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Gergeklestirilen bu tez calismasinda yiiksek seker igerigine sahip Chlorella vulgaris
biyokiitlesinden biyoetanol iiretilmistir. Fermantasyon deneylerinde Candida boidinii
mayast kullanilmistir. Elde edilen indirgen seker ve biyoetanol konsantrasyonlarini en {ist
diizeye ¢ikarmak amaciyla mikroalg kiiltivasyon kosulu, 6n islem yontemi, baslangi¢
hammadde konsantrasyonu ve farkli azot kaynaklari ile mineral tuzlari gibi 6nemli
parametreler optimize edilmistir. En yiiksek indirgen seker konsantrasyonu atik havug
posasi igeren fotoheterotrofik ortam kosulunda 16.23 g/L olarak belirlenmis en yiiksek
biyoetanol ftretimine ise %1 H»SOs4 (v/v) ve 200 g/L baslangic hammadde
konsantrasyonunda ulagilmigtir. Ayrica azot kaynaklart ve mineral tuzlarinin biyoetanol
tiretimini artirdig1 saptanmustir. Chlorella vulgaris yas biyokiitlesinden elde edilen en
yiiksek biyoetanol konsantrasyonu Candida boidinii i¢in 4.54 g/L olarak bulunmustur.
Ayrica teorik etanol verimi %54.69, Qe degeri 0.38 g/L.h ve Yess degeri 0.38 g/g olarak
hesaplanmastir.
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In this thesis study, bioethanol was produced from Chlorella vulgaris biomass with high
sugar content. Candida boidinii yeast was used in fermentation experiments. In order to
maximize the resulting reducing sugar and bioethanol concentrations, important
parameters such as microalgae cultivation condition, pretreatment method, initial raw
material concentration and different nitrogen sources and mineral salts were optimized.
The highest reducing sugar concentration was determined as 16.23 g/L in the
photoheterotrophic medium containing carrot pomace, and the highest bioethanol
production was reached at 1% H>SO4 (v/v) and 200 g/L initial raw material concentration.
It has also been found that nitrogen sources and mineral salts increase the production of
bioethanol. The highest concentration of bioethanol obtained from the wet biomass of
Chlorella vulgaris was found to be 4.54 g/L for Candida boidinii. In addition theoretical
ethanol yield %54.69, the Qe value is 0.38 g/L.h and Yes are calculated as 0.38 g/g.
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1. GIRIS

Diinyada enerji ihtiyacinin artmasiyla birlikte enerji kithig1 ve giivenligi kiiresel dlgekte
problem haline gelmektedir (Neto vd. 2018). Bu enerji ihtiyacinin karsilanmasi igin fosil
yakitlarin kullanilmasi kiiresel 1sinmayla birlikte sera etkisinin de gittik¢e artmasina yol
acmaktadir (Mohan vd. 2008). Sera etkisi de buz tabakalarinin erimesine, okyanus
seviyelerinin yiikselmesine ve diger ¢evresel sorunlara neden olmaktadir. Diinyadaki
enerji kaynaklarinin %80’inden fazlasinmi fosil yakitlar olusturmaktadir fakat fosil yakit
rezervleri ciddi oranda azalmakta ve sadece 50 yil daha kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir
(Ladanai ve Vinterback, 2010). Bu nedenle son yillarda yenilenebilir enerji kaynaklari

arayisi ciddi sekilde 6nem kazanmustir.

Yenilenebilir enerji kaynaklarindan olan biyoyakitlar biyolojik kokenli olup gesitli
biyokiitlelerden elde edilir (Rodionova vd. 2017) Biyoyakitlar; ulasim, elektrik tiretimi
ve 1sitma sektorlerinde fosil yakitlarin yerine ya da fosil yakitlarla birlikte kullanilabilir

(Lapuerta vd. 2017).

Biyoyakitlarin enerji kaynagi olarak kullanilmasi avantajlidir ¢iinkii biyoyakitlar; basta
CO2 olmak tizere sera gazi emisyonlarini azaltir (Khan vd. 2022), ihtiya¢ duyulan
enerjinin karsilanmasinda fosil yakitlara bagimliligi azaltir ve kati, sivi ya da gaz
formunda enerji saglayabilir (Bharathiraja vd. 2017; Akter vd. 2020; Abd EI-Malek vd.
2021).

Biyoyakitlardan biri olan biyoetanol; benzine gore oktan sayisi ve buharlagma 1s1s1 daha
yiiksek olup tutusma sicakligi daha genistir. Bu 6zellikler igten yanmali bir motorda yakit
olarak biyoetanol kullanimini daha avantajli hale getirir. Ayrica biyoetanol %35’in
tizerinde oksijen igerdiginden dolay1 arag motorunda daha verimli yanma saglar (Manzetti

ve Andersen, 2015).

Biyoetanol iiretiminde kullanilan hammaddelerin yaygin olarak bulunabilmesi ve

maliyeti ¢ok Onemlidir. Dort ¢esit hammadde grubundan biyoetanol elde edilebilir.



Birinci grup biyoetanol iiretiminde seker kamisi, misir, bugday ve geltik gibi nisasta ile
seker igeren hammadde kaynaklari kullanilir. Ancak bu grupta kullanilan hammaddelerin
gida tiriinleri olmasi nedeniyle siirdiiriilebilirlik agisindan dezavantajlidir (Deviram vd.
2020). Ayrica tarim alanlarinin hammadde tiretimi i¢in kullanilmasi, gida maliyetlerinde
artisa neden olur. Bu gibi nedenlerden dolay: birinci grup biyoetanol iiretimi genellikle
tercih edilmemektedir. Ikinci grup biyoetanol iiretiminde tarimsal atiklar (Goh vd. 2010),
orman atiklar1 (Jiang vd. 2019) ve otsu veya odunsu bitkiler (Zabed vd. 2016) gibi gida
olarak kullanilmayan lignoseliilozik hammaddeler kullanilir. Lignoseliilozik biyokiitlenin
ana bilesenleri lignin, seliiloz ve hemiseliiloz olup termokimyasal ya da biyolojik siirecler
ile biyoetanole doniistiiriilebilir (Ma vd. 2019; Shi vd. 2019). Bu gruptaki hammaddelerin
gida piyasasi ile rekabet etmemesi ve ¢evrede kolay bulunabilmesi avantajlidir fakat bu
hammaddelerin yapisinda bulunan lignoseliilozik yapinin kolay parcalanamamasi
tiretilen biyoetanol veriminin diisiik maliyetinin ise yiiksek olmasina neden olmaktadir
(Govumoni vd. 2013). Ugiincii grup biyoetanol iiretiminde makroalg, mikroalg ve
siyanobakteri gibi fotosentetik organizmalar kullanilir. Bu organizmalarin genellikle
yiiksek oranda karbonhidrat igermesi, ¢esitli sucul ortamlarda yetistirilebilmesi, yiiksek
oranda CO: fikse edebilmeleri ve vyetistirilmeleri i¢in kullanilan alanin tarimsal
arazilerden daha az yer kaplamasi nedeniyle biyoetanol iiretiminde hammadde olarak
kullanim potansiyelleri yiiksektir (Singh vd. 2011). Dérdiincii grup biyoetanol iiretiminde
biyoetanol iiretim kapasitesini artirmak, tiretim siirecini hizlandirmak ve maliyetini
diigiirebilmek amaciyla genetik ya da metabolik modifikasyona ugratilmig hammadde
veya fermentatif mikroorganizmalar kullanilir (Abdullah vd. 2019). Dérdiincii grup
biyoetanol tiretimi verimlidir (Jouzani ve Taherzadeh 2015) fakat diger gruplara gore yeni
bir uygulama olup teknolojik altyapisi hala gelisim asamasindadir (Sikarwar vd. 2017)
ayrica yiiksek maliyetlidir ve yiiksek enerji gerektirir (Bhan vd. 2020).

Mikroalgler; tek ya da ¢ok hiicreli olabilen, fototrof ve mikroskobik organizmalardir.
Basit iireme ve hiicre biiyiime sistemine sahip olduklari i¢in hizli cogalabilirler ve uzun
stirede hayatta kalabilirler. Cesitli sucul ortamlarda yaygm olarak bulunurlar

(Suparmaniam vd. 2019).



Mikroalgler, fotosentez icin karasal bitkilerden 10-50 kat daha fazla giines enerjisi
yakalayabilir ve hiicrelerine daha yiiksek oranda CO: fikse edebilirler. Bu sayede daha
yiiksek oranda (~%20 - 40) karbonhidrat iiretebilirler (Maity ve Mallick, 2022).
Mikroalglerin hiicre duvarinda lignin bulunmadigl i¢in on islemleri daha kolaydir
(Racharaks vd. 2015). Biiyiime oranlar1 ve fotosentetik verimleri nispeten Yyiiksek olup
(Miao ve Wu, 2006; Hahn-Héagerdal vd. 2007) fototrofik, fotoheterotrofik, heterotrofik
ve miksotrofik kosullarda gelisebilirler (Yeh ve Chang, 2012). Bu 6zellikleri sayesinde

biyoetanol iiretiminde hammadde olarak mikroalgal biyokiitle kullanmak avantajlidir.

Mikroalglerin tanimlanan yaklagik 50.000 tiirii bulunmaktadir (Maia vd. 2020). Bu
tirlerden biri de biyoetanol iiretiminde yaygin olarak kullanilan C. vulgaris’tir. C.
vulgaris okaryottur, tek hiicrelidir ve Chlorellaceae familyasina aittir. Hem tatli suda hem
de denizlerde yasayabilir (Cha vd. 2010). Yapisinda yiiksek oranda karbonhidrat
biriktirebilir ve 6zel biliylime kosullarinda karbonhidrat icerigi yaklasik %50’ye kadar
ulasabilir (Ho vd. 2013).

Havug (Daucus carota L.), ilk mevsiminde vejetatif olarak yetisen ve ikinci mevsiminde
tohum tireten iki yillik otsu bir bitki olup Apiaceae familyasina aittir (Rubatzky vd.1999).
Bu bitkinin anavatant Asya, Avrupa, Kuzey Afrika ve Tiirkiye olup diinyada iiretiminin
biiyiik bir bolimii basta Avrupa iilkeleri olmak {izere Kuzey Yarimkiire’dedir (Zohary
vd. 2012). Ilhman bolgelerde genellikle ilkbahar ve yaz, tropik bolgelerde ise kis
mevsiminde yetistirilir (Surbhi vd. 2018).

Diinyada havug iiretim miktarlari incelendiginde FAO 2019 verilerine gore ilk sirada 18
milyon tonla Cin, ikinci sirada 2 milyon tonla Ozbekistan, iiiincii sirada yaklasik 1,5
milyon tonla ABD gelmektedir. Ulkemiz ise yaklasik 666.27 bin ton iiretim ile 10. sirada
yer almaktadir (Anonim, 2019).



Meyve suyu atiklarindan biri olan havug posast, kuru agirliginin %14.3°1 stikroz, %7.9°u
glukoz, %5.41 fruktoz ve %16.8’1 selillozdur (De Vrije vd. 2010). Yaygimn olarak
bulunur, ucuzdur ve zengin bir karbon kaynagidir (Khoshkho vd. 2022). Bu 6zellikleri
sayesinde mikroalglerin  fotoheterotrofik gelisiminde karbon kaynagi olarak

kullanilabilir.

Yapilan bu tez ¢alismasinda C. vulgaris yas biyokiitlesinden yiiksek konsantrasyonda
fermente edilebilir sekerler elde etmek ve bu sekerlerden yiiksek konsantrasyonda
biyoetanol elde edilmesi hedeflenmistir. Bunun igin C. vulgaris fototrofik (BG-11) ve
fotoheterotrofik (BG-11 + 0.5 g/L glukoz ve BG-11 + 0.5 g/L havug posasi) kiiltiirlerde
10 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyon boyunca her 24 saatte bir bu besiyeri ortamlarindan
ornekler alinarak spektrofotometrik 6lgtimler ile mikrobiyal gelisim (OD) degerleri elde
edildikten sonra bu mikroalgin gelisebildigi en iyi kiiltivasyon kosulu belirlenmistir.
Daha sonra C. vulgaris yas biyokiitlesinin optimum 6n islemini, baslangi¢ biyokiitle
konsantrasyonunu ve besiyeri katkilamasini belirlemek amaciyla 30 °C sicaklikta, pH
5.0’da, 100 rpm ¢alkalama hizinda ve %10 (v/v) C. boidinii varliginda fermantasyon
deneyleri gerceklestirilmistir. Her optimizasyon deneyinde fermantasyon ortamlarindan
6, 12 ve 24. saatte 6rnek alinarak DNS yontemi ile indirgen seker konsantrasyonlari, Gaz
Kromatografisinde (GC) biyoetanol konsantrasyonlar1 ve spektrofotometrede mikrobiyal

gelisim (OD) degerleri analiz edilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Etanoliin Ozellikleri

Etanol veya etil alkol CH;-CH.-OH molekiil formiiliine sahip renksiz, ugucu ve yanici bir
alkoldiir. Molekiiler agirlig1 46.07, kaynama noktasi1 351.37 K ve parlama noktas1 289.6
K olup 294 K’de 789 kg/m?® yogunluga sahiptir. Yapisinda hidroksil grubu igerdiginden
dolayr hidrojen bagi olusturmaya meyillidir. Bu 6zellik etanolin hem oksidasyon,
dehidratasyon, ester olusumu ve halojenasyon gibi onemli kimyasal reaksiyonlara
kolayca girebilmesini (Kiiiit vd. 2019) hem de benzer molekiiler agirliga sahip organik
bilesiklerden daha viskoz ve daha az polar olmasini saglar. Etanol ayrica su, asetik asit,
aseton, eter, etilen, glikol, gliserol ve toluen gibi organik ¢oziiciiler ile karistirilabilir

(Windholz, 1976; Tarif, 2000).

Etanol, petrolden etilenin hidrasyonu ile iretilebilecegi gibi fermentatif
mikroorganizmalar araciligiyla biyokiitleden de iretilebilir. Etanoliin bu sekilde
biyokiitleden elde edilmesine biyoetanol denir. Etanol ile biyoetanoliin kimyasal bilesimi
aynidir, sadece izotopik olarak farklidirlar. Biyoetanol C 14 igerirken, etanol igermez

(Melendez vd. 2022).

Biyoetanol, biyokiitle bazli yenilenebilir bir siv1 yakittir. Biyoetanoliin oktan sayisi ve
buharlagma 1s1s1 benzinden daha yiiksek olup tutusma sicakligi daha genistir (Manzetti ve
Andersen, 2015). Oktan sayisinin daha yiiksek olmasi, biyoetanole daha yiiksek
sikigtirma orani ve daha kisa siirede tutusma avantaji saglar (Grad, 2006). Buharlagma
1s1sinin benzine gore daha yiiksek olmasi ise daha fazla verim ve enerji ¢ikisi saglar.
Ayrica biyoetanoliin yapisinda yaklasik %35’ten fazla oksijen bulundugu i¢in arag
motorundaki yanma verimi benzinden daha yiiksektir. Yanma veriminin daha yiiksek

olmas1 sayesinde atmosfere daha az oranda NOy, CO ve CO> vs. salinir (Wyman 2018).

Biyoetanol  motorlu  tasitlarda  benzinle  belirli  oranlarda  karistirilarak
kullanilabilmektedir. Bu karisimlardan E15 (%85 benzin ve %15 biyoetanol) ve E85



(%15 benzin ve %85 biyoetanol) son yillarda yaygi olarak kullanilmaktadir (Ozdemir
ve Giindugar, 2019).

Biyoetanoliin yakit olarak kullanilmasi1 bazi 6zellikleri yoniinden dezavantajhidir.
Ornegin; biyoetanoliin enerji yogunlugu, alev parlaklig1 ve buhar basinci benzinden daha
distiktiir (Pumphrey vd. 2000). Ayrica biyoetanol motor pargalari yiizeyinde asindirma
yapar (Baena vd. 2012; Lou vd. 2009). Bu dezavantajlarin etkisini azaltabilmek igin
biyoetanol arag motorunda benzinle ya da korozyon 6nleyici maddeler ile karisim halinde

kullanilabilir (Okafor vd. 2007).

Cizelge 2.1 Benzin ve Biyoetanoliin Kimyasal Ozellikleri (Elfasakhany, 2018)

Ozellik Benzin Biyoetanol
Kimyasal Formiilii CgHus C2HsOH
Bilesim (C,H,0) (%) 86, 14,0 52,13, 35
Buharlagma 1s1s1 (kJ/kg) 223.2 725.4
Oksijen igerigi (%) 0.0 34.7
Yogunluk (kg/m®) 760 790
Parlama noktasi (°C) -45 ila -38 21.1
Kendiliginden tutusma sicakligi (°C) 420 434
Kaynama noktas1 25-215 78.4
Suda ¢oziintirlik (m1/100 ml H,O <0.1 Tamamen ¢oziinebilir




2.2 Biyoetanol Uretiminin Tarihcesi

Biyoetanoliin iiretimi ve alternatif yakit olarak kullanimi uzun bir gegmise sahiptir
(Halder vd. 2019). 1800’lii yillarda misir kullanilarak iiretilen etanol lamba yag1 olarak
kullanilmistir (Sticklen vd. 2007). Etanoliin igten yanmali motorlarda kullanimi ilk kez
1826'da ABD’de Samuel Morey tarafindan gergeklestirilmistir. 1908’de Ford Model-T
otomobili liretilmis ve yakit olarak etanol ile benzin karisimi kullanilmistir (Solomon vd.
2007).

