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Mikroalgler biyoetanol fiiretiminde umut vaat eden ham maddelerdir. Bu baglamda,
mikroalglerden biyoetanol {iretim siirecinin farkli yontemlerle optimize edilerek nihai
verimin artirilmasi gerekmektedir. Tez ¢aligmasinda Saccharomyces cerevisiae, Candida
boidinii ve Kluyveromyces marxianus gibi mayalarin 0.5 g/L havug sekeri igeren BG-11
ortaminda fotoheterotrofik kosullarda gelistirilen Chlorella vulgaris biyokiitlesinden
biyoetanol iiretim potansiyelleri ve sogan kabugu atigi gibi diisiik maliyetli gida
atiklarinin fermantasyon iyilestirme potansiyeli aragtirtlmistir. Yerel mayalar arasinda K.
marxianus en yiiksek biyoetanol iiretimi ger¢eklestirmistir. Bu kapsamda, biyoetanol
konsantrasyonunu ve verimini artirmak amaciyla, farkli baglangi¢ biyokiitle
konsantrasyonlar1 (50 g/L, 100 g/L, 200 g/L), sogan kabugu atig1 konsantrasyonlar1 (%1-
%035) ve mineral tuz ile azot kaynagi takviyeleri (pepton, maya ekstrakti, MgSO4, KH2POg,
CaClz, ZnSOg) optimize edilmistir. 200 g/L baslangi¢ biyokiitle konsantrasyonu ve %3
sogan kabugu takviyesinin fermantasyon ortamina eklenmesi ile biyoetanol iiretiminde
4.29+0.25 g/L'den 6.98 + 0.12 g/L’ye, biyoetanol iiretkenliginde ise 0.36 g/L.h’den 0.58
g/L.h’ye artis elde edilmistir. Bu c¢alisma, K. marxianus'un mikroalgal sekerleri
metabolize etmedeki yiiksek potansiyelini ve gida atiklarinin fermantasyon ortaminda
diisiik maliyetli besin kaynagi olarak kullanim potansiyelinin yiiksek oldugunu 6ne
strmiistiir.
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ABSTRACT
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UTILIZATION OF FOOD WASTE IN MICROALGAL BIOETHANOL
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Microalgae are promising raw materials in bioethanol production. In this context, it is
necessary to increase the final yield by optimizing the bioethanol production process from
microalgae with different methods. In the thesis study, the bioethanol production potential
of local yeasts such as Saccharomyces cerevisiae, Candida boidinii and Kluyveromyces
marxianus from Chlorella vulgaris biomass cultivated under photoheterotrophic
conditions in BG-11 medium containing 0.5 g/L carrot sugar and the fermentation
improvement potential of low-cost food wastes such as onion peel waste were
investigated. Among the local yeasts, K. marxianus produced the highest bioethanol
concentration. In this context, in order to increase bioethanol concentration and yield,
different initial biomass concentrations (50 g/L, 100 g/L, 200 g/L), onion peel waste
concentrations (1%-5%) and supplements of mineral salts and nitrogen sources (peptone,
yeast extract, MgSQO4, KH2PO4, CaClz, ZnSOs) were optimized. With an initial biomass
concentration of 200 g/L and the addition of 3% onion peel to the fermentation medium,
bioethanol production increased from 4.29 + 0.25 g/L to 6.98 + 0.12 g/L, and bioethanol
productivity increased from 0.36 g/L.h to 0.58 g/L.h. This study suggested the high
potential of K. marxianus in metabolizing microalgal sugars and the high potential of
using food waste as low-cost nutrient source in the fermentation process.
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1. GIRIS

Enerji, glintimiizde niifus artis1 ve insanoglunun yasayis bigimi nedeniyle hayatimizin en
temel, fakat karsilanmasi bir o kadar zorlasan ihtiyaglarindan biri haline gelmistir. Fosil
yakitlar bu ihtiyac1 karsilamada gerek ekonomik gerekse ¢evresel nedenlerden dolayi
yetersiz kalmaktadir. Bu sorunun ¢oziilmesinde yenilenebilir enerji kaynaklarina ihtiyag

duyulmaktadir (Lane ve Morrissey 2010; Carvalho vd. 2021).

