 L/dk debi ile 10 dakika g¢alistiriimistir.
Reaktorden alinan numuneler ikiye ayrilmistir. Numunelerden birine indigo ¢ozeltisi
eklenerek 600 nm’de absorbansi okunmus diger numuneye KI eklenerek sodyum
tiyosiilfatla titre edilmistir. Bu sekilde iki yontem arasindaki korelasyon ve indigo
metodu icin kalibrasyon grafigi ortaya ¢ikartilmistir (Sekil C1.1). indigo metoduyla
ozon konsantrasyonun belirlenmesinde kullanilan f faktorii 0,204 olarak (ii¢ ayri
6l¢iimiin ortalamasi) belirlenmistir. Ozon gazinin sudaki ortalama konsantrasyonu KI

ve indigo yontemleri kullanilarak yaklasik 20,4 mg Os/L olarak bulunmustur.

0,12 - y=0,2038x
R®=0,986
0,1
E y=0,2059x
£ R%=0,9828
S 0,08 -
S
;E y2= 0,2062x
& 0,06 | R“=0,9811
[0
§ ¢ 1. tekrar
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Sekil C1.1: KI ile indigo yontemleri arasindaki korelasyon grafigi.
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Ozon jeneratdriinden reaktore gelen gazdaki ozon konsantrasyonu ortalama
79 mg Ogz/L’dir (detayli bilgi ekler bdliimiindedir). Ozon gazinin sudaki
konsantrasyonu ise 20,4 mg Os/L’dir. Ozon gazinin ¢oziiniirliik katsayisi (s) 25°C

sicaklik ve 1 uS/cm iletkenlik (u = 1,6x10° M) i¢in asagidaki sekilde hesaplanmustir.

Sudaki ozon konsantrasyonu 20,4 mg03/L

= = = 0,26 Cl5
s Gazdaki ozon konsantrasyonu 79mg03/L ( )

Hesaplanan bu deger literatiirde yer alan ¢oziiniirliik katsayilar1 (Gurol et al.,

1982; Morris, 1988) ile benzer olup, ¢aligmanin tutarliliginin bir gostergesidir.
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Ek D: SEM Goriintiileri

ode |spot
cuum| 2.0

Sekil D1.1: Chlorococcum sinifi karigik mikroalg kiiltiiriiniin ultrason uygulamasi
oncesi (a ve ¢) ve sonrasi (b ve d) 12000 ve 50000 kat biiyiitiilmiis taramali elektron
mikroskobu (SEM) goriintiileri.
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Sekil D1.2: Chlorococcum sinifi karisik mikroalg kiiltliriiniin 0zon uygulamasi
sonrast 10000 (b) ve 20000 (a ve ¢) kat biiyiitiilmiis taramali elektron mikroskobu
(SEM) goriintiileri.
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