1940’11 yillarda baz1 petrol bulunan bdlgelerin kesfedilmesiyle petrol fiyatlart diigsmiis
bunun sonucunda biyoetanoliin benzin karisimindaki orani azalmistir (Gnansounou ve
Dauriat, 2005) fakat 1970'lerde kiiresel 6lgekte petrol Krizinin ortaya ¢ikmasi ve petrol
fiyatinin yiikselmesi nedeniyle biyoetanoliin yakit olarak kullanimi yeniden 6nem
kazanmistir (Halder vd. 2019). Bu donemde ABD’de yilda yaklasik 90 milyon galon
biyoetanol tretilmistir. Brezilya'da ise 1975°te “Ulusal Alkol Programi (ProAlcool)”
denen stratejik bir plan ile benzine alternatif olarak seker kamisindan biiyiik 6lgekli
biyoetanol tiretimi hedeflenmis (Gnansounou ve Dauriat, 2005) ve bunun sonucunda
Brezilya’daki araglarin yarisindan fazlasinda yakit olarak %95 biyoetanol kullanilmistir
(Solomon vd. 2007).

1978’de ABD’de biyoetanol iiretimini ve tiiketimini artirmak amaciyla “1978 Enerji
Vergisi Yasast” uygulamaya konulmus ve bu yasa ile yakit olarak %10’luk biyoetanol-
benzin karisimi kullanilan araglarin sahipleri, vergiden muaf tutulmustur (Gnansounou
ve Dauriat, 2005). 1984’te Brezilya’da yakit olarak %96 biyoetanol ve %4 sudan olusan
hidratl biyoetanol kullanilmistir (Halder vd. 2019).

Giliniimiizde endiistriyel ilkelerinin ¢ogu; ekonomik, ¢evresel ve motor performansi
yoniinden avantajli olmasi nedeniyle ticari Olcekte biyoetanol tiretmektedir. 2005°te
Brezilya'da yaklasik 4.2 milyar galon biyoetanol iretilerek bunun yaklasik 100 milyon
galonu Hindistan’a ve ABD’ye ihrag¢ edilmistir (Solomon vd. 2007). Yine bu dénemde
ABD enerji politikasinda “Yenilenebilir Yakitlar Standard1 (RFS) yasa olarak kabul



edilmis ve bu yasa ile biyoetanol iiretimi 2006’da 4 milyar galon'a ¢ikarilmig, 2022’ye
kadar yillik 36 milyar galon biyoetanol iiretilmesi hedeflenmistir (Bagheri vd. 2016).

2.3 Diinyada Biyoetanol Uretim Durumu

AFDC kaynaklarina gére diinyada biyoetanol tiretimi 2009-2019 yillar1 arasinda ortalama
%3.8 artarak 2019’da 115 milyar litreye ulasmistir (Anonymous 2020a). IEA
kaynaklarma gore ise 2020°’de COVID-19 salgin1 sonucu karantina uygulamasi ortaya
c¢ikinca ulasim yakitlarina yonelik talep diistiigiinden dolay1 biyoetanol liretimi azalmaistir.
Bu donemde yillik biyoetanol iiretiminde en biiyiik diisiis ABD ve Brezilya’da meydana
gelmigtir (Anonymous 2020b).

2022 istatiksel verilerine gore yillik biyoetanol tiretiminde ABD 15.400 milyon galon ile
ilk siradadir ve onu 7.420 milyon galon ile Brezilya daha sonra Avrupa iilkeleri,
Hindistan, Cin, Kanada, Tayland, Arjantin ve diger tilkeler takip etmektedir (Anonymous
2022). Biyoetanol iiretmek i¢in hammadde olarak Brezilya, Hindistan ve Kolombiya gibi
tropik bolgelerde seker kamisi kullanilirken ABD ve AB'de misir kullanilmaktadir
(Mendiburu vd. 2022).

Uluslararast  Enerji Ajanst (IEA), 2023 yilinda biyoyakitlarin diinya ¢apinda
biiyiimesindeki payinin tigte iKisini biyoetanoliin olusturacagini 6ngérmektedir (Voegele,
2019).

2.4 Tiirkiye'de Biyoetanol Uretim Durumu

Ulkemizde petrol rezervi smirli oldugu icin kullanim agisindan yeterli degildir.
Tiirkiye’de ihtiya¢ duyulan petroliin %92’si ithalat ile karsilanmaktadir. Petrol ithalati
icin milyarlarca dolar harcanmasi ve bu nedenle petrol fiyatlarinin ¢ok yiiksek olmasi
iilkemizin ekonomisini olumsuz etkilemektedir. Ulkemizin kalkinmasini énemli derecede
etkileyen bu problem i¢in biyoyakit kullanimi alternatif bir ¢6ziim yoludur. Bu alternatif
biyoyakitlardan biri de biyoetanoldiir (Cetinkaya, 2021).



Tiirkiye’de biyoetanoliin ticari amagl iiretimi oldukga yenidir (Ozdemir ve Giindugar,
2019). Ulkemizde biyoetanolii yakit olarak iireten dort tesis bulunmaktadir. Bunlar:
Konya Seker, Tarkim A.S. Tezkim A.S. ve Tiirkseker A.S. biyoetanol tesisleridir. Konya
Seker biyoetanol tesisinde yilda yaklasik 84 milyon litre biyoetanol tiretilmektedir. Bu
tesiste hammadde olarak seker pancar1t melasi kullanilmaktadir (Anonim, 2021a). Tarkim
A.S. 2004’te faaliyete gegmistir. Bu tesiste hammadde olarak misir ve bugday atig
kullanilmaktadir (Anonim, 2021b). Tezkim A.S. biyoetanol tesisinde giinliik biyoetanol
tretimi yaklasik 100.000 litredir ve bu tesiste hammadde olarak misir atigi
kullanilmaktadir (Anonim, 2021c). Tiirkseker fabrikasinda yilda yaklasik 31 milyon litre
biyoetanol iiretilmektedir ve hammadde olarak seker pancari melasi kullanilmaktadir
(Anonim, 2017).

2.5 Biyoetanol Uretiminde Kullamlan Hammaddeler

2.5.1 Birinci grup biyoetanol

Birinci grup biyoetanol; bugday ve misir gibi nisasta (Mohan vd. 2008) ya da seker kamisi
ve seker pancar1 gibi seker (Neto vd. 2018) iceren hammadde kaynaklarindan iretilir.
Kiiresel 6l¢ekte birinci grup biyoetanol tireten Amerika Birlesik Devletleri ve Brezilya,
hammadde olarak sirasiyla nisasta ve seker bazli mahsulleri kullanmaktadir (Ferreira vd.
2018). Hammadde olarak nisasta kullanilan biyoetanol iiretimi; 6giitme, jelatinizasyon,
hidroliz, fermantasyon ve damitma olmak iizere bes adimdan olusurken (Szambelan vd.
2018) seker kullanilan biyoetanol iiretimi; 6glitme, fermantasyon ve damitma olmak

tizere li¢ adimdan olusur (Gomez-Flores vd. 2018).

Tatli patates kullanilarak yapilan bir ¢alismanin (Lee vd. 2012), fermantasyon asamasinda
Aspergillus oryzae, Monascus purpureus gibi aerobik mantarlar ve Saccharomyces
cerevisiae gibi fakiiltatif anaerobik maya ayn1 ve ayr1 ortamlarda kullanilarak biyoetanol
tiretimine etkileri karsilagtirilmistir. Calisma sonunda ayn1 ortamda kullanilan fermentatif
mikroorganizmalarin biyoetanol toleransinin ayr1 ortamlardakine kiyasla arttigi
gbzlenmis ve fermantasyonun 13. giiniinde, pH 4.0, 30 °C ve 150 rpm kosullarinda

biyoetanol konsantrasyonu %3.05 - 3.17 olarak belirlenmistir.
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Choi vd. (2010), hammadde olarak manyok nisastasi, fermentatif mikroorganizma olarak
S. cerevisiae’nin CHY1011 ve CHFY0901 suslarint ayr1 ayri kullanarak biyoetanol
tretmistir. Calisma SSF ortaminda, %9.5 fermente edilebilir seker varliginda, 32 °C'de,
66 saatte ve 2 Hz'lik ¢alkalama hizinda gergeklestirilmistir. Calisma sonunda S. cerevisiae
CHY1011 varlginda 89.1 g/L, S. cerevisiae CHFY0901 varliginda ise 83.8 g/L

maksimum biyoetanol elde etmislerdir.

Lareo vd. (2013), yas ve kuru tatli patatesler kullanarak biyoetanol {iretimini
karsilagtirmislardir. Bunun igin farkli oranlarda (1:8'den 1:2'ye kadar) su ile karistirilmis
yas Ve Kuru tatli patates, enzimatik 6n islem ve SSF yontemini kullanmiglardir. Calisma
sonunda yas ve kuru patatesin enzimatik 6n isleminden elde edilen indirgeyici seker
verimlerinin birbirine yakin oldugunu, maksimum biyoetanol konsantrasyonunu ise su

eklenmemis yas patates biyokiitlesi varliginda yaklasik 100 g/L olarak elde etmislerdir.

Birinci grup biyoetanol iiretiminin ticarilestirilmesi basarili olmasina ragmen gida
mahsulleri tiretimine uygun arazilerin kullanimimi gerektirmesi, hammadde maliyetinin
yiiksek olmasi, biyogesitlilik {izerinde olumsuz etki birakmasi ve tatli su kaynaklari
yetersiz olan bazi bolgelerde problem olusturmasi gibi dezavantajlari vardir (Tokgoz,

2019; Tomei ve Helliwell, 2016; Banerjee vd. 2010).

2.5.2 ikinci grup biyoetanol

Ikinci grup biyoetanol iiretiminde hammadde olarak kullanilan lignoseliilozik biyokiitle;
zirai atiklar (Goh vd. 2010), orman atiklar1 (Jiang vd. 2019) ve seker iceren otsu veya
odunsu bitkiler (Zabed vd. 2016) olarak gruplara ayrilir. Lignoseliilozik biyokiitlenin ana

bilesenleri: lignin, seliiloz ve hemiseliilozdur (Shi vd. 2019).

Kakao kabugu kullanilarak yapilan bir calismada 5.25 g kuru kakao kabugu 6nce 70 mL
deiyonize su ile hidrotermal 6n isleme daha sonra enzimatik 6n isleme tabi tutularak
fermente edilebilir sekerler elde edilmistir. Fermantasyon ortamlarinda Candida

tropikalis ve Saccharomyces cerevisiae mayalari ayr1 olarak kullanilmistir. Calisma
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sonunda 69.7 mg/g fermente edilebilir seker elde edilmis, C. tropikalis ve S. cerevisiae
varliginda ise sirasiyla 30.9 ve 45.2 g/kg biyoetanol tretilmistir (Valladares-Diestra vd.
2022).

Seker kamisi kiispesi kullanilan bir ¢alismada (Valladares-Diestra vd. 2021), once 5 g
kuru seker kamisi kiispesinin yapisindaki lignini parcalamak i¢in (delignifikasyon) iki
farkli sicaklikta (120 ve 160 °C), iki farkl: siirede (1 ve 3 saat) ve 1/9 oraninda imidazol
daha sonra 15 FPU/g substrat seliilaz ve 1206.7 U/g substrat ksilanaz (50 °C' de, 72 saat,
150 rpm) ile 6n isleme tabi tutulmustur. Fermantasyon asamasinda S. cerevisiae
kullanilmistir. Calisma sonunda en yiiksek delignifikasyon, ligninin yaklasik %75'
ekstrakte edilerek 160 °C'de 1. ve 3. saatte elde edilmistir. Maksimum biyoetanol

konsantrasyonu ise 12. saatte %83.7 verimle 0.42 g biyoetanol/g glukoz’dur.

Bautista vd. (2019), biyoetanol iiretiminde hammadde olarak misir sap1 kullanmiglardir.
Fermantasyon 24, 48, 72, 96 ve 120 saatte Saccharomyces cerevisiae kullanilarak
gerceklestirilmistir. Calisma sonunda maksimum indirgeyici seker konsantrasyonu 21.83

g/L, maksimum biyoetanol konsantrasyonu ise 72. saatte 47.66 g/L olarak elde edilmistir.

Bugday samani kullanilan bir ¢aligmada (Qiu vd. 2018), 10.0 g kuru kiitle, %79.6 H;PO,
ve %1.9 H,0; igeren 100.0 mL fosforik asit + hidrojen peroksit (PHP) soliisyonu ile 40.2
°C, 3 saat ve 180 rpm kosullarinda &n isleme tabi tutulmustur. On islemden sonra farkli
kuru kiitle (%10, 15 ve 20), enzim (CTec2) ve maya oranlar1 kullanilarak es zamanli
sakkarifikasyon ve fermantasyon (SSF) gerceklestirilmistir. Calisma sonunda 13.2 mg
protein/g seliiloz CTec2 enzimi, 1.0 g/L maya ve %15.3 kuru kiitle varliginda %88.2
verimle 69.9 g/L biyoetanol elde edilmistir.

Ikinci grup biyoetanol iiretimi, hammadde temini yoniinden birinci gruptan daha avantajl
olsa da nisasta ve seker bazli hammaddelerle kiyaslandiginda lignoseliilozik
hammaddelerden biyoetanol {iretimi daha maliyetlidir c¢linkii lignin, selilloz ve
hemiseliilloza kovalent ve hidrojen baglar1 ile siki bir sekilde bagli oldugu igin
lignoseliilozik hammaddenin &n isleminde yiiksek enerji gereklidir. On islemden sonra

selilloz, enzimatik hidroliz ile glukoza doniistiiriiliir. Bu asamada kullanilan seliilaz
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enziminin nisastayr hidrolize eden enzimlerden ¢ok daha pahali olmas1 ikinci nesil

biyoetanol iiretiminin baska bir dezavantajidir (Cardona vd. 2007).

2.5.3 Uciincii grup biyoetanol

Ucgiincii grup biyoetanol iiretiminde makroalg, mikroalg ve siyanobakteri gibi fotosentetik

organizmalar kullanilir (Maity ve Mallick, 2022).

Mikroalgler, tek hiicreli ya da basit ¢ok hiicreli olabilen fotosentetik organizmalardir
(Plaza vd. 2008). Okaryotik ya da prokaryotik yapida olan bu mikroorganizmalar,
karbondioksiti (CO.) fikse ederek giines enerjisini kimyasal enerjiye doniistiirme
yetenegine sahiptirler ve atmosferdeki oksijenin yaklasik yarisini iiretirler (Johansen,
2012). Sucul ortamlarda yetismeye adapte olmus bu mikroorganizmalarin bazi tiirleri tatli
suda, digerleri ise tuzlu suda bulunur (Maia vd. 2020). Mikroalglerin bilinen yaklasik
50.000 tiirii vardir (Maity ve Mallick, 2022).

Mikroalgler fototrofik, heterotrofik, fotoheterotrofik ve miksotrofik kosullarda
gelisebilirler. Fototrofik mikroalgler enerji kaynagi olarak 15181, karbon kaynagi olarak
inorganik karbon kullanir (Abreu vd. 2022). Heterotrofik mikroalgler enerji kaynagi
olarak organik bilesenleri, karbon kaynagi olarak organik karbonlar1 kullanir (Chen,
1996). Fotoheterotrofik mikroalgler enerji kaynagi olarak 15181, karbon kaynagi olarak
organik karbonlar1 kullanir (Richmond, 1986). Miksotrofik mikroalgler ise enerji kaynagi
olarak 151k ve organik bilesenleri, karbon kaynagi olarak organik ve inorganik karbonlari

kullanir (Richmond, 1986).

Mikroalglerde karbonhidrat; hiicre duvarinin dis tabakasinda pektin, agar, aljinat, i¢
tabakasinda seliiloz, hemiseliiloz ve hiicrenin iginde nisasta halinde depolanir (Lam ve
Lee, 2015). Mikroalg biyokiitlesinde yogun olarak bulunan karbonhidratlar nisasta ve
seliiloz olup lignin bulunmaz (Silva ve Bertucco, 2016; Velazquez-Lucio vd. 2018).
Mikroalg hiicre duvarinda lignin bulunmadig: i¢in 6n iglemi daha kolaydir (Shokrkar vd.
2017).
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Sicaklik, pH, 151k yogunlugu ve besin gibi parametreler mikroalglerin biyokimyasal
yapisint etkileyebilir. Bu sayede mikroalgal kiiltivasyon kosullar1 kontrol edilerek
biyoetanol iiretiminde gerekli olan fermente edilebilir sekerlerin elde edilme oram

yiikseltilebilir (Dasan vd. 2019).

Uciincii grup biyoetanol iiretiminde yaygin olarak kullanilan mikroalgler arasinda: C.
vulgaris, Chlorella sp., Scenedesmus sp., Chlorococcum sp., Nannochloropsis sp. ve

Porphyridium cruentum bulunur.

C. vulgaris, Chlorellaceae familyasina aittir. 2-10 um ¢apinda ve kiiresel sekillidir. Kuru
agirhginin %12-55’1 karbonhidrattir. Fotosentez verimi yiiksektir. Biiyliime hizi
yiiksektir. Bu 0zelliklerinden dolayr biyoetanol iiretiminde yaygin olarak kullanilan

mikroalglerden biridir (Safi vd. 2014).

El-Souod vd. (2021) yaptiklar1 bir ¢alismada, 100 g C. vulgaris kuru kiitlesinin 6n
islemlerinde %2 ve %5 NaOH, %2 ve %5 H,SO., 250 W mikrodalga firin ve ultrasonik
homojenizer kullanmiglardir. Uyguladiklar1 6n islemler sonunda en yiiksek indirgeyici
seker konsantrasyonunu %2 H,SO, varliginda 120 °C, 30 dakikada yaklagik 24.77 g/100
g, maksimum biyoetanol konsantrasyonunu ise 5. giinde 14.32 g/100 g kuru kiitle olarak

belirlemislerdir.