Gilinlimiizde en yaygin kullanilan biyoyakitlardan biri biyoetanoldiir. Siirdiiriilebilir ve
cevre dostu bir gelecek vaat eden bu biyoyakit, birgok farkli ham maddeden
tiretilebilmekle birlikte fosil yakitlara nazaran ¢ok daha az toksiktir ve ¢evre dostudur.
Biyoetanol, benzine alternatif olarak veya benzinle cesitli oranlarda karigtirilarak
kullanilabilmektedir. Yiiksek oktan sayisina sahip olmasi nedeniyle yakit olarak
kullanim1 yiiksek buharlasma 1s1s1 ve motor verimliligine yol ag¢maktadir. Bu
avantajlarindan dolay1 biyoetanol birgok farkli alanda tercih edilen bir biyoyakittir (Hans
vd. 2019; Xiang vd. 2022).

Biyoetanol iiretimi, kullanilan ham madde tipine gore dort kategoriye ayrilmaktadir.
Birinci nesil biyoetanol iiretiminde ham madde olarak gida firiinleri, ikinci nesilde
lignoseliillozik ham maddeler, iigiincii nesilde siyanobakteriler ve mikroalgler gibi
fotosentetik mikrobiyal ham madde ve dordiincii nesilde genetigi degistirilmis
mikroorganizmalar ve ham maddeler kullanilmaktadir (Jafari Olia vd. 2022; Cavelius vd.
2023). Diger ham madde tiplerinden farkli olarak ekilebilir tarim arazilerine ve dogal
kaynak sularma ihtiya¢ duymayan, disiik maliyetli besin kaynaklar1 kullanilarak
gelistirilebilen, yiiksek biliylime oranlar1 ve karbonhidrat igerigine sahip olan mikroalgler,

biyoetanol liretiminde umut vaat eden ham madde kaynaklaridir (Bader vd. 2020).

Mikroalgler ~ farkli  sucul  habitatlarda  yasayan, Okaryotik,  fotosentetik
mikroorganizmalardir (Vale vd. 2020). Mikroalgler fotoototrofik, heterotrofik,
fotoheterotrofik ve miksotrofik olmak iizere farkli kosullarda gelistirilebilirler.
Kiiltivasyon sirasinda kullanilan enerji ve besin kaynaklari mikroalglerin biyokiitle

tiretkenligini, dolayisiyla iiretilen biyoyakitin nihai konsantrasyonunu ve kalitesini

1



etkilemektedir (Ghaffar vd. 2023).Bu kiiltivasyon tiplerinin arasinda fotoheterotrofik

kiiltivasyonun kullanimi1 oldukg¢a avantajlidir.

Fotoheterotrofik kiiltivasyonda enerji kaynagi 1sik, karbon kaynagi ise organik
bilesiklerdir. Kiiltivasyon ortaminda organik bilesiklerin mevcudiyeti mikroalglerde
biyokiitle birikimini desteklemektedir (Abreu vd. 2022). Fakat mikroalgal biyoetanol
tiretimindeki en Onemli dezavantaj, mikroalgal gelisim ic¢in gerekli olan organik

bilesiklerin ve su ihtiyacinin kiiltivasyon maliyetini 6nemli 6l¢iide artirmasidir (Acebu

vd. 2022).