Chlorella sp. kullanilarak yapilan bir ¢alismada yiliksek oranda fermente edilebilir
sekerler elde etmek i¢in Chlorella sp.’nin 6n isleminde kat1 asit katalizori kullanilmigtir.
Bunun igin farkli oranlarda kuru biyokiitle ve kat1 asit katalizori, 150-180 °C araliginda
sicakliklar ve 10-50 dk. araliginda siireler uygulanmistir. Calisma sonunda en yiiksek
fermente edilebilir seker verimi %5 kuru biyokiitle ve biyokiitlenin %40°’1 olan katalizor
varhiginda, 160 °C, 45. dakikada 25.2 g/L olarak elde edilmistir (Jeong vd. 2020).

Chlorella S4 kullanilan bir ¢alismada 6n islem i¢in farkli konsantrasyonlarda kuru kiitle
(%2, 4 ve 6)ve H,SO, (%1.5, 3ve 4.5 (v/v))kullanilmistir. On islem sonunda en yiiksek
glukoz konsantrasyonu; %6 kuru kiitle ve %3 H,SO, (v/v) varliginda, 121°C 20 dk.
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kosullarinda yaklasik %0.179, maksimum biyoetanol konsantrasyonu ise 48 saatlik

fermantasyondan sonra yaklasik %78.2 verimle yaklasik 8.31 g/L. olarak belirlenmistir
(Olia vd. 2022).

60 g/L Chlorella sp. kuru kiitlesi kullanilan bir ¢alismada, 6n islem igin a-amilaz ile
glukoamilaz enzimleri kullanilmis ve fermantasyon ortamina takviye olarak 5 g/I. maya
oziitii, 5 g/L glukoz, 5 g/L (NH.)2S0., 5 g/L MgSOa, ve 5 g/L pepton eklenmistir. On
islem sonunda en yiiksek glukoz konsantrasyonu; %3 glukoamilaz varliginda, 5. saatte,
80 °C ve pH 5.0 kosullarinda %80.01 verimle 6.83 g/Lh, maksimum biyoetanol
konsantrasyonu ise 0.5 g S. cerevisiae varliginda, 30. saatte ve pH 5.0 kosullarinda 4.80
g/L olarak belirlenmistir (Bahlawan vd. 2022).

Scenedesmus sp. mikroalgi Scenedesmaceae familyasina aittir. Kuru agirliginin %10-
52’si karbonhidrattir (Agustini vd. 2019). Biiylime hiz1 yiiksektir. Yiiksek miktardaki
CO;’e direng gosterir (Soares vd. 2018).

Chandra vd. (2020), Scenedesmus acuminatus igeren kiiltiir ortamlarina nitrat ile fosfat
eksikligini, magnezyum ile lizin takviyesini ve belirli pH degerlerini ayr1 ayr
uygulayarak elde edilen indirgen seker miktarlarin1 ve biyoetanol verimlerini
incelemislerdir. Calisma sonunda nitrat ile fosfat eksikliginde indirgeyici seker veriminin
azaldigi, en yiiksek indirgeyici seker veriminin pH 9.0 + 0.5 g/L Lys kosulunda 576.1
mg/L olarak elde edildigi ve bu kosul ile biyoetanol veriminin %30.1°den %44.8’e
yiikseldigi belirlenmistir.

Alam vd. (2019), Scenedesmus raciborskii mikroalgine 10 FPU/g substrat oraninda farkli
enzim mixleri ekleyerek on islem uygulamislardir. Elde edilen en yiiksek glukoz
konsantrasyonunu; seliilaz + a-amilaz + amiglukosidaz varliginda ve 72. saatte 6.0 g/L

olarak belirlemislerdir.
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Chlorococcum sp. mikroalgi Chlorococcaceae familyasina aittir. Hiicre boyutu 8 —25 um
arasinda degisir (Correia vd. 2020). Biiylime hiz1 yiiksektir, agik sistemlerde yetistirilmesi
kolaydir. Yiiksek sicakliga karsi toleransi fazladir (Zhang ve Lee, 1999).

Chlorococcum sp. kullanilarak yapilan bir ¢alismada 6n islemler i¢in farkli oranlarda
NaOH, H2S04 ve seliilaz uygulanarak ve gesitli pH degerlerinde tutularak elde edilen
biyoetanol konsantrasyonlari incelenmistir, Calisma sonunda 10 g Chlorococcum sp.
kuru kiitlesinden en yiiksek biyoetanol konsantrasyonu; 0.015 g seliilaz varliginda,72.

saatte, pH 4.8 ve 45°C kosullarinda 1.9 g olarak elde edilmistir (Rehman vd. 2019).

Juliarnita vd. (2018), C. vulgaris, Scenedesmus obliquus ve Chlorococcum sp. karisik
kiiltiirintin 6n isleminde HCI asit ve farkli sicaklik degerleri uygulayarak elde edilen
maksimum fermente edilebilir seker miktarin1 ve biyoetanol verimini incelemislerdir.
Calisma sonunda en yiiksek fermente edilebilir seker konsantrasyonu 12.2 mg/L,

maksimum biyoetanol orani ise 80°C de %58 olarak belirlenmistir.

Nannochloropsis sp. mikroalgi Eustigmataceae familyasina aittir. Hiicre boyutu 2 - 8
um’dir. Kuru agirhigmin %28 — 40’1 karbonhidrattir (Rodolfi vd. 2009).

Rahman vd. (2019), Nannochloropsis sp.'nin kuru ve yas kiitlelerini kullanarak elde
edilen glukoz ve biyoetanol konsantrasyonlarini karsilastirmistir. Kuru ve yas kiitlelerin
on islemlerinde %3 H2SO4 kullanmiglardir. Calisma sonunda yas kiitleden 3.3 g/L glukoz
ve 3.07 g/L biyoetanol, kuru kiitleden 2.29 g/L glukoz ve 1.00 g/L biyoetanol elde
etmislerdir. Bu sonuglar biyoetanol iiretiminde Nannochloropsis sp. yas kiitlesinin

hammadde olarak kullanilmasinda daha avantajli oldugunu gostermistir.

Phorphridium cruentum mikroalgi Porphyridiaceae familyasina aittir. Tek hiicreli kirmizi
bir mikroalgdir. Karbonhidrat igerigi kuru agirliginin %31 - 58’idir (Fuentes vd. 2000).
Hiicre boyutu 5 — 6 um arasinda degisir (Borowitzka, 2018).
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Yapilan bir ¢alismada Porphyridium cruentum biyokiitlesinden elde edilen biyoetanol
verimi; yetisme ortami, SHF ve SSF yontemlerine gore karsilagtirllmigtir. SSF yontemi
ile biyoetanol {liretiminin daha verimli ve maksimum biyoetanol konsantrasyonunun tatl
suda yetismis P. cruentum’da daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Tatli suda yetismis P.
cruentum’dan elde edilen biyoetanol verimi %80.3 iken tuzlu suda yetismis P.
cruentum’da %74.2’dir (Kim vd. 2017).

Biyoetanol iiretiminde hammadde olarak mikroalgal biyokiitle kullanmak avantajlidir
c¢linkii mikroalglerin fotosentetik verimi yiiksektir, biiyiime hiz1 yiiksektir, yetistirilme
asamasinda kontrol edilebilen parametreler uygulanabilir ve tarim amagli kullanilabilen

arazilere ihtiya¢ duyulmaz (Maeda vd. 2018).
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Sekil 2.1 Mikroalgal Biyoetanol Uretim Asamalar1 (Jambo vd. 2016)
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Biyoetanol iiretiminde yaygin kullanilan mikroalglerden biri olan C. vulgaris; dkaryot,
tek hiicreli, flagella icermeyen yesil bir mikroalgdir. Bilimsel siiflandirmasi “Domain:
Okaryot, Alem: Protista, Sube: Chlorophyta, Smif: Trebouxiophyceae, Takim:
Chlorellales, Aile: Chlorellaceae, Cins: Chlorella, Tiir: Chlorella vulgaris” seklinde olup
1890'da Hollandali mikrobiyolog Dr. Martinus Willem Beijerinck tarafindan
kesfedilmistir. Tatli suda yetismektedir ve yaklasik 2.5 milyar yildan fazla bir siiredir
yeryiiziinde bulunmaktadir (Safi vd. 2014).

C. vulgaris hiicresi 2 - 10 um ¢apinda olup kiiresel veya elips seklindedir (Yamamoto vd.
2004). Tek hiicreli veya maksimum 64 hiicre koloni halindedir. Sitoplazmasinda su,
¢ozinir proteinler ve mineraller ile mitokondri, ¢ekirdek, vakuoller (Kuchitsu vd. 1987),
kloroplast ve Golgi (Safi vd. 2014) gibi organeller bulunur. Kloroplastinda; pirenoid,
tilakoidler ve lipid globiilleri bulunurken 6zellikle olumsuz biiyiime kosullarinda amiloz
ve amilopektinden meydana gelen nisasta graniilleri olusabilir. Pirenoid, ribuloz-1,5
bifosfat karboksilaz oksijenaz (RuBisCO) igermekte olup karbondioksit fiksasyonunun
merkezidir. Tilakoidlerde, diger pigmentlerin rengini bastiran pigment olan klorofil
sentezlenir. Lipid globiilleri azot stresi durumunda sitoplazmada ve kloroplastta birikir

(Hoek vd. 1995; Lee vd. 2018).

Chloroplast envelope

Chloroplast
Mitochondrion Chlorophyll & Carotenoids

Cytoplas Cell wall

Starch
Pyrenoid

Thylakoids
Vacuole

Sekil 2.2 C. vulgaris hiicresinin sematik yapisi (Safi vd. 2014)
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C. vulgaris hiicre duvari, elektron yogun bir dis katman ve daha az yogunluktaki bir i¢
katmandan olugan tek tabakali mikrofibriler yapiya sahip olup ana bileseni glukozamin
olan kitosan benzeri bir polisakkarit, seliiloz, hemiseliiloz, monosakkaritler, proteinler
(~% 20), lipidler (%5-40), glikosil, mineraller ve vitaminler igerir (Safi vd. 2014; levina
ve Romagnoli, 2020; Ye vd. 2023). Bu mikroalgin hiicre duvarit kalinlig1 biiyiime
evresine gore degisir. Yeni olusan hiicre duvar yaklasik 2 nm kalinlikta olup (NEMcovA
ve Kalina, 2000) gelisme evresinde kalinligi 17-21 nm'ye ulasana kadar sertlesir
(Yamamoto vd. 2005) ve bu evrede glukozaminden meydana gelen bir mikrofibriler
tabaka olusur. Bu tabaka hiicre duvarma sertlik verir (Safi vd. 2014). Olgun evrede ise
hiicre duvari kalinligi ve bilesimi, farkli biiyiime ve ¢evre kosullara gore degiskenlik

gosterir (Atkinson vd. 1972; Burczyk ve Hesse, 1981).
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Sekil 2.3 Chlorella vulgaris'in hiicre duvari yapisi ve kimyasal bilesenleri (Ye vd. 2023)

C. vulgaris’in temel biyokimyasal bilesenleri; karbonhidratlar, proteinler, lipidler,
pigmentler, mineraller ve vitaminler olup (Safi vd. 2014) bu bilesenlerin orani 11k
yogunlugu, sicaklik, pH, tuzluluk ve besin gibi etkenlere gore degiskenlik gdosterir
(Sharma vd. 2012a; Vitova vd. 2015). Yapisinda gesitli biyokimyasal bilesenler
bulundurmasi sayesinde bu mikroalg takviye besin (Fradique vd. 2010), hayvancilik ile
su Urinleri yemi (Becker, 2007), biyoyakit (Safi vd. 2014), ilag ve kozmetik
endiistrilerinde  (Rodriguez-Garcia ve  Guil-Guerrero, 2008) yaygin olarak

kullanilmaktadir.
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C. vulgaris’te karbonhidratlar, nisasta ile seliiloz gibi polisakkaritler ve bazi indirgen
sekerler halinde bulunur. Nigasta bu mikroalgde en bol bulunan polisakkarittir, genellikle
kloroplastta bulunur ve hiicreler i¢in enerji deposu gorevi goriir (Coronado-Reyes vd.
2020). Direngli ve yapisal bir polisakkarit olan seliilloz, bu mikroalgin hiicre duvarmni
korur (Takeda, 1991). C. vulgaris hiicre duvarinda bulunan monosakkaritler; glukoz,
galaktoz, fukoz, ksiloz, ramnoz, arabinoz ve mannozdur. Bu mikroalgin iistel fazinda en
fazla bulunan monosakkarit glukozdur (%70-75), ardindan galaktoz ve mannoz gelir,
duragan fazinda ise en ¢ok galaktoz (%65-75), ardindan glukoz, arabinoz, mannoz ve
glukuronik asit gelir. Bu mikroalgin hiicre duvarinda beta-1,3-glukan gibi lifsiz
karbonhidratlar da bulunur (Ye vd. 2023). C. vulgaris'in toplam karbonhidrat degeri,
ozellikle azot eksikliginde kuru agirliginin %12-55’ine kadar yiikselebilmektedir (Choix
vd. 2012).

Cizelge 2.2 C. vulgaris' te temel makro ve eser elementlerin icerigi (Cabrita vd. 2022)

Toplam mineral igerigi (g/kg) 41.3
Temel makro elementler (g/kg) 39.9
Na 0.50
K 8.50
Mg 0.56
Ca 4.64
P 25.7
Temel eser elementler (mg/kg) 1190
Fe 644
Mn 163
Cu 25.4
Zn 357
Se 0.17
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Cizelge 2.3 C. vulgaris'in vitamin igerigi (Gelgor vd. 2022)

Vitamin (ug/100 g)

B1 (tiamin) 75.6 +£48.5
B2 (riboflavin) 1.8+0.1

B3 (niasin) 237.6 £ 161.2
B5 (pantotenik asit) 1928.9 + 786.1
B6 (piridoksin) N.D.

B7 (biyotin) 29.2+9.2

B9 (folat) 66.5 + 33.3
B12m (siyanokobalamin) 43.1+15.3

C (askorbat) 4786.3 +£1763.2
N.D. : Veri yok

Optimal kosullarda yetistirilen bir C. vulgaris hiicresi, eseysiz tireme olan otosporiilasyon
ile ¢ogalir. Otosporiilasyonda ana hiicre, 2 — 32 otospor veya yavru hiicreye boliiniir,
otosporlar olgunlaginca ana hiicre duvart yirtilip yavru hiicreler serbest kalir ve ana

hiicreden geriye kalan atiklar1 yavru hiicreler besin olarak tiiketir (Safi vd. 2014).

Biyoetanol iiretiminde hammadde olarak C. vulgaris biyokiitlesi kullanmak avantajlidir
clinkii bu mikroalg yiiksek miktarda karbonhidrat icerir (Safi vd. 2014), biiylime hizi
yiiksektir, cogalma siiresi nispeten kisadir, zorlu ortam kosullarina dayanabilme ve gesitli
fiziko-kimyasal ortamlara adapte olabilme (Wirth vd. 2020) yetenegine sahiptir (Singh
vd. 2019), tatli su ve toprak habitatlarinda yaygin olarak bulundugu i¢in kolaylikla temin
edilebilir (Wirth vd. 2020).

2.5.4 Dordiincii grup biyoetanol

Dordiincii grup biyoetanol iiretiminde biyoetanol iiretimini artirmak amaciyla; diisiik
miktarda lignin ile seliloz ve yiiksek miktarda seker igeren biyokiitle yetistirilmesi,
genetik modifikasyona ugratilmis fermentatif mayalar kullanarak biyoetanol iiretiminin

artirilmasi (Ziolkowska, 2020), mikroalglerin fotosentetik verimliliginin artirilmasi
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(Tandon ve Jin, 2017) ve mikroalglerin yapisindaki karbonhidrat miktarinin artirilmasi

(Abdullah vd. 2019) gibi yontemler uygulanmaktadir.

Lee vd. (2020), arpa kalintilarinin yapisindaki lignin oranini azaltabilmek amaciyla
arpadaki lignin olusumundan sorumlu gen olan kafeik asit O-metiltransferaz 1
(HVCOMT1) oraninin CRISPR/Cas9 aracili mutajenezi ile azaltilmasini saglamiglardir.
Bunun i¢in transgen icermeyen, homozigot Hv*COMT1 mutanti elde etmislerdir. Mutant
tipin toplam lignin icerigi yabanil tipten %14 daha diisiik, fermente edilebilir seker olan
glukoz orani ise %34 daha yiiksek olarak belirlenmistir. Yabanil tipten elde edilen
biyoetanol konsantrasyonu 10.7 g/L iken mutant tipten elde edilen biyoetanol
konsantrasyonu 14.3 g/L’dir.

Ksiloz bes karbonlu (pentoz) bir sekerdir. Saccharomyces cerevisiae, pentozlari fermente
edemez. Gongalves vd. (2014), bu mayanin ksilozu fermente edebilmesi igin ksiloz
rediiktaz (KSIL1), ksilitol dehidrojenaz (KSIL2) ve ksiliilokinaz (XKS1) genlerini, ana
heksoz tasiyicilara sahip olmayan bir Saccharomyces cerevisiae hxt-null susuna plazmit
araciligiyla aktarip HXT1, HXT2, HXT5 ve HXT7 permeazlarinin (tagiyicilarin) ksiloz,
glukoz ve ksiloz + glukoz fermantasyonlarindaki etkilerini analiz etmislerdir. Caligma
sonunda HXT1 tastyicisinin, ksiloz + glukoz fermantasyonunda maksimum seker
tiketimini ve etanol iretimini olumlu etkiledigini, HXT7 tasiyicisinin ise ksiloz
fermantasyonunu olumlu etkiledigini fakat ksiloz + glukoz fermantasyonunda sadece

glukoz tasidigini belirlemislerdir.

Chlamydomonas reinhardtii, diisiik yogunluktaki 1s1k ortamida maksimum diizeyde 151k
enerjisi yakalayabilen ve bu enerjiyi fotosentezde kullanabilen bir mikroalgdir fakat bu
mikroalg yiiksek yogunluktaki 1sik ortaminda yakaladigi 1sik enerjisinin ¢ogunu
fotohasara karsi korunmak amaciyla 1s1 olarak agiga c¢ikardigi icin fotosentezde
kullanamaz. Mussgnug vd. (2007), bu enerji kaybini azaltabilmek amaciyla RNAi
teknolojisi ile bu mikroalgdeki 1s1k toplayan anten kompleksleri (LHC) gen ailesini asagi
regiile ederek Chlamydomonas reinhardtii Stm3LR3 mutant1 elde etmislerdir. Calisma

sonunda bu mutant mikroalgde LHC’ye bagli 1s1 kaybinin azaldigi, yiiksek yogunluktaki
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151k ortaminda fotosentetik verimlilik ile 151k gegirme 6zelliginin arttig1 ve fotohasar

riskinin azaldig1 belirlenmistir.

Dordiincti grup biyoetanol iiretimi verimli ve ucuzdur fakat biyoetanol iiretim siireci
uzundur, iretimin baslangicinda maliyet yliksektir ve kullanilan teknoloji yeni olup

gelisim asamasindadir (Jouzani ve Taherzadeh 2015).

2.6 Mikroalg Kiiltivasyon Kosullar1 ve Sistemleri

Mikroalgal biyoetanol {retiminin ilk asamasi kiiltivasyondur. Kiiltivasyon ile
mikroalglerin gelistirilmesi ve ¢ogaltilmasi saglanir. Besin maddeleri, 151k, pH ve sicaklik
gibi faktorler mikroalglerin yetistirilmesinde 6nemlidir (Dassey ve Theegala, 2013)
¢linkii 151810 yogunlugu, siiresi ve spektral bilesimi fotosentez verimini dogrudan
etkilemektedir. Mikroalg tiirlerinin gelisebildigi optimum sicaklik genellikle 20 — 30 °C
iken termofilik mikroalgler 40 — 80 °C arasindaki sicakliklarda gelisebilir. Ayrica
mikroalglerin gelisebildigi kiiltiir ortaminin pH’1 genellikle 6.0 — 8.76 arasindadir. C.
vulgaris' in gelisebildigi pH araligi genis iken ¢ogu mikroalg tiiriiniin gelisebildigi pH
araligi dardir (Khan vd. 2018). Mikroalgler; fototrofik, heterotrofik, fotoheterotrofik ve
miksotrofik gibi ortam kosullarinda gelisebilirler (Abreu vd. 2022).

Cizelge 2.4 Enerji ve karbon kaynaklarina gore mikroalglerde gelisim kosullar1 (Abreu

vd. 2022)
Gelisim Tipi Enerji Kaynagi Karbon Kaynagi
Fototrofi Isik Inorganik karbon
Fotoheterotrofi Isik Organik karbon
Heterotrofi Organik bilesenler Organik karbon
Miksotrofi Isik ve organik bilesenler Organik ve inorganik

karbon
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2.6.1 Fototrofik kiiltivasyon

Fototrofik gelisimde mikroalgler enerji kaynagi olarak 15181, karbon kaynagi1 olarak CO2
gibi inorganik karbon kullanir. Fototrofik kiiltivasyon diger sistemlere kiyasla ucuzdur
(Javed vd. 2019) ayrica bu Kkiiltivasyonda sera etkisine neden olan atmosferik
karbondioksit kullanildig1 igin g¢evresel avantaji vardir (Udayan vd. 2022) fakat bu
gelisimde fotosentetik verimlilik ile elde edilen mikroalgal biyokiitle orani nispeten
distiktir (Abreu vd. 2022). Fototrofik kiiltivasyon, a¢ik havuz, kapali ve hibrit
sistemlerde gergeklestirilebilmektedir (Javed vd. 2019).

Acik havuz kiiltivasyon sistemi biiyiik 6l¢ekli mikroalg iiretiminde kullanilan en eski
teknikler olup 1950°1i yillardan beri kullanilmaktadir (Borowitzka, 1999). Yaygin olarak
kullanilan agik sistemler dairesel, egimli, karistirmasiz ve yaris pisti tipi havuzlardir
(Suali ve Sarbatly, 2012). Agik havuz kiiltivasyon sistemlerinin maliyeti nispeten ucuz
olup biyiik iretim kapasitesine sahiptirler fakat agik havuzlarda buharlagma ile su
kaybinin fazla olmasi, mikroalglerin biiyiimelerine engel olan diger mikroorganizmalar
tarafindan kolayca kontamine olabilmesi, sicaklik ile giines 1s181n1n giinliik ve mevsimlik
degisimlerinin mikroalg iiretimini etkilemesi ve mikroalglerin kiiltivasyonunda
karistirma isleminin homojen olarak yapilamamasi gibi nedenlerden dolayr agik
havuzlarda mikroalg iiretim verimi kapali fotobiyoreaktorlere kiyasla diistiktiir
(Richmond, 2003).

Kapali kiiltivasyon sisteminde; 151k, sicaklik, pH vs. gibi ortam kosullar1 stabil halde
tutularak mikroalglerin yetistirilmesi saglanir. Yaygin olarak kullanilan kapali sistemler;
tiibiiler, diiz plaka, fermentdr tipi ve igten aydinlatmali fotobiyoreaktorlerdir (Suali ve
Sarbatly, 2012).

Acik sistemlere kiyasla fotobiyoreaktorlerde daha iyi pH ve sicaklik kontrolii, daha iyi
151k kullanim verimliligi, daha homojen karistirma, daha az buharlagma kaybi ve yiiksek
oranda biyokiitle liretimi saglanir. Ayrica fotobiyoreaktorlerde kontaminasyon riski daha

diisiiktiir fakat fotobiyoreaktorler genellikle yiiksek maliyetlidir (Karemore vd. 2015).
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Hibrit kiiltivasyon sistemi agik ve kapali kiiltivasyon sistemlerinin kombinasyonudur. Bu
sistemde maksimum oranda mikroalgal biyokiitle elde edebilmek i¢in mikroalgler 6nce
bir fotobiyoreaktorde yetistirilerek kontaminasyon riski biiyiik ol¢iide azaltilir. Daha
sonra agik sistem kullanilarak biiyiik 6l¢ekte mikroalg tiretimi saglanir (Schenk vd. 2008).
Bu sistem yiiksek verimde ve daha az enerji tiikketimi ile mikroalg gelisimini saglar fakat
maliyeti yiiksektir (Dickinson vd. 2017; Javed vd. 2019).

2.6.2 Heterotrofik kiiltivasyon

Heterotrofik mikroalgler 1siga ihtiyag duymadan enerji kaynagi olarak organik bilesen,
karbon kaynagi olarak organik karbon kullanir (Kim vd. 2013). Heterotrofik
kiiltivasyonda mikroalglerin gelisimi 1s1k enerjisinden bagimsizdir bu durum kiiltivasyon
stirecini kolaylastirir (Shamzi Mohamed vd. 2011). Bu kiiltivasyon ile daha yiiksek
oranda mikroalgal biyokiitle elde edilebildigi i¢in hasat maliyeti daha azdir (Iasimone vd.
2020) fakat bu kiiltivasyonda organik bilesenler kullanildigindan dolay1 kontaminasyon
riski daha fazladir ve maliyeti daha yiiksektir (Franziska vd. 2011).

2.6.3 Fotoheterotrofik kiiltivasyon

Fotoheterotrofik kosulda gelisen mikroalgler enerji kaynagi olarak 15181, karbon kaynagi
olarak organik karbon substratlar1 kullanirlar (Daneshvar vd. 2021). Bu kiiltivasyonda
organik karbon substratlarinin kullanilmasi biyokiitle veriminin artmasina katki saglar.
Ornegin yapilan bir calismada D. dissociatus'un biyokiitle verimliligi ototrofik kiiltiirde
0.23 g/l.d iken fotoheterotrofik kiiltiirde 0.48 g/l.d olarak belirlenmistir (Grama vd. 2016).
Ancak bu kosulda mikroalglerin gelisimi i¢in hem organik karbona hem de 1518a ihtiyag
duyulmasindan dolay1 maliyeti yiiksektir (Chew vd. 2018).

2.6.4 Miksotrofik kiiltivasyon

Miksotrofik mikroalgler enerji kaynagi olarak 151k ve organik bilesenleri, karbon kaynagi

olarak organik ve karbondioksit gibi inorganik karbonlar1 kullanir. Bu ortamda gelisen
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mikroalgler, hem fototrofik hem de heterotrofik kosullarda hayatta kalabilir (Mansa vd.
2018).

Miksotrofik kosulda gelisen mikroalglerden heterotrofik kosulda gelisenlere kiyasla daha
yiiksek oranda biyokiitle elde edilebilir ve bu kiiltivasyonda karbon kaynagi olarak CO2
kullanilabildiginden dolay1 ¢evreye olumlu etkisi vardir (Shu ve Tsai, 2016) fakat bu
kiiltivasyonda kullanilabilen organik bilesenler kontaminasyona neden olabilir. Bu
yiizden miksotrofik kiiltivasyonda genellikle kapali fotobiyoreaktorler kullanilir (Chew
vd. 2018).

2.7 Mikroalgal Biyokiitlenin Hasad: ve Hasat Yontemleri

Biyoetanol iiretiminin hasat asamasi toplam maliyetin %20-30'unu olusturabilmektedir
(Uduman vd. 2010; Barros vd. 2015). Bu yilizden mikroalgal biyokiitlenin verimli ve
diisiik maliyetli olarak hasat edilmesi ¢ok Onemlidir (Udayan vd. 2022). Mikroalgal
biyokiitleye uygulanacak ideal bir hasat yonteminde yiiksek konsantrasyonda biyokiitle
elde edilebilmeli, enerji ve bakim maliyeti diisiik olmalidir. Hasat edilecek mikroalg
biyokiitlesinin yapisina, yogunluguna, biiyiikliigiine vs. gore uygun hasat ydntemi
secilmelidir (Barros vd. 2015). Mikroalgal biyokiitle i¢in uygulanan hasat yontemleri
arasinda; santrifiijleme, filtrasyon, sedimantasyon, yiizdiirme, elektrokimyasal ve
flokiilasyon bulunur. Bu yontemler arasinda en yaygin olarak kullanilanlar filtrasyon ve

santrifiijlemedir (Suparmaniam vd. 2019).

2.7.1 Santrifiij

Santrifiij yontemi mikroalgal biyokiitlenin hasadi i¢in hem laboratuvar hem de ticari
Olcekte kullanilabilen hizli bir islemdir. Sabit (6rn. hidrosiklon) ve sabit olmayan (6rn.
santrifiijlii dekantorler, disk santrifiijler ve borulu santrifiijler) olmak {izere iki ¢esit
santrifiij sistemi vardir (Mathimani ve Mallick, 2018). Hidrosiklon tip santrifiij
mikroalgal biyokiitlenin siklonik bir hareketle tekne boyunca asagi dogru hareket

ettirildigi silindirik bir cihazdir. Dekanter santrifiij, yliksek hizda donen ve mikroalgal
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biyokiitleyi 6zgiil agirlik farkina gore ayiran yatay ve konik tiiplerdir (Najjar ve Abu-
Shamleh, 2020). Disk santrifiijiinde ince konik metal diskler iist iiste olup mikroalgal
biyokiitle silindirin merkezinde toplanir. Silindirin doniisii, biyokiitlenin disa ve daha
sonra dibe dogru hareket etmesini saglarken kiiltiir sivis1 merkeze dogru hareket eder.
Borulu santrifiijde drenaj sistemi yoktur ve genellikle laboratuvar galigmalarinda
kullanilir (Udayan vd. 2022). Santrifiij, endiistriyel olarak tercih edilen bir hasat
yontemidir fakat bu yontem oldukc¢a enerji gerektirdiginden dolayr maliyetlidir ve

genellikle farmasoétikler gibi biyoaktif bilesenler i¢in kullanilir (Yasin vd. 2019).

2.7.2 Flokiilasyon

Flokiilasyon mikroalgal biyokiitlenin bazi organik ve inorganik biyoflokiilantlar
araciligiyla ya da ortamin pH’min degistirilereck (otoflokiilasyon) elde edildigi hasat
yontemidir (Matter vd. 2019). Flokiilasyon yonteminde flokiilantlarin yardimiyla kii¢iik
boyutlu mikroalgal hiicrelerin bir araya getirilerek hasat edilmesi saglanir. Aliiminyum
stilfat veya demir siilfat gibi kimyasallar inorganik flokiilant olarak kullanilir (Branyikova
vd. 2018). Bu tiir inorganik flokiilantlar etkilidir fakat pahalidir ve yiiksek oranda
kullanildiginda mikroalglerin hiicre yapilarina zarar verir (Laamanen vd. 2016). Nisasta
ve kitosan gibi organik flokiilantlar, ¢cevre ve mikroalg biyokiitlesi iizerinde daha az
olumsuz etki birakir (Lee vd. 2015). Mikroalg biyokiitlesinin hasadi i¢in flokiilant olarak
inorganik metal tuzlari kullanilabilir fakat hasat edilen biyokiitle yapisindaki kalint1 tuzlar
yiiksek konsantrasyonda metal i¢erdiginden dolay1 genellikle tercih edilmez (Matter vd.
2019). Biyolojik flokiilasyon yonteminde flokiilant potansiyeli olan mikroorganizmalar
ya da bu mikroorganizmalar tarafindan salinan ekzopolimerik maddeler kullanilabilir
(Yang vd. 2020).

Otoflokiilasyon yontemi, enerji ve proses agisindan uygun maliyetlidir. Bu yontemde
mikroalg hiicreleri, Ca**ve Mg** varliginda yiiksek pH'da (9.0 'dan yiiksek) flokiile olur
(Ummalyma vd. 2017). islem CO2 ya da genellikle 1 M NaOH kullanilan alkali ¢dzelti
araciligiyla indiiklenir (Singh ve Patidar, 2018). Kiiltivasyon ortaminin pH'1, mikroalgler
fotosentez sirasinda ortamdan CO2 kullandik¢a bazik hale gelir. Bu yiiksek pH, mikroalg

hiicrelerinin yiizeyindeki negatif yiikleri ndtr hale getirerek topaklasmalarina neden olur
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(Okoro vd. 2019) fakat NaOH mikroalgal hiicre yapisint degistirdigi ve bu ydntemin

kontrol edilebilirligi zor oldugu i¢in endiistriyel olarak kullanimi tercih edilmez (Udayan
vd. 2022).

2.7.3 Sedimantasyon

Sedimantasyon, mikroalgal hiicreleri ayirmak igin yer¢ekimi kullanilan bir hasat
yontemidir (Fasaei vd. 2018). Sedimantasyon hizi, partikiillerin boyutuna ve
yogunluguna baghdir. Diisiik yogunluga veya boyuta sahip partikiiller cok yavas ¢oker
(Mennaa vd. 2019). Bu gibi durumlarda bir flokiilant ilave edilip elektrostatik ¢gekim
olusturularak hasat yapilabilir (Fuad vd. 2018). Sedimantasyon yontemi basit, ekonomik
ve enerji agisindan verimlidir fakat ozellikle atik suda yetistirilen biiyiikk Olgekli

mikroalglerin hasadi igin uygun degildir (Leite vd. 2020).

2.7.4 Filtrasyon

Filtrasyon yonteminde mikroalgal biyokiitle bir membran ile sivi kisimdan ayrilir. S1vi
kisim filtre gézeneklerinden gecerken kati1 kisim filtrede kalir (Mo vd. 2015). Bu yontem
ile diisiik yogunluga sahip mikroalg biyokiitlesi dahi hasat edilebilir. Bu hasat yonteminin
ultrafiltrasyon, mikrofiltrasyon, nanofiltrasyon ve ters osmoz gibi ¢esitleri vardir (Castro-
Munoz ve Garcia-Depraect, 2021). Mikrofiltrasyon membranlarinin gozenek boyutu 0,1
- 10 um, ultrafiltrasyon membranlarinin gozenek boyutu 0,01 - 0,1 um ve nanofiltrasyon
membranlarinin gézenek boyutu 0,01 - 0,001 um arasindadir (Roy, 2019). Mikroalgal
biyokiitle i¢in mikrofiltrasyon ve ultrafiltrasyon membranlar1 daha uygundur (Diaz-
Montes ve Castro Munoz, 2019) fakat bu membranlarin gézenek boyutu ¢ok kiiciik
oldugu i¢in yiiksek basing ve enerji gerektirir (Bilad vd. 2014). Ayrica filtrasyon
membranlarinin gozenekleri zamanla tikandigindan dolayr hasat maliyetini artirir ve

stiresini uzatir (Udayan vd. 2022).
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2.7.5 Manyetik ayirma

Bu yontemde mikroalgal hiicreler, manyetik bir alanda, manyetik parcaciklar araciligiyla
ortamdan izole edilir (Rakesh vd. 2020). Bu yontem basittir ve enerji agisindan verimlidir
(Wang vd. 2014) fakat endistride kullanilan biiylik o6lgekli manyetik ayiricilar
mikroalglerin yapisini olumsuz etkileyebildiginden dolayr mikroalgal biyokiitlenin
hasadi i¢in uygun degildir (Wang vd. 2015). Ayrica bu yontem ile biiyiik 6lgekli
mikroalgal biyokiitle hasat etmek ¢ok maliyetlidir (Udayan vd. 2022).