Mikroalgal gelisim icin gerekli organik bilesikler kiiltivasyon ortamina gida atiklarin
eklenmesiyle saglanabilmektedir. Gida atiklar1 olduk¢a yaygin atiklardir ve bertaraflar
yakilarak veya depolanarak gerceklesse de bu yontemler cevresel sorunlari da
beraberinde getirmektedir. Fakat gida atiklar1 yiiksek besin icerigine sahiptir ve bir¢ok
alanda kullanilabilmektedir (Talan vd. 2021).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Organizasyonu’na gore diinyada tiretilen tiim gidalarin
yaklasik tigte biri kaybolmakta veya israf edilmektedir. Bu oran her yil yaklagik 1,3 milyar
ton gidaya esdegerdir. Ulkemizde ise, birlesmis Milletler Gida Atig1 Index Raporu’na
(2021) gore atiklarin 7,7 milyon tonu gida atiklaridir. Bu veriler, iilkemizde atik
yonetimine yonelik ¢alismalarin artirilmasi ithtiyacini vurgulamaktadir. Bu nedenle, tez
calismasinda havug atiklar1 Chlorella vulgaris’in fotoheterotrofik kiiltivasyonunda
organik karbon kaynagi olarak kullanilmistir. Havug (Daucus carota), iilkemizde ytliksek
miktarda endiistriyel tiretimi olan bitkisel bir iiriindiir. T.C. Tarim ve Orman Bakanlig1
verilerine gore, iilkemizde 2023 yili havug iretimi 778 bin tondur. Havucun iilkemizde
yiiksek miktarda tiiretimi, tez calismasinda havug¢ atiklarimin kullanimini avantajl

kilmaktadir.

Tez ¢alismasinda, havug posasi yani sira bir diger yaygin gida atig1 olan sogan kabugu
atigt (SKA) kullanilmistir. Sogan (Allium cepa L.) diinyada en ¢ok yetistirilen
sebzelerden biridir. Giderek artan insan niifusuna bagli olarak, sogan {iretimi de bu talebi

karsilamak amaciyla her yil artis gostermektedir. Uretimdeki bu artis, sogan atiklarmi da



beraberinde getirerek CO> emisyonlarina neden olmakta ve ¢evreye zarar vermektedir
(Hsueh vd. 2023). Sogan kabugu, bertarafi yiiksek maliyetli, yaygin bir atiktir. Ca?",
Mg?*, Zn?*, S*, K*, ve P* gibi elementlerle ve kuersetin gibi flavonoidlerle zengin olmasi
(Tawfik vd. 2022; Hsueh vd. 2023)nedeniyle fermantasyon takviyesi olarak kullanilarak
maya gelisimini destekleme potansiyeli incelenmistir. Tarimsal Ekonomi ve Politika
Gelistirme Enstitiisii 2023 verilerine gore, lilkemizde yillik ortalama 2,6 milyon ton sogan
tiretimi yapilmaktadir. SKA nin kullanim potansiyelinin degerlendirilmesi, atik yonetimi
konusunda avantaj saglamakta ve biyoetanol fermantasyonunun iyilestirilmesinde umut

vaat etmektedir.

Tez calismasinda Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus ve Candida
boidinii gibi yerel mayalar kullanilarak fotoheterotrofik ortamda gelisitirilen C. vulgaris
biyokiitlesinden biyoetanol tiretimi yapilmistir. Bu ¢alismada K. marxianus literatiirde ilk
kez mikroalgal biyoetanol iiretiminde kullanilmistir. Bunun yani sira, gida atiklar
biyoetanol iiretiminin farkli asamalarinda kullanilmistir. C. vulgaris’in fotoheterotrofik
kiiltivasyonunda havu¢ posasi organik karbon kaynagi olarak kullanilmisgtir.
Mikroalglerin fotoheterotrofik gelisiminde havug posast gibi gida atiklarinin kullanimi
ile ilgili literatiir calismalar1 oldukca siirlhidir. Buna ek olarak, SKA’nin fermantasyon

tyilestirilmesinde kullanilmasi ilk defa bu ¢alismada gerceklestirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Etanol ve Ozellikleri

Etanol, diger adiyla etil alkol, C2HsOH kimyasal formiiliine sahip, toksisitesi diistik,
seffaf, renksiz bir s1vidir. Etanol ayn1 zamanda ¢ok iyi bir organik solvent, antifriz ve
dezenfektandir ve bu 6zellikleri sayesinde kozmetik endiistrisi, kimya endiistrisi ve ilag
endiistrisi gibi bir¢ok sektorde kullanilmaktadir (Segovia-Hernandez vd. 2022). Etanoliin
bir¢ok farkli ham maddeden elde edilebilmesi, siirdiiriilebilir ve ¢evre dostu olmasi
nedeniyle biyoyakit olarak kullanimi da oldukga yaygindir (Farias ve Maugeri-Filho
2021; Segovia-Hernandez vd. 2022).