2.7.6 Coziinmiis hava flotasyonu

Coziinmiis hava flotasyonunda yiiksek basingta gaz kabarciklar1 olusturularak mikroalgal
biyokiitlenin sivi kisimda yiizdiiriilmesi saglanir (Torres vd. 2017). Bu ydntemde
genellikle bir flokiilant kullanilarak biyokiitlenin toplanmasi ve hasat veriminin
artirilmasi saglanir (Zhang vd. 2016). Bu yontem ile hasat kisa siirer ve biiyiik dlgekte
mikroalgal biyokiitle hasat edilebilir (Fasaei vd. 2018) fakat yiiksek basing
gerektirdiginden dolay1 bu yontemin enerji maliyeti yiiksektir (Udayan vd. 2022).

2.7.7 Elektrokimyasal yontemler

Mikroalgal biyokiitlenin hasadi i¢in elektrokoagiilasyon, elektroflokiilasyon ve
elektroflotasyon gibi elektrokimyasal yontemler uygulanabilmektedir (Misra vd. 2014).
Elektrokoagiilasyon yonteminde mikroalgal biyokiitleyi bir araya toplamak i¢in

oksitleyici metal elektrotlar kullanilir (Hattab, 2015) fakat bu elektrotlarin periyodik

zaman araliginda degistirilmesi gerekir bu da maliyeti artirir (Guldhe vd. 2015) ayrica
elektrotlarda metal eksilmesi nedeniyle hasat edilen mikroalgler kontamine olabilir
(Udayan vd. 2022). Elektroflotasyon yodnteminde siispansiyon halindeki mikroalg
hiicrelerini bir araya toplamak ve onlar1 reaktoriin ylizeyine ¢ikarmak icin suyun

elektrolizi ile iiretilen kabarciklar kullanilir (Geada vd. 2018).
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2.8 Mikroalgal Biyokiitlenin On Islem Yontemleri

Uygun kosullarda gelistirilen ve hasat edilen mikroalglerin hiicre duvarin1 yitkmak ve
yapisindaki fermente edilebilir sekerleri elde etmek igin (Karpagam vd. 2021), fiziksel,
fizikokimyasal, kimyasal ve biyolojik 6n islem yontemleri kullanilir (Sankaran vd. 2020).
Uygulanacak 6n islem yontemi, mikroalgal biyokiitlenin hiicre duvari bilesimine baglidir
(Yoo vd. 2015). Yapilan g¢esitli ¢alismalarda on isleme tabi tutulmus mikroalgal
biyokiitleden elde edilen fermente edilebilir seker konsantrasyonunun, 6n isleme tabi
tutulmamis mikroalgal biyokiitleden daha fazla oldugu gosterilmistir (Zhao vd. 2018;
Sankaran vd. 2020; Costa vd. 2020; Nagarajan vd. 2020). Bu nedenle 6n islem, mikroalg

tabanli biyoetanol iiretiminde 6nemli bir asamadir (Sirohi vd. 2021).

2.8.1 Fiziksel 6n islem

Fiziksel 6n islem yontemleri ile mikroalgal biyokiitlenin boyutu, yiizey alani,
polimerizasyon derecesi ve kristallik indeksi degistirilir (Jedrzejezyk vd. 2019). Fiziksel
On islem yontemleri nispeten kolaydir ve daha az g¢evresel soruna neden olur fakat bu
yontemler yiiksek enerji gerektiren teknikler oldugu i¢in maliyetleri yiiksektir (Sankaran
vd. 2020; Karpagam vd. 2021). Fiziksel 6n islem yontemleri arasinda 6giitme, mikrodalga
ile 6n islem, sonikasyon/ultrasonikasyon, ekstriizyon ve Darbeli Elektrik Alan1 (PEF)

bulunur.

Ogiitme, mikroalglerin hiicre duvarin1 yikmak igin kullanilan fiziksel bir yontemdir. Bu
yontemde bir kesme kuvveti olusturmak amaciyla; kuvars, seramik, cam ve ¢elik gibi
farklt boncuk tiirleri kullanilir. Mikroalgal biyokiitle ve boncuklar arasindaki mekanik
carpisma ile hiicre duvarinin pargalanmasi saglanir. Boncuklarin olusturdugu kesme
kuvveti ortamin 1sinmasina neden olur. Bu yiizden 6zellikle 1s1ya dayaniksiz bilesenlerin
On isleminde sogutma yapmak Onemlidir ancak sogutma islemi enerji tiilketiminin

artmasina neden olmaktadir (Nagarajan vd. 2020).
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Mikrodalga ile 6n islem yonteminde yiiksek sicaklik ve basing altinda elektromanyetik
dalgalar ve yiik pargaciklar etkileserek mikroalgal hiicrenin pargalanmasina yol agar
(Sirohi vd. 2021). Bunun i¢in mikroalgal biyokiitleye 0.3 - 300 GHz frekans araliginda
elektromanyetik dalgalar uygulanir. Mikrodalgalar mikroalgal hiicrenin polar ve
dielektrik molekiilleri ile etkilesime girer. Bu durum mikroalg hiicre duvarini pargalamak
icin basing ile 1s1y1 artirir ve mikroalg hiicre duvarmin pargalanmasi saglanir (D'Hondt
vd. 2017).

Sonikasyon/ultrasonikasyon yonteminde; 10 KHz'den 20 MHz'e kadar ultrasonik
dalgalarla mikroalg hiicre duvarinin pargalanmasi saglanir. Bu yontemde elektrik enerjisi
fiziksel enerjiye donistiiriilir ve belirli bir basing ve yiiksek sicaklik sonucunda sok

dalgasi olarak kavitasyon (kabarcik) yayilir (Naveena vd. 2015).

Ekstriizyon, termal ve mekanik tekniklerin birlikte kullanildig: bir yontemdir. Ekstriider
makinesinde vidalarin dondiiriildiigii bu yontemde dondiirme islemi ile vida ve kovan
arasinda sicaklik ve basincin artmasiyla biiyiik bir kesme kuvveti meydana gelerek

mikroalgal biyokiitlenin par¢alanmasi saglanir (Sankaran vd. 2020).

Darbeli Elektrik Alan1 (PEF) yonteminde mikroalg hiicrelerine yiiksek voltajda elektrik
uygulanarak 6nce gozenek olusumu (elektroporasyon) ardindan hiicrelerin pargalanmasi
saglanir. Bu yontem uygulanmadan 6nce mikroalgal hiicrenin deiyonize olmasi 6énemlidir

¢linkii herhangi bir yiiklii iyonun varlig1 6n islem verimini distiriir (Glinerken vd. 2015).

2.8.2 Fizikokimyasal 6n islem

Fizikokimyasal 6n islem yonteminde mikroalgal hiicrelerin parcalanmasi igin fiziksel ve
kimyasal islemler birlikte kullanilir. Ornegin mikroalgal biyokiitlenin parcalanmasinda
sicaklik, basing ve ultrason gibi fiziksel parametreler ile asitler ve ¢oziicii maddeler gibi
Kimyasal parametreler beraber uygulanir (Sun vd. 2018). Bu 6n islem ydnteminin
verimliligi, mikroalglerin hiicre duvar1 bilesimine baghdir (Costa vd. 2020).

Fizikokimyasal 6n islem yontemleri arasinda; Hidrotermal, Basingli Sivi Ekstraksiyonu
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(PLE), Siiper Kritik Sivi Ekstraksiyonu (SFE) ve Hidrotermal Karbonizasyon (HTC)

bulunur.

Hidrotermal 6n islem yonteminde hiicre duvarini par¢alamak i¢in mikroalgal biyokiitleye
belirli bir sicaklik araliginda yiiksek basingli su uygulanir (D'Hondt vd. 2017). Uygulanan
sicaklik derecesi ve On iglem siiresi mikroalg tiiriine gore farklilik gosterir (Nagarajan vd.

2020).

Basingli Sivi Ekstraksiyonu (PLE) yonteminde mikroalgal biyokiitleye 35 — 200 bar
basing ve 50 — 200 °C sicaklik parametreleri uygulanir (Grosso vd. 2015). Coziiniirligi

artirmak icin su, dimetil eter ve propan gibi ¢oziiciiler kullanilabilir (Costa vd. 2020).

Stiper Kritik Sivi Ekstraksiyonu (SFE) 6n isleminde, kullanilan ¢6ziicii maddeye belirli
bir basing ve sicaklik uygulanarak ¢6ziicii madde gaza benzer bir siiper Kritik sivi haline
getirilir (Aliev ve Abdulagatov, 2017; Gallego vd. 2018). Bu yontemde yaygin olarak
kullanilan ¢oziicti maddeler; siiper kritik metanol, CO, ve etanoldiir (Halim vd. 2011,
Deshmukh vd. 2019). Mikroalglerden ¢esitli bilesenler elde etmek igin siiper Kritik bir
stv1 olarak genellikle 31.2 °C sicaklikta ve 73.8 bar basingta CO2 uygulanir (Gallego vd.
2018; Figueiredo vd. 2019). Siiperkritik - CO, yontemi ile mikroalgal biyokiitleden
lipidler ya da trigliseritler (TGA'lar) ekstrakte edilir (Soh vd. 2018).

Hidrotermal Karbonizasyon (HTC) yonteminde mikroalgal biyokiitlenin hiicre duvarini
yikmak i¢in 374 °C’den diisiik olan su buhar1 kullanilir (Zhang vd. 2012a, 2012b).

Yiiksek sicaklik uygulanmasi farkli asit ve inhibitorlerin salinmasina neden olur
(Sankaran vd. 2020). Bu inhibitérleri ortadan kaldirmak i¢in buhar aritma, sicak su ve
buhar patlamasi (160 — 240 °C) gibi ¢esitli hidrotermal fazlar uygulanir (Ruiz vd. 2008).
Bu yontem ile mikroalgal biyokiitleden organik kimyasallar, sekerler, ucucu bilesikler,

hidrokomiir ve alkoller elde edilir (Marin-Bautista vd. 2019).
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2.8.3 Kimyasal 6n islem

Kimyasal 6n islem; nispeten kolay, uygun maliyetli ve kisa siireli olan yontemlerden
biridir. Bu 6n islemde, mikroalgal hiicreyi pargalamak ve igerigindeki polimerleri
¢Ozilindiirmek amaciyla asit, alkali ve organik coziiciiler gibi kimyasal maddeler
kullanilir. Kimyasal 6n islemin mikroalgal biyokiitleye uygulanmasi nispeten kolaydir

(Chen vd. 2013a, 2013b).

Asit 6n islemi ile mikroalgal biyokiitleden elde edilen fermente edilebilir seker verimi,
alkali 6n islem ve bazi fiziksel 6n islemler (sonikasyon, homojenizasyon, ¢irpma) ile elde
edilen fermente edilebilir seker veriminden daha yiiksektir (Miranda vd. 2012;
Sivaramakrishnan ve Incharoensakdi, 2018). Ayrica asit 6n islemi enzimatik 6n islemden
daha kisa siirede gergeklesir ve asit 6n isleminde kullanilan kimyasal maddeler enzimatik

6n isleminde kullanilan enzimlerden daha ucuzdur (Velazquez vd. 2018).

Asit 6n isleminde konsantre ve seyreltik asitler kullanilabilir. Konsantre asit 6n islemi,
konsantre asitler (%30 - 72) kullanilarak daha diisiik sicakliklarda (yaklasik 40 °C)
gergeklestirilir. Bu yontem yiiksek verimde seker saglama ve daha disiik sicaklikta
gerceklestirilme avantajina sahiptir (Taherzadeh ve Karimi, 2007) fakat konsantre asitler
toksik etkilere sahiptir ve bu asitlerin asindirma etkisi yiiksektir. Bu yiizden konsantre
asit ile on islem hakkinda yapilan g¢alismalar ¢ok azdir. Diger yandan mikroalgal
biyokiitlenin 6n isleminde seyreltik asit uygulanmasi basarili sonuglar verdigi i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir. En yaygin olarak kullanilani ise seyreltik siilfiirik asittir (H.SO,)
(Li vd. 2014).

Alkali 6n islemde; sodyum, potasyum, kalsiyum ve amonyum hidroksit gibi kimyasallar
kullanilir. Bu yontem lignoseliilozik biyokiitlenin 6n isleminde yaygin olarak
uygulanmaktadir (Brodeur vd. 2011). Alkali 6n islem esas olarak lignoseliilozik
biyokiitlenin yapisindaki ligninin uzaklastirilmasinda ve igerdigi polisakkaritlerin
hidrolizinde kullanilir (Chang ve Holtzapple, 2000). Mikroalgal biyokiitle yapisinda
lignin bulunmadigindan dolay1 alkali 6n islem mikroalgler i¢in nadiren kullanilir (Li vd.
2014).
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Iyonik sivilar (IL) diisiik erime noktalarina sahip ve karbonhidrat, pigment, lipid ve
protein gibi molekiillerin pargalanmasinda ¢oziicii olarak kullanilabilen tuzlardir. On
islem i¢in iyonik sivilarin kullanilmasi yiiksek maliyetli olmalar1 ve biyolojik olarak

par¢alanamamalar1 a¢isindan dezavantajlidir (Sirohi vd. 2021).

Derin 6tektik ¢oziicliler (DES), iyonik sivilara alternatif olarak gelistirilen ¢oziictilerdir.
Organik tuzlar (kolin kloriir, kolin asetat), amid, aminler, alkol ve karboksilik asitler gibi
hidrojen bag1 donoérleri derin 6tektik ¢oziicliler olarak kullanilabilir. Bu ¢oziiciiler dogada

biyolojik olarak pargalanabildiginden dolay1 ¢evre dostudur (Zhang vd. 2012a, 2012b).

2.8.4 Biyolojik 6n islem

Biyolojik 6n islem yoOnteminde mikroalgal hiicre duvarmi parcalamak ve cesitli
biyomolekiilleri serbest birakmak i¢in belirli hidrolitik mikroorganizmalar ya da bu
mikroorganizmalarin enzimleri kullanilir (Sirohi vd. 2020; Madhavan vd. 2021).
Biyolojik 6n islemler kimyasal 6n islemlere kiyasla diisiik enerji gerektirir, daha etkilidir
ve ¢evre dostudur (Ummalyma vd. 2019) fakat biyolojik 6n islem yontemlerini kullanmak

yiiksek maliyet gerektirir (Sirohi vd. 2021).

2.9 Fermantasyon

On islem basamaginda agiga ¢ikan fermente edilebilir sekerlerden biyoetanol elde
edebilmek i¢in fermantasyon asamasina gegilir. Etanol fermantasyonu; belirli sicaklik ve
pH kosullarinda, fermentatif mikroorganizma varliginda fermente edilebilir sekerlerin

biyoetanole ve diger yan iiriinlere metabolik olarak doniistimiidiir (Dalatony vd. 2016).

2.9.1 Mikroalgal biyoetanol iiretiminde kullanilan etanolojenik mikroorganizmalar

Fermantasyonda Saccharomyces cerevisiae, Pichia stipitis, Kluyveromyces fragilis ve K.
marxianus gibi mayalar ya da Escherichia coli, Klebsiella oxytoca ve Zymomonas mobilis

gibi bakteriler yaygin olarak kullanilir (Phwan vd. 2018).
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Saccharomyces cerevisiae, alt1 karbonlu sekerleri (heksoz) biyoetanole doniistiirebilir,
yiiksek orandaki biyoetanole ve inhibitdrlere karsi toleransi yiiksektir. Bu ozellikleri
sayesinde endiistride yaygin olarak kullanilmaktadir (Phwan vd. 2018). Bu maya pek ¢ok
fermente edilebilir sekeri verimli bir sekilde biyoetanole doniistiirebilmesine ragmen bes

karbonlu sekerleri (pentoz) fermente edemez (Khan vd. 2017).

Pichia stipitis ortamda oksijen bolsa biyokiitlesini artirir, oksijen az ise biyoetanol iiretir.
(Agbogbo vd. 2008). Fermantasyonda bes karbonlu sekerleri kullanarak biyoetanol iiretir
fakat bu mayanin yiiksek osmotik basinca karsi direnci diisiik oldugu i¢in yiiksek

orandaki seker varliginda biyoetanol tiretemez (Girio vd. 2010).

Kluyveromyces marxianus ¢ok cesitli seker substratlarindan (laktoz, glukoz, ksiloz,
iniilin, arabinoz, galaktoz) biyoetanol iiretebilir ve diisitk pH'a toleranshidir (Madeira-Jr
ve Gombert, 2018). Bu maya yiiksek sicakliklarda gelisebildiginden dolay1 es zamanl
sakkarifikasyon ve fermantasyon (SSF) ve sakkarifikasyon Oncesi ve es zamanli
fermantasyonda (PSSF) yaygin olarak kullanilir (Baptista ve Domingues, 2022) fakat bu
mayanin biyoetanol direnci S. cerevisiae‘ye kiyasla disiiktiir ve genellikle 50 g/L ve lizeri

biyoetanol konsantrasyonlarinda gelisememektedir (Fonseca, 2008).

Candida boidinii, Ascomycota filumuna ait bir mayadir (Ramirez, 1953). Hiicreleri uzun
oval ya da silindirik seklinde olup tek, ¢ift ya da zincir halinde bulunabilir. Toprak, deniz,
ve seker bakimindan zengin bir¢ok agag tiiriiniin 6zsuyu gibi dogal ortamlarda yaygin
olarak bulunur (Kurtzman vd. 2011). C. boidinii ¢ogunlukla ksilitol (Bed6 vd. 2021) ve
format dehidrojenaz enzimi (Schirwitz vd. 2007) tiretiminde kullanilan, ksiloz tiikketen bir
mayadir. Ancak yeni izole edilmis C. boidinii, hem pentoz (ksiloz) hem de heksoz
(glukoz) kullanarak biyoetanol iiretebilir (Feher vd. 2021).

Escherichia coli Gram (-) bir bakteridir ve genetik modifikasyonlara yatkin olmasi
sayesinde biyoetanol {iretiminin artirilmasi igin yapilan aragtirmalarda siklikla
kullanilmaktadir (Zabed vd. 2017). Bu bakteri arabinoz dahil olmak {izere pek ¢ok farkl
substrattan biyoetanol tiretebilir (Xiros vd. 2016) fakat bu bakteri biyoetanol iiretiminde

biyoetanoliin yani sira organik asitler de iiretir ve biyoetanole karsi toleransi diisiiktiir
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(Van vd. 2011). Ayrica bu bakterinin gelisebildigi pH ve sicaklik araligi dardir (Achinas
ve Euverink, 2016).

Klebsiella oxytoca, pH 5.0’a kadar hayatta kalabilen Gram negatif bir bakteridir (Phwan
vd. 2018). Genetik modifikasyonlara yatkin olmasi sayesinde biyoetanol iiretiminin
artirilmasi igin yapilan aragtirmalarda kullanilabilir (Zabed vd. 2017) fakat bu bakteriden
elde edilen biyoetanol verimi E. coli 'den daha diisiiktiir (Dien vd. 2003).

Zymomonas mobilis Gram negatif ve fakiiltatif anaerob bir bakteridir. Yiiksek verimde
biyoetanol iiretir, yliksek orandaki biyoetanole direnclidir ve genis pH araligina
toleranshidir (Karsch vd. 1983; Rogers vd. 2007) fakat bu bakteri ksilozu fermente

edemez ve inhibitorlere karsi toleransi diisiiktiir (Garver ve Liu, 2014).

2.9.2 Fermantasyon yaklasimlari

Fermantasyonun gergeklestirilmesi icin Ayr1 Hidroliz ve Fermantasyon (SHF), Es
Zamanli Sakkarifikasyon ve Fermantasyon (SSF), Ayr1 Hidroliz ve Birlikte
Fermantasyon (SHCF), Es Zamanli Sakkarifikasyon ve Birlikte Fermantasyon (SSCF),
ve Konsolide Biyoproses (CBP) gibi yaklagimlar kullanilmaktadir (Phwan vd. 2018).SHF
yonteminde enzimatik hidroliz ve fermantasyon iglemi ayr1 ortamlarda gergeklestirilir.

Bu yontemde enzimatik hidroliz ve fermantasyon isleminin kendi optimal kosullarinda

gerceklestirilmesi avantajlidir (Tomas-Pejo vd. 2008) fakat enzimatik hidroliz
gerceklesirken ortamin kontaminasyona agik hale gelmesi dezavantajlidir (Mohapatra vd.

2017).

SSF yonteminde enzimatik hidroliz ve fermantasyon es zamanli olarak gerceklestirilir.
Bu sayede ortamda olusan sekerler es zamanli olarak mikroorganizmalar tarafindan
biyoetanole doniistiiriiliir (Lin ve Tanaka, 2006) fakat enzimatik hidroliz sicaklig: ile
mikroorganizmalar i¢in gerekli sicakligin birbirine optimize edilme gereksiniminin

olmasi dezavantajlidir (Harun vd. 2011).
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SHCF yonteminde hidroliz ve fermantasyon islemleri kendi optimal kosullarinda ayri
ortamlarda gergeklesir. Ayni ortamda pentoz ve heksozlar1 fermente edebilen
mikroorganizmalar kullanilir. Boylece pentoz ve heksozlar birlikte fermente edilir bu da

kontaminasyon riskini azaltir (Harun vd. 2011).

SSCF yonteminde hem pentoz hem de heksoz sekerlerinden faydalanmak amaclanir
(Wyman, 1996). Bunun i¢in genellikle termotolerant mayalar ayn1 ortamda kullanilir ya
da genetigi degistirilmis yiiksek sicakliga dayanikli mikroorganizmalar kullanilir

(Buruiana vd. 2013).

CBP yonteminde seliilozu direkt biyoetanole doniistiirecek mikroorganizmalar kullanilir
(Sarkar vd. 2012). Seliilaz ve biyoetanol ayni reaktorde tiretilir (Hamelinck vd. 2005).
Boylece fermantasyonda kullanilacak seliilaz enzimi ortamdaki mikroorganizmalar
tarafindan tretildigi i¢in seliilaz maliyeti olmaz fakat bu yontemde fermantasyon siiresi

uzundur ve biyoetanol verimi diigiiktiir (Sarkar vd. 2012).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Tez ¢cahismasinda kullanilan mikroalg ve kiiltivasyon kosullari

Tez galismasinda C. vulgaris mikroalginin yas biyokiitlesi kullanilmistir. Bu mikroalg
Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoteknoloji Arastirma Laboratuvari kiiltiir
koleksiyonundan temin edilmistir. Kiiltivasyonu gerceklestirmek i¢in igerisinde 90 mL
azotlu BG-11 (Rippka 1988; Park vd. 2014), BG-11 + 0.5 g/L glukoz ve BG-11 + 0.5 g/L
havug posasi sekeri bulunan 250 mL’lik erlenlerin her birine 10 ml C. vulgaris ekilmistir.
Daha sonra bu erlenler 30 °C ve 2400 lux soguk beyaz fliioresan lamba altinda 10 giin
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra mikroalgal biyokiitle 5000

rpm'de 10 dakika santrifiij kullanilarak hasat edilmistir.

BG-11 Besiyeri Bilesenleri: 1.5 g/L NaNOgz, 36 mg/L CaCl,.2H20, 40 mg/L KoHPOg4, 75
mg/L MgS0s4.7H20, 6 mg/L sitrik asit H2O, 6 mg/L ferrik amonyum sitrat, 2.86 mg/L
H3BOs3, 1 mg/L Na,EDTA.2H,0, 1.81 mg/L MnCl2.4H,0, 20 mg/L Na>C03,0.39 mg/L
Na:Mo004.2H20, 0.22 mg/L ZnS04.7H20, 0.0494 mg/L Co(NO3)2.6H20 ve 0.079 mg/L
CuS04.5H20.

3.1.2 Tez ¢calismasinda karbon kaynag olarak kullanilan zirai atik

Tez calismasinda kullanilan havug posast BELSO A.S’den temin edilmistir. Bu zirai atik
etiivde bir gece 80 °C sicaklikta (Niive FN400, Turkey) kurutulup laboratuvar tipi
degirmende (Miprolab) por ¢ap1 0.20 mm olacak sekilde dgiitiildiikten sonra planlanan

deneylerde kullanilana kadar oda sicakliginda saklanmistir.
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3.1.3 Havug posasi sekeri ilavesi

Tez ¢aligmasinda fotoheterotrofik kiiltivasyon i¢in ayri ortamlara 0.5 g/L glukoz ve 0.5

g/L havug posasi sekeri kullanilarak C. vulgaris mikroalginin gelisimi incelenmistir.

3.1.4 Tez ¢calismasinda kullamlan etanolojenik mikroorganizma

Tez calismasinda etanolojenik mikroorganizma olarak C. boidinii mayas: kullanilmstir.
Bu maya Ankara Universitesi Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji Arastirma Laboratuvari

kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Zirai atiga uygulanan 6n islem yontemi

Ogiitiilmiis havug posas1 igerigindeki sekerlerin mikroalgin kullanabilecegi sekilde
olmast amaciyla on iglem uygulanmistir (Sharma vd. 2009). Bunun i¢in 100 g/L
kurutulmus havug posasina %1 H2SOs4 (v/v) ilave edilerek 121 °C’de 15 dk.
otoklavlanmistir (ALP, Germany). Otoklavdan sonra Whatman No:1 filtre kagidi ile

stizme islemi yapilarak siipernatant kismi stok halinde 4 °C’de buzdolabinda saklanmustir.

3.2.2 Tez ¢calismasinda kullanilan besiyerleri ve inkiibasyon kosullar:

C. boidinii mayasinin stok kiiltiire alinmasinda patates dekstroz agar (PDA/Merck) yatik
besiyeri kullanilmistir ve 4 °C’de buzdolabinda saklanmistir. Her fermantasyon
deneyinden 6nce maya oziitii (3 g/L/Scharlau), pepton (10 g/L/Merck) ve glukoz (20
g/L/Merck) iceren 100 mL YPG besiyeri hazirlanmistir. Daha sonra aseptik kosullar
altinda bu mayadan bir 6ze dolusu kadar alinip 100 mL YPG besiyeri igeren 250 mL'lik
Erlenmeyerlere inokiile edilerek 30 °C’de 100 rpm calkalama hizinda 24 saat boyunca
calkalamal1 etliivde (Gerhardt Thermoshaker) inkiibasyona birakilmistir.

38



3.2.3 Farkh 6n islem yontemlerinin biyoetanol iiretimine etkisinin belirlenmesi

Optimum 6n islemi belirlemek amaciyla 50 g/L C. vulgaris biyokiitlesi %1 H,SO, (v/v)
ve %1 NaOH (v/v) ile 15 dakika boyunca 121 °C’de otoklavda (ALP) 6n isleme tabi
tutulmustur. On islemden sonra numuneler 5000 rpm'de 10 dakika santrifiijlenmistir daha
sonra pellet kism1 uzaklastirilmistir. Boylece yas biyokiitle fermantasyon deneyleri igin

hazir hale getirilmistir.

3.2.4 Baslangi¢ Chlorella vulgaris biyokiitle konsantrasyonunun belirlenmesi

C. vulgaris biyokiitlesinin optimum baslangi¢ konsantrasyonunun belirlenmesi igin ii¢
farkli C. vulgaris konsantrasyonu (50 g/L, 100 g/L ve 200 g/L), %1 H,SO. (v/v) ile
otoklavda (ALP) 121 °C’de 15 dakika boyunca 6n isleme tabi tutulmustur. On islem
sonrast hidrolizatlarin pelet ve siipernatant kisimlar1 sogutmali santrifiij (Rotina 35 R)
araciligiyla ayrilarak siipernatant kisimlarmin  pH degeri  sodyum hidroksit
(NaOH/Merck) ile 5.0’a ayarlanmistir. Daha sonra tekrar 121 °C’de 15 dakika

otoklavlanarak fermantasyon deneyleri igin hazir hale getirilmistir.

3.25 Farkh azot ve mineral tuzlarimin fermente edilmis Chlorella vulgaris
besiyerlerine eklenmesi

Biyoetanol iiretimine organik ve inorganik azot kaynaklari ile bazi mineral tuzlarinin
etkisini belirlemek amaciyla C. vulgaris igeren besiyerine ek olarak iki farkli besiyeri
daha hazirlanmig ve 200 g/L C. vulgaris biyokiitlesinden hazirlanan her iki besiyerinin de
pH degeri 5.0’a ayarlanmistir. Bunlardan ilki Besiyeri-1 olarak isimlendirilmistir.
Besiyeri-1 ortamina; 5 g/L pepton, 3 g/ maya 6ziitii, 0.5 g/L MgS04.7H20, 1 g/L
KH2POy4, 0.1 g/L CaCl2.2H20 ve 0.05 g/L ZnS0O4.7H20 eklenmistir. Hazirlanan diger
besiyeri Besiyeri-2 olarak isimlendirilmistir ve bu besiyeri ortamina ise 1 g/L maya 6ziitii,
0.4 g/L KH2PO4 ve 0.2 g/L NH4ClI eklenmistir. Bu besiyerleri daha sonra fermantasyon

deneylerinde kullanilmistir.
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3.2.6 Fermantasyon deneylerinin gerc¢eklestirilmesi

Fermantasyon deneyleri 15 mL ¢aligma hacminde, 30 mL'lik bolmeli siselerde 30 °C
sicaklikta ve 100 rpm calkalama hizinda calkalamali inkiibatorde gergeklestirilmistir.
Fermantasyon deneyleri i¢in kullanilan tiim besiyerlerinin pH’1 5.0’a ayarlanmistir. YPG
besiyerinde 24 saat inkiibe edilen C. boidinii mayasi fermantasyon i¢in kullanilan
besiyerlerine %10 (v/v) oraninda inokiile edilmistir. Fermantasyon ortamlarindan belirli
araliklarla (6, 12 ve 24 saat) 2 ml’lik Ependorf tiiplerine 1.5 ml 6rnek alindiktan sonra
10000 rpm’de 10 dakika santrifiij (Rotina 35 R) edilerek pellet kisimlar1 mikrobiyal
gelisim Olglimlerinde, siipernatant kisimlari ise biyoetanol ve indirgen seker

konsantrasyonlarinin belirlenmesinde kullanilmistir.

3.3 Analitik Yontemler

3.3.1 Mikroalgal gelisimin ol¢iilmesi

Gergeklestirilen tez calismasinda 12 giinliikk kiiltivasyon boyunca ti¢ farkli ortamda
yetistirilen C. vulgaris kiiltiirlerinden 24 saatte bir ornekler alinarak 600 nm dalga
boyunda spektrofotometrede (Shimadzu UV 2001, Japan) gelisimleri O6l¢iilmiistiir
(Church vd. 2017). Daha sonrabu gelisimleri yas biyokiitle standartina gére hesaplanarak

g/L cinsinden belirlenmistir.

3.3.2 indirgen seker konsantrasyonunun belirlenmesi

Toplam indirgen seker konsantrasyonu, dinitro salisilik asit (DNS) yontemi ile
spektrofotometrede (Shimadzu) 540 nm dalga boyunda belirlenmistir. DNS yonteminde
3,5 dinitrosalisilik asit (DNS), indirgen seker ile reaksiyona girmesi sonucu turuncu
rengindeki 3-amino, 5-nitrosalisilik aside doniisiir. Sicaklik ve incelenen Grnegin
yogunluguna bagli olarak bu renk, tonlarma gore gesitlilik gosterir. Meydana gelen bu
rengin farkli tonlar1 sayesinde spektrofotometrik dlgtimler yapilarak incelenen 6rnekteki

indirgen seker miktari belirlenir (Miller 1959).
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3.3.3 Biyoetanol konsantrasyonlariin belirlenmesi

Fermantasyonda kullanilan besiyerlerinden farkli zamanlarda (6, 12, ve 24. saat) alinan
1.5 mL ornekler 4 °C ve 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant
kisimlarimin igerdigi biyoetanol konsantrasyonlari, Gaz Kromotografisi (Shimadzu GC-
2010) cihazinda belirlenmistir. GC analizinden 6nce siipernatant yeni tiiplere aktarilip gaz
kromatografisi i¢in hesaplanmistir. Bunun i¢in GC cihazinda bulunan alev iyonizasyon
detektori (FID), 0.25 mm gap ve 60 metre uzunlugundaki RTX-Wax (RESTEK) kolonu,
tastyict gaz olarak azot (N) ve FID dedektoriinde yer alan kuru hava ile hidrojen (H)
kullanilmistir. Her biyoetanol konsantrasyonu 6l¢iimiinde, 1 pL 6rnek 140 °C sicakliktaki
enjeksiyon portuna enjekte edilmistir. Alev iyonlasma dedektoriiniin sicakligi 160 °C’ ye
getirilmis, kolonun baslangic sicakligi ise 50 °C’ye getirilerek 19 dakika igerisinde 150
°C’ye ¢ikacak sekilde ayarlanmistir. Kolon basinc1 200 kPa, kolon akis1 1.86 mL/dakika,
toplam akis ise 190.4 mL/dakika olacak sekilde ayarlanmistir (Wistara vd. 2016). Cihazda
gozlemlenen pikler, daha 6nce yapilan biyoetanol standartina gére GC cihazinda bulunan
yazilm araciligiyla hesaplanarak biyoetanol konsantrasyonlar1 g/L  cinsinden

belirlenmistir.

3.3.4 Maya gelisiminin dl¢iilmesi

Maya gelisimini 6lgmek i¢in besiyerlerinden 1.5 ml 6rnek alinip 5000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Daha sonra belirli saatlerdeki (6, 12 ve 24 saat) 6rnekte bulunan
mikrobiyal gelisim 600 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak belirlendikten sonra
bu oOrneklerin yas agirliklart saptanmis ve standart egri olusturulmustur. Olusturulan

standart egriye gére mikrobiyal gelisim g/L cinsinden hesaplanmuistir.

3.3.5 Kinetik parametrelerin hesaplanmasinda kullamlan denklemler

Teorik biyoetanol verimi hesaplanirken asagidaki denklemden yararlanilmistir (Kim vd.
2008).
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Etanol (g/L)
Baslangig indirgen Seker (g/L)x 0.511

x 100

Teorik Etanol Verimi (%) =

Etanol (g/L): Maksimum etanol iiretim zamaninin gozlendigi siiredeki etanol konsantrasyonu
Baslangic Indirgen Seker (g/L): Fermantasyon oncesi ortamda bulunan indirgen seker
konsantrasyonu

0.511: Sabit deger

Etanol iretkenligi (Qp) hesaplanirken asagidaki denklem kullanilmistir (Roca ve Olssan
2013).

Maksimum Etanol (g/L)
h

Etanol Uretkenligi Qp (g/Lh) =

Maksimum Etanol (g/L): Belirli bir saatte elde edilen maksimum etanol konsantrasyonu
h: saat

Etanol verimi (Ypss) ise asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmistir (Chiranjeevi vd.
2014).

Maksimum Etanol (g/L)

Etanol Verimi Yess (g/g) = Sarf Edilen indirgen Seker (g/L)

Maksimum Etanol (g/L): Belirli bir saatte elde edilen maksimum etanol konsantrasyonu
Sarf Edilen Indirgen Seker (g/L): En yiiksek etanol konsantrasyonunun belirlendigi zaman

dilimindeki kullanilan seker konsantrasyonu
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Farkh Kiiltivasyon Kosullarinin Mikroalgal Gelisime Etkilerinin Belirlenmesi

C. vulgaris'in farkli kiiltivasyon kosullarindaki mikrobiyal gelisim sonuglarina goére
besiyeri ortamlarinin tiimiinde mikrobiyal gelisimin arttig1 gdzlenmistir. Bu mikroalgin
ilk mikrobiyal gelisim degeri fototrofik kiiltiirde 0.02 g/L, glukoz igeren fotoheterotrofik
kiiltirde 0.03 g/L ve havug posasi igeren fotoheterotrofik kiiltiirde 0.07 g/L. olarak
belirlenmistir. ilk mikrobiyal gelisim degeri fototrofik kiiltiire ait olmasina ragmen en
yiiksek mikrobiyal gelisim degeri havug posasi igceren fotoheterotrofik kiiltiirden elde
edilmistir. Bu durumun nedeni fototrofik kiiltiirde C. vulgaris'in gelisimini destekleyen
organik karbon kaynagi bulunmazken fotoheterotrofik kiiltiirde bulunmasi seklinde
aciklanabilir. 8. giinden sonra mikrobiyal gelisim hizlanmis, 10. giin sonunda tiim
gruplarda neredeyse maksimum noktasina ulagmis ve 10 giin sonra biiylimede anlaml1 bir
fark gozlenmemistir. Boylece C. vulgaris gelisimi ile ilgili yapilan deneyler 12. giinde
sonlandirilmistir. Calisma sonunda elde edilen mikrobiyal gelisim degerleri fototrofik
kosulda 0.21 g/L, 0.5 g/L glukoz iceren fotoheterotrofik kosulda 0.33 g/L, 0.5 g/L havug
posasi sekeri igeren fotoheterotrofik kosulda ise 0.46 g/L olarak belirlenmistir. Sonuglar

Sekil 4.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1 Farkli karbon kaynaklarinin C. vulgaris mikroalginde mikrobiyal gelisime etkisi (BG-
11 besiyeri; 0.5 g/l glukoz; 0.5 g/L havug posasi sekeri; 2400 lix; 30 °C; pH:7;
inkiibasyon siiresi, 12 giin)

Elde edilen sonuglara gore maksimum mikrobiyal gelisim 0.5 g/L havug posasi sekeri
iceren fotoheterotrofik kiiltivasyon kosulunda saptandigindan dolay1 sonraki deneyler bu

kiiltivasyon kosuluna bagl olarak gergeklestirilmistir.

4.2 Farkh On Islem Yontemlerinin Biyoetanol Uretimine Etkilerinin Belirlenmesi

Tez galismasinin bu asamasinda optimum 6n islem belirlenmistir. Bunun i¢in 50 g/L C.
vulgaris biyokiitlesi, %1 H,SO. (v/v), %1 NaOH (v/v) ve C. boidinii kullanilarak
harcanan indirgen seker ve elde edilen biyoetanol konsantrasyonlar: ile mikrobiyal

gelisim degerleri incelenmistir. Sonuglar Sekil 4.2 ve 4.3’te gosterilmistir.
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Sekil 4.2 50 g/L baslangi¢ yas C. vulgaris biyokiitlesinde iki farkli 6n-islem y6nteminin indirgen
seker ve biyoetanol konsantrasyonuna etkisi (On-islem: %1 H,SOs ve %1 NaOH, 121
°C, 15 dk pH:5, T: 30 °C)

Sekil 4.2°de goriildiigi gibi 50 g/L baglangig C. vulgaris biyokiitlesinin %1 H2SOa ile 6n
islemi sonunda 9.98 g/L, %1 NaOH ile 6n islemi sonunda ise 6.86 g/L indirgen seker
icerdigi belirlenmistir. Hem %1 H,SOs4 hem de %1 NaOH varliginda maksimum
biyoetanol konsantrasyonu 12. saatte sirasiyla 3.29 g/L ve 2.93 g/L olarak elde edilmis
ve bu fermantasyon siiresinden sonra biyoetanol konsantrasyonlarinda azalma

saptanmistir.

Maksimum indirgen seker ve biyoetanol konsantrasyonu %1 H,SO, varliginda elde
edildiginden dolayu ileri ¢alismalarda C. vulgaris biyokiitlesinin 6n igleminde %1 H2SO4

(v/v)ile 121 °C ve 15 dakika otoklavlama o6n islemi kullanilmistir.

Iki farkli 6n islem ydnteminin mikrobiyal gelisime etkisi incelendiginde %1 H>SO4 6n
isleminden elde edilen mikrobiyal gelisim degerinin %1 NaOH 6n isleminden elde edilen
mikrobiyal gelisim degerinden daha yiiksek oldugu belirlenmistir. C. boidinii 24 saatlik
fermantasyon siiresi sonunda %1 H2SO4 varliginda 1.27 g/L, %1 NaOH varliginda ise

1.16 g/L yas agirliga ulasmistir. Sonuglar Sekil 4.3’te gosterilmistir.
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Sekil 4.3 50 g/L baslangi¢ yas C. vulgaris biyokiitlesinde iki farkli 6n-islem yonteminin indirgen
seker konsantrasyonu ve mikrobiyal gelisime etkisi (On-islem: %1 H2SOs4 ve %1
NaOH, 121 °C, 15 dakika pH:5, T: 30 °C)

Farkli 6n islem yontemlerinin biyoetanol iiretimine etkisi belirlenirken bazi kinetik
parametreler de [teorik etanol verimi (%), etanol tiretkenligi (Qr) ve fermantasyon verimi
(Yris)] hesaplanmistir. Kinetik parametrelerin belirlenmesinde 12 saatlik fermantasyon
stiresinin sonu baz alinmistir. 50 g/L C. vulgaris konsantrasyonunda, teorik etanol verimi,
Qr ve Yeis degerleri %1 HoSO4 varliginda sirasiyla %65.10, 0.26 g/L.h ve 0.49 g/g olarak
hesaplanirken ayni degerler %1 NaOH varliginda sirasiyla %72.95, 0.24 g/L.h ve 0.45
g/g olarak bulunmustur. En yiiksek teorik etanol veriminin %1 NaOH o6n islemi ile elde
edilmesinin nedeni NaOH 06n islemi ile elde edilen indirgen seker konsantrasyonunun
H2SO4 6n islemi ile elde edilenden daha diisiikk olmasidir. Kinetik parametreler ile

belirlenen sonuglar Cizelge 4.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1 50 g/L baslangi¢ yas C. vulgaris biyokiitlesinde iki farkli dn-iglem yonteminin
biyoetanol iiretimine etkisi (On islem: %1 H2SOs, 121 °C, 15 dakika, pH:5, T: 30°C)

On-islem l;/lial;selgsg: Teorik Verim Qr Yeis
s Y (%6)12s (G/L.h)1os (9/9)12
(9/L)12s
3.29 65.10 0.26 0.49
1% H»SO4 +0.14 +2.80 +0.01 +0.01
293 72.95 0.24 0.45
1% NaOH : +2.29 +0.01 +0.02
+0.09

4.3 Baslangi¢ Chlorella vulgaris Biyokiitle Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Tez c¢alismasinin bu asamasinda baslangi¢ C. vulgaris biyokiitle konsantrasyonunun
biyoetanol iiretimine etkisi incelenmistir. Bunun i¢in ti¢ farkli konsantrasyondaki (50 g/L,
100 g/L ve 200 g/L) C. vulgaris biyokiitlesi, %1 H2SOs (v/v) ile 6n isleme tabi
tutulmustur. On islem sonunda artan baslangic biyokiitle konsantrasyonlarina paralel
olarak indirgen seker ve biyoetanol konsantrasyonlar1 da artmuistir. Elde edilen indirgen
seker konsantrasyonlari C. boidinii'nin tolerans siirmin altinda oldugundan dolay1 200
g/L gibi bir yiiksek biyokiitle konsantrasyonu bu mayanin biiyiimesinin ve biyoetanol
tiretiminin inhibe olmasina neden olmamistir (Osawa vd. 2009). 50 g/L biyokiitle
konsantrasyonundan 9.98 g/L, 100 g/L biyokiitle konsantrasyonundan 13.03 g/L ve 200
g/L biyokiitle konsantrasyonundan 16.23 g/L indirgen seker elde edilmistir. Baslangig
indirgen seker konsantrasyonlar1 ile C. boidinii’de biyoetanol iiretimleri Sekil 4.4’te

gosterilmistir.
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Sekil 4.4 C. boidinii’de farkli konsantrasyonlardaki yas C. vulgaris biyokiitlesinin indirgen seker
ve biyoetanol konsantrasyonlarina etkisi (On-islem: %1 H,SOs, 121 °C, 15 dakika, pH:
5, T:30°C)

Farkli C. wvulgaris biyokiitle konsantrasyonlarmin biyoetanol iretimine etkisinin
incelendigi deneylerde, en yiiksek biyoetanol konsantrasyonu 200 g/L C. vulgaris
varliginda 3.89 g/L, en diisiik biyoetanol konsantrasyonu 50 g/L C. vulgaris varliginda
3.29 g/L olarak belirlenmis ve 100 g/L C. vulgaris varliginda ise 3.32 g/L olarak
bulunmustur. Kullanilan farkli C. vulgaris biyokiitle konsantrasyonlarinim hepsinde C.

boidinii i¢in en yiiksek biyoetanol miktar: 12. saat sonunda saptanmistir.

Yapilan deneyler sonucunda en yiiksek biyoetanol konsantrasyonu 200 g/L C. vulgaris
biyokiitlesi varliginda saptandigindan dolay1 sonraki deneylerde bu konsantrasyon

kullanilmastir.

Farkli konsantrasyonlardaki C. wvulgaris biyokiitlesinin mikrobiyal gelisime etkisi
incelendiginde 200 g/L C. vulgaris varligindaki mikrobiyal gelisim degerinin 50 g/L ve
100 g/L C. vulgaris biyokiitlesine kiyasla yiiksek oldugu gozlenmistir. C. boidinii 24

saatlik fermentasyon siiresi sonunda 200 g/L C. vulgaris varliginda 2.01 g/L yas agirliga
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ulagirken 100 g/L C. vulgaris varliginda 1.85 g/L, 50 g/L C. vulgaris varliginda ise 1.27

g/L olarak bulunmustur. Sonuglar Sekil 4.5’te gosterilmistir.
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Sekil 4.5 C. boidinii’de farkli konsantrasyonlardaki yas C. vulgaris biyokiitlesinin indirgen seker
konsantrasyonuna ve mikrobiyal gelisime etkisi (On-islem: %1 H,SOs, 121 °C, 15
dakika, pH:5, T: 30 °C)

Baslangig C. vulgaris konsantrasyonunun biyoetanol iiretimine etkisi belirlenirken teorik
etanol verimi (%), etanol iiretkenligi (Qp) ve fermantasyon verimi (Yes) gibi kinetik
parametreler de hesaplanmigtir. Kinetik parametrelerin belirlenmesinde 12 saatlik
fermantasyon siiresinin sonu baz alinmistir. 50 g/L C. vulgaris varliginda C. boidinii’de
teorik etanol verimi %65.10 iken 100 g/L C. vulgaris varliginda %50.31’e, baslangig C.
vulgaris konsantrasyonu 200 g/L’ye ¢ikarildiginda ise teorik etanol veriminin %47.39’a

diistiigii belirlenmistir.

C. boidinii’de 50 g/L C. vulgaris varliginda Qp degeri 0.26 g/L.h olarak hesaplanirken
100 g/L C. vulgaris varliginda Qp degeri 0.28 g/L.h ve 200 g/L C. vulgaris varliginda Qp
degeri 0.32 g/L.h olarak hesaplanmustir.
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50 g/L C. vulgaris varliginda C. boidinii’de Ypis degeri 0.49 g/g olarak bulunurken 100
g/L C. vulgaris varliginda Ypis degeri 0.35 g/g olarak bulunmustur. Baslangi¢ C. vulgaris
konsantrasyonu 200 g/L’ye ¢ikarildiginda ise Ypis degeri 0.35 g/g olarak hesaplanmistir.

Kinetik parametreler ile belirlenen sonuglar Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2 C. boidinii’de farkli konsantrasyonlardaki yas C. vulgaris biyokiitlesinin biyoetanol
{iretimine etkisi (On-islem: %1 H2SO4, 121 °C, 15 dakika, pH:5, T:30 °C)

Baslangic Indirgen M.aksumum Teorik Verim Qe Yeis
Biyokiitle Seker Biyoetanol (%) (g/L.h) (9/9)
y (9/L)s (9/L)12s 12s g/L.N)izs g/g)12s
£0 /L 9.98 3.29 65.10 0.26 0.49
9 +0.12 +0.14 +2.80 +0.01 +0.01
13.03 3.32 50.31 0.28 0.35
100 g/L +0.70 +0.01 +0.42 +0.002 +0.005
16.23 3.89 47.39 0.32 0.35
200 g/t +0.10 +0.05 +0.34 +0.002 +0.01

4.4 Farkh Azot Kaynaklari ve Mineral Tuzlarimin Biyotanol Uretimine Etkisi

C. vulgaris ortamina yapilan farkli katkilamalarin biyoetanol {iretimine etkisini
belirlemek amaciyla iki farkli besiyeri kullanilmistir, Besiyeri-1; 200 g/L C. vulgaris
biyokiitlesi, 5 g/L pepton, 3 g/L maya 0ziitii, 0.5 g/LL MgS04.7H20, 1 g/L KH2PO4, 0.1
g/L CaCl2.2H20 ve 0.05 g/L ZnSO4.7H20 ile Besiyeri-2 ise 200 g/L C. vulgaris
biyokiitlesi, 1 g/L maya 6ziitii, 0.4 g/L KH2PO4 ve 0.2 g/L NH4Cl ile hazirlanmistir.

Yapilan deneylerde her iki besiyerinin de C. boidinii’de biyoetanol iiretimini artirdigi
gbzlenmistir. En yiiksek biyoetanol iiretimi her iki besiyeri igin 12 saatlik fermantasyon
sliresi sonunda saptanmistir. Besiyeri-2’ye kiyasla Besiyeri-1’de 1,06 kat daha yiiksek
konsantrasyonda  biyoetanol {iretildigi  belirlenmistir.  Maksimum  biyoetanol
konsantrasyonu Besiyeri-1’de 4.54 g/L iken Besiyeri-2‘de 4.29 g/L olarak hesaplanmustir.

Her iki besiyerinde elde edilen biyoetanol konsantrasyonlar1 Sekil 4.6’da gosterilmistir.
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Sekil 4.6 200 g/L baslangi¢ yas C. vulgaris biyokiitlesinde farkli besiyeri katkilamasi yapilan
ortamlarin varhiginda C. boidinii'nin indirgen seker ve biyoetanol konsantrasyonuna
etkisi (On-islem: %1 H,SO4, 121 °C, 15 dakika, pH:5, Besiyeri-1; 5 g/L pepton, 3 g/L
maya 0ziti, 0.5 g/L MgS04.7H-0, 1 g/L KH;PO4, 0.1 g/L CaCl,.2H,0 ve 0.05 g/L
ZnSO4. 7H20. Besiyeri-2; 1 g/L maya 0ziitii, 0.4 g/l KH.PO4 ve 0.2 g/L NH.CI T: 30
OC)

Fermantasyon siirecinde Besiyeri-1 ve Besiyeri-2’de bulunan indirgen seker
konsantrasyonlari azalmistir. 12 saat sonunda Besiyeri-1°de 4.26 g/L Besiyeri-2‘de ise

4.24 g/L indirgen seker kaldig1 belirlenmistir. Sonuglar Sekil 4.6 ve 4.7°de gosterilmistir.

200 g/L C. wvulgaris igeren besiyerine yapilan farkli katkilamalar sonucunda C.
boidinii’nin mikrobiyal gelisiminin her iki besiyeri ortaminda da arttig1 belirlenmis ve en
fazla mikrobiyal gelisimin Besiyeri-1’de oldugu gozlenmistir. 24 saatlik fermantasyon
sonunda C. boidinii’nin yas agirlig1 200 g/L C. vulgaris varliginda 2.01 g/L iken Besiyeri-
1’de 2.12 g/L, Besiyeri-2’de ise 2.05 g/L yas agirliga ulasmistir. Sonuglar Sekil 4.7°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.7 200 g/L baslangi¢ yas C. vulgaris biyokiitlesinde farkli besiyeri katkilamasi yapilan
ortamlarin varliginda C. boidinii'nin indirgen seker konsantrasyonuna ve mikrobiyal
gelisime etkisi (On-islem: %1 H,SO4, 121 °C, 15 dakika, pH:5, Besiyeri-1; 5 g/L
pepton, 3 g/ maya oziitii, 0.5 g/ MgS04.7H20, 1 g/L KH2PO,, 0.1 g/L CaCl2.2H.0
ve 0.05 g/L ZnSO.. 7H,0. Besiyeri-2; 1 g/L maya 6ziiti, 0.4 g/ KH,PO4 ve 0.2 g/L
NH4C1 T:30 °C)

Farkli azot kaynaklar1 ve mineral tuzlariin biyoetanol {retimine etkisinin
belirlenmesinde teorik etanol verimi (%), etanol tiretkenligi (Qp) Ve fermantasyon verimi
(Yris) gibi kinetik parametreler de hesaplanmustir. Kinetik parametrelerin belirlenmesinde

12 saatlik fermantasyon siiresinin sonu baz alinmistir.
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Cizelge 4.3 C. boidinii’de farkli besiyeri katkilamali ortamlarin yas C. vulgaris biyokiitlesinde
biyoetanol {iretimine etkisi (On-islem: %1 H2SOa, 121 °C, 15 dakika, pH:5, Besiyeri-
1; 5 g/L pepton, 3 g/L maya oziitii, 0.5 g/L MgS04.7H20, 1 g/L KH2PO4, 0.1 g/L
CaCl,.2H,0 ve 0.05 g/L ZnSO,. 7H20. Besiyeri-2; 1 g/l maya oziiti, 0.4 g/L
KH2PO4 ve 0.2 g/L NH4C1 T:30 °C)

indirgen Maksimum Teorik Q %
Besiyeri Seker Biyoetanol verim (g/L ;) ( /P;S
(/L) (/L)1 ()25 oM (0
16.23 4.54 54.74 0.38 0.38
Besiyeri-1
£0.10 +0.18 +213 +0.01 +0.01
16.23 4.29 51.73 0.36 0.36
Besiyeri-2
+0.10 +0.35 +4.26 +0.02 +0.03

Kinetik parametreler incelendiginde C. boidinii’ye Besiyeri-1 ve Besiyeri-2’nin, sadece
200 g/L fermente edilmis C. vulgaris iceren besiyerine kiyasla olumlu etki yaptigi
gbzlenmistir. Bu mayanin sadece 200 g/L fermente edilmis C. vulgaris igeren besiyerinde
teorik etanol verimi, Qp ve Yp/s degerleri sirastyla %47.39, 0.32 g/L.h ve 0.35 g/g olarak
hesaplanirken ayn1 degerler Besiyeri-1’de sirasiyla %54.74, 0.38 g/L.h ve 0.38 g/g,
Besiyeri- 2’de ise %51.73, 0.36 g/L.h ve 0.36 g/g olarak bulunmustur (Cizelge 4.2 ve
4.3). Bu sonuglar fermente edilmis C. vulgaris biyokiitlesinin azot kaynaklari ve mineral
tuzlart ile takviye edilmesinin C. boidinii’de biyoetanol liretimini olumlu yonde
etkiledigini gostermektedir ve az farkla da olsa Besiyeri-1 ortamindan daha yiiksek
biyoetanol elde edilmesinin nedeni: bu ortamin Besiyeri-2’den farkli olarak biyoetanol
tiretkenliginin artmasinda 6nemli etkisi olan pepton (Da Cruz vd. 2003), magnezyum,

kalsiyum ve ¢inko igermesi oldugu diistiniilmektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

C. vulgaris, yapisinda biyoetanol iiretiminde hammadde olarak kullanilan gesitli sekerler
bulundurmasi, ¢esitli kiiltivasyon kosullarinda gelisebilmesi, olumsuz kosullarda biiyiime
oraninin yiiksek olmasi ve 6n isleminin nispeten kolay olmasi gibi 6zellikleri sayesinde
biyoetanol iiretiminde kullanilabilecek en uygun hammaddelerden biridir. Yapilan tez
calismasinda C. vulgaris mikroalginin belirli kosullarda mikrobiyal gelisimi
incelenmistir. Mikrobiyal gelisiminin en yiiksek oldugu kosul belirlendikten sonra bu
mikroalgin yas biyokiitlesinden yiiksek konsantrasyonda indirgen seker ve biyoetanol

elde etmek i¢in fermantasyon deneylerinde 6nemli parametreler optimize edilmistir.

5.1 Farkh Kiiltivasyon Kosullarimin Mikroalgal Gelisime Etkilerinin Belirlenmesi

Kiiltivasyon kosullari mikroalglerin gelisimini dogrudan etkilediginden dolay1 (Aziz vd.
2020) bu ¢alismada C. vulgaris mikroalginin gelisimi i¢in fototrofik ve fotoheterotrofik
kiiltirler kullanilmigtir. Fotoheterotrofik kiiltivasyonda karbon kaynagi olarak ayri ayri
glukoz ve havug posasindan yararlanilmistir. Calisma sonunda fototrofik gelisim
degerinin fotoheterotrofik gelisim degerlerinden daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu
sonug literatiirde Dactylococcus sp. kullanilan bir ¢aligma (Grama vd. 2016) ile
uyumludur ve bu mikroalgin fotoheterotrofik gelisiminde pahali bir kimyasal olan
gliserol kullanilmistir. Tez caligmasinda en yiiksek mikrobiyal gelisim ise havug posasi
sekeri igeren fotoheterotrofik kosulda belirlenmistir. Fotoheterotrofik ortamda kullanilan
havug posasi ve glukoz konsantrasyonlar (0.5 g/L) ayni olmasina ragmen havug posasi
iceren ortamdaki mikrobiyal gelisimin daha yiiksek olmas1 havug posasinda glukoza ek
olarak ksiloz gibi diger fermente edilebilir sekerler, seliiloz, hemiseliiloz, g¢esitli
vitaminler ile mineraller, karotenoid ve lironik asit gibi bilesenler bulunmasi ve bu
bilesenlerin mikroalg gelisimini desteklemesi (Sharma vd. 2012b; Clementz vd. 2019) ile

agiklanabilir.
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5.2 Farkli On Islem Yéntemlerinin Biyoetanol Uretimine EtKisi

Mikroalg hiicre duvarmin parcalanmasinda ve fermente edilebilir sekerlerin aciga
¢ikarilmasinda uygulanan o6n islem, biyoetanol iiretiminin en onemli asamalarindan
biridir (Phwan vd. 2019). On islem ydntemlerinin optimizasyonu fermantasyon ortamina
salman seker miktarini arttirarak hem elde edilen biyoetanol konsantrasyonunun
artmasini hem de biyoetanol iiretim maliyetinin diigmesini saglar (Rastogi ve Shrivastava
2017). Bu nedenle tez ¢alismasinda %1 H2SO4 ve %1 NaOH ile 6n islem yontemlerinin

C. vulgaris biyokiitlesinden biyoetanol tiretimine etkileri karsilastirilmigtir.

C. vulgaris biyokiitlesinde gergeklestirilen ilk parametre, kullanilan %1 H>SO4 ve %1
NaOH ¢ozeltilerinin 50 g/L baslangi¢ biyokiitle varliginda optimizasyonu olmustur.
Mikroalgal biyokiitlenin 6n isleminde yiiksek oranda fermente edilebilir sekerler elde
etmek ve inhibitor olusumunu en aza indirmek i¢in genellikle asit ve alkali gibi kimyasal
ajanlar kullanilir (Yoo vd. 2015). Gergeklestirilen bu deneyde %1 NaOH o6n islemi ile
6.86 g/L indirgen seker elde edilirken %1 H2SOa4 6n islemi sonunda 9.98 g/L indirgen
seker elde edilmistir. Literatiirde de mikroalgal biyokiitlenin 6n igleminde seyreltik
stilfiirik asit On isleminin seyreltik sodyum hidroksit 6n igleminden daha etkili oldugunu
gosteren ¢aligmalar mevcuttur. Ornegin C. vulgaris mikroalginin kullanildig1 bir
calismada (Abou EI-Souod vd. 2021) 100 g kuru biyokiitle %2 H2SO4 (100-120 °C, 120
dk.) ve %2 NaOH (120 °C, 30 dk.) ile otoklavda 6n isleme tabi tutulmustur. Calisma
sonunda %2 H2SO4 6n islemi ile 24.77 g, %2 NaOH 6n islemi ile 21.54 g indirgen seker
elde edilmistir. Scenedesmus sp. kullanilan baska bir ¢alismada ise Yirgu vd. (2021), %5
kuru biyokiitleyi 3N H2SO4 ve 3N NaOH ile otoklavda (121 °C, 20 dk.) 6n isleme tabi
tutmustur. Calisma sonunda 3N H>SO4 6n islemi ile daha yiiksek indirgen seker elde
etmiglerdir ve bu 6n islem ile elde ettikleri indirgen seker konsantrasyonu 122.49
mg/g’dir. (0.122 g/g). Seyreltik asit 6n isleminin seyreltik alkali 6n isleminden genellikle
daha etkin olmasimin sebebi, seyreltik alkali 6n igsleminde polisakkaritler aras1 baglarin
koparildig1 fakat bu polisakkaritler tam olarak pargalanamadigindan dolay: indirgen
sekerlere doniistiiriilememesi (Zheng vd. 2009) ve seyreltik asit 6n isleminde mikroalg
hiicre duvarinda bulunan seliiloz ve hemiseliilozun etkili bir sekilde pargalanip indirgen

sekerlere doniistiiriilebilmesi (Wyman vd. 2005) nedeniyle oldugu diisiintilmektedir.
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Ayrica Chlorella sp. mikroalgi kullanilan bir ¢alismada (Choi ve Lee, 2016), %10 kuru
biyokiitle, %1 H>SO;4 ile su banyosunda (100 °C, 15 dk.) 6n isleme tabi tutulmustur.
Calisma sonunda 1.03 g/L indirgen seker elde edilmistir.

Gergeklestirilen tez ¢alismasinda da literatiirde yapilan ¢alismalarla uyumlu olarak
seyreltik asit on islemi ile daha etkin indirgen seker saglandigindan dolay: ileri

caligmalardaki 6n islemler %1 H2SO4 varliginda gerceklestirilmistir.

5.3 Baslangi¢ Chlorella vulgaris Biyokiitle Konsantrasyonunun Biyoetanol
Uretimine EtKkisi

Biyoetanol iiretiminde baslangig mikroalgal biyokiitle konsantrasyonu hem 6n islem
verimini hem de maliyeti etkilediginden dolay1 optimum degerdeki baslangi¢ biyokiitle
konsantrasyonunun belirlenmesi 6nemlidir (Ho vd. 2013). Biyokiitle konsantrasyonunun
optimum degerden diisiik olmas1 fermente edilebilir seker miktarinin ve biyoetanol tiretim
veriminin daha az olmasina neden olurken (Han vd. 2011) optimum degerden yiiksek
olmasi 6n islem veriminin diismesine neden olmaktadir (Ho vd. 2013). Bu yiizden
gerceklestirilen tez c¢alismasinda baslangic biyokiitle konsantrasyonunun biyoetanol
tiretimine etkilerinin arastirilmasi amaciyla ti¢ farkli konsantrasyonda (50 g/L, 100 g/L
ve 200 g/L) C. vulgaris biyokiitlesi iceren besiyeri hazirlanmistir. Calisma sonunda C.
boidinii mayast i¢in en yiiksek indirgen seker ve biyoetanol konsantrasyonu 200 g/L C.
vulgaris yas biyokiitle varliginda sirasiyla 16.23 g/L ve 3.89 g/L olarak belirlenmistir.
(Sekil 4.3). Literatirde de Chlorella sp. biyokiitlesi kullanilan bir ¢alismada
Ngamsirisomsakul vd. (2019), en yiiksek indirgen seker ve biyoetanol konsantrasyonunu
200 g/L kuru biyokiitle varliginda sirasiyla 25.38 g/L ve 5.10 g/L olarak elde etmislerdir.
Gergeklestirilen tez galismasinda literatiirde yapilan ¢alisma ile uyumlu olarak 200 g/L
baslangi¢ biyokiitle konsantrasyonunda daha etkin indirgen seker ve biyoetanol elde
edildiginden dolay1 deneyin diger agsamasinda baslangi¢ biyokiitle konsantrasyonu olarak
200 g/L C. vulgaris biyokiitlesi kullanilmustir.
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5.4 Azot Kaynaklar1 ve Mineral Tuzlar1 Takviyesinin Biyoetanol Uretimine Etkisi

Azot kaynaklart ve mineral tuzlari; mikroorganizmalarin gelisiminde, fermantasyonun
hizli bir sekilde gerceklestirilmesinde ve yiiksek miktarda biyoetanol elde edilmesinde
onemli derecede etkilidir (Pereira vd. 2010). Pepton ile maya 6ziitii mikroorganizmalarin
biiylimesi i¢in gerekli olan ve biyoetanol liretiminde yaygin olarak kullanilan organik azot
kaynaklaridir (Deesuth vd. 2012; Li vd. 2017). Metal tuzlar1 ise mikroorganizmalarin
biiyiimesinde ve sekerlerin biyoetanole daha verimli olarak doniistiiriilmesinde 6nemli
etkilere sahip olup fermantasyon yolagindaki pek ¢ok enzimin kofaktorii olarak da gorev
yaparlar (Palukurty vd. 2008; Xue vd. 2008). Mg™, K*, Zn™ ve Ca™ fermantasyona
onemli derecede katki saglayan mineral tuzlari arasindadir (Walker, 2004). Bu yiizden C.
vulgaris biyokiitlesinden elde edilen biyoetanol konsantrasyonunu artirmak amaciyla
farkli azot ve mineral tuzlari igeren iki farkli besiyeri hazirlanmistir. Bunlardan birinci
besiyeri ortam1 200 g/L fermente edilmis C. vulgaris biyokiitlesi, 5 g/L pepton, 3 g/L
maya Oziitli, 0.5 g/L MgS04.7H20, 1 g/L KH2POg4, 0.1 g/L CaCl..2H.O ve 0.05 g/L
ZnSO4. TH20; ikinci besiyeri ortami ise 200 g/L fermente edilmis C. vulgaris biyokiitlesi,
1 g/LL maya o6ziitii, 0.4 g/LL KH2PO4 ve 0.2 g/L NH4Cl icermektedir. Calisma sonunda her
iki besiyeri ortaminda da biyoetanol iiretiminin kontrol besiyerine gore arttig1 ve en fazla
artisin Besiyeri-1 ortaminda oldugu belirlenmistir. C. boidinii’de maksimum biyoetanol
konsantrasyonu 12 saatlik fermantasyon siiresi sonunda Besiyeri-1 ve Besiyeri-2
ortaminda sirasiyla 4.54 g/L ve 4.29 g/L olarak saptanmustir. Besiyeri-2 ortaminda
mineral tuzu olarak sadece KH2PO4 bulunurken Besiyeri-1 ortaminda buna ek olarak
MgS04.7H20, CaCl2.2H,0 ve ZnSOs gibi ¢esitli mineral tuzlar1 bulunmasi ve azot
kaynagi olarak Besiyeri-1’de maya oziitiine ek olarak biyoetanol iiretkenligini artiran
pepton bulunurken digerinde bulunmamasi nedeniyle Besiyeri-1 ortaminin biyoetanol
tiretiminde daha etkin oldugu diisiiniilmektedir (Sekil 4.6). Literatiirde de mikroalgal
biyoetanol iiretiminde azot kaynaklar1 ve mineral tuzlari takviyesinin biyoetanol
tiretimini artirdigini gosteren ¢aligmalar mevcuttur. Pseudochoricystis ellipsoidea kuru
kiitlesinden biyoetanol iiretildigi bir calismada Gao vd. (2012), fermantasyon ortamina
100 g/L glukoz, 1.5 g/L KH2PO4, 2.0 g/L (NH4)2S04 ve 1.0 g/L MgSO4 eklemislerdir.
Caligsma sonucu kontrol grubunda etanol {iretilmedigini, takviye i¢eren ortamda énemli

miktarda etanol tretildigini ve bu takviye ortamina ayrica 3 g/L maya oOziitii ilave
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edilmesiyle S. cerevisiae’de glukoz tiiketimini ve etanol firetimini artirdigin
belirlemislerdir. Scenedesmus acuminatus kuru kiitlesinden biyoetanol {iretildigi baska
bir ¢alismada ise (Chandra vd. 2020), kiiltivasyon ortamina Mg tuzu ilave edilmesi
sonucu biyoetanol konsantrasyonunun 109.8 mg/L’den (0.11 g/L) 150.6 mg/L’ye (0.15
g/L) yiikseldigi belirlenmistir.

5.5 Sonuc ve Oneriler

Biyoetanol, ¢evresel problemlere yol agan ve siirdiiriilebilir olmadigindan dolay1 enerji
krizine neden olan fosil yakitlara alternatif olarak kullanilabilecek yenilenebilir enerji
kaynaklarindan biridir. Bu yiizden bu ¢evre dostu yakitin iiretimi hakkinda ¢ok sayida
arastirmalar yapilmaktadir. Bu arastirmalardan biri de iiretimde kullanilacak
hammaddedir. C. vulgaris mikroalgi de biyoetanol iiretimi i¢in ¢ok uygun bir
hammaddedir ¢linkii yapisinda biyoetanoliin hammaddesi olan ¢esitli sekerler bulundurur
ve optimize edilen belirli kiiltiir kosullarinda bu sekerlerin orani yiikseltilebilir. Bu
mikroalg kozmopolit bir tiir oldugundan dolay: temin edilmesi kolaydir. Gelisebildigi
sicaklik ve pH araligi genistir. Cesitli fiziko-kimyasal ortamlara adapte olabilmesi
sayesinde zorlu ortam kosullarina karsi dayaniklidir. Ulkemizde temel besin maddesi
olarak tiiketilmediginden dolay1 gida piyasasinda rekabete neden olmaz ve ekonomiyi de
olumsuz etkilemez. Hiicre duvar yapisinda lignin igermemesi sayesinde kolaylikla
parcalanabilir ve boylece biyoetanol iiretim siireci hem daha kisa zamanda gergeklesir
hem de daha diisik maliyetle biyoetanol elde edilebilir. Bu yiizden yapilan tez
caligmasinda C. vulgaris yas biyokiitlesi seyreltik asit 6n islemi ile par¢alanarak elde
edilen indirgen sekerler biyoetanol {iretiminde kullanilmistir. Ayrica fermantasyon i¢in
cesitli sekerleri biyoetanole doniistiirebilen C. boidinii mayasi kullanilarak ve 6nemli bazi
parametreler optimize edilerek biyoetanol konsantrasyonu %16.7 artirilmistir. Bu tez
calismasi ile biyoetanol iiretimi i¢in literatiirde ilk defa Chlorella vulgaris mikroalginin
gelismi zirai bir atik olan havug posasi kullanilarak 2.2 kat artirtlmistir. Ayrica Candida
boidinii mikroalg tabanli biyoetanol iiretiminde ilk kez bu ¢alismada kullanilip biyoetanol
iiretim kapasitesi belirlenmistir. Bu ylizden ¢alisma sonunda elde edilen tiim veriler

literatiire katki saglar niteliktedir.
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