Etanol, mikrobiyal fermantasyon ile biyolojik olarak iiretildiginde biyoetanol olarak
adlandirilmaktadir. Etanol aym1 zamanda sentetik olarak da iiretilebilmektedir ve
biyolojik yolla firetilen etanol ile benzer oOzelliklere sahiptir (Kannah vd. 2020).
Biyoetanol gelecekte petroliin yerini alma potansiyeli yiiksek bir biyoyakittir. Bu sivi
yakitin atiklar, mikroorganizmalar ve tarim mabhsiilleri gibi ham maddeler kullanilarak
biyolojik yolla tiretilmesi siirdiiriilebilir ve ¢evre dostu bir gelecek i¢cin umut vaat
etmektedir (Kassim vd. 2021). Biyoetanol ayni zamanda benzine belirli oranlarda
eklenerek kullanilmaktadir. Biyoetanol ve benzinin karigtirilmasi karbon monoksit ve
nitrojen oksit gibi sera gazlarinin emisyonlarini azaltmada rol oynamaktadir (Xiang vd.

2022; Wang vd. 2023)

Etanoliin molekiil agirlig146.07 g/mol, oktan sayis1 109, kaynama noktas1 78.5°C, oksijen
icerigi 34.7, yogunlugu 795 kg/m®tiir (X. Wang vd. 2022). Bu fiziksel ve kimyasal
ozellikler benzinin 6zellikleriyle karsilastirildiginda etanol daha yiiksek oktan sayisina,
daha yiiksek oksijen icerigine, daha diisiik kaynama noktasina ve daha yiiksek buharlagsma
1s1sina sahiptir. Yiiksek oktan sayisi erken ateslemeyi kolaylastirmakta ve motor
vuruntusunun dnlenmesini saglamaktadir. Etanol benzine belirli oranlarda eklendiginde
yiiksek oksijen iceriginden dolay1 benzinin daha fazla yanmasina sebep olmakla birlikte,

yanmamis hidrokarbon, azot oksit ve karbon monoksit emisyonlarin1 da azaltmaktadir.



Tiim bu 6zellikleri, etanolii daha ¢evre dostu bir yakit yapmaktadir (Sawarkar vd. 2022;
Wang vd. 2023).

Biyoetanol ve benzin karisimlarinin kullaniminin avantajlar1 yani sira dezavantajlari da
mevcuttur. Etanol-benzin karisimlardaki etanol igeriginde suyun neden oldugu motor
korozyonunu 6nlemek adina kisitlamalar mevcuttur. Ayrica, etanol ve benzinin farkl
yanma 1silarina sahip olmasi, karistirildiklarinda benzinin tek bagina kullanilmasina gore
daha diisiik litre basina kilometre performansina neden olmaktadir. Bu dezavantajlardan
dolay1, biyoetanol kullanimini arttirmak ve enerji talebini karsilamak adina bu alanda

daha fazla ¢alismalarin yapilmasi 6nem arz etmektedir (Xiang vd. 2022).

2.2 Etanol Uretim Yontemleri

Etanol, petrokimyasal ve biyolojik olmak iizere iki sekilde iiretilebilmektedir.
Petrokimyasal olarak etanol, etilenin hidrasyonu sonucu iiretilmektedir. Petrol
endiistrisinin yan {riinii olan etilenin hidrasyonu ise direkt hidrasyon ve indirekt
hidrasyon metodlari kullanilarak yapilmaktadir (Syaera Hidzir vd. 2014). Etilenin direkt
hidrasyonu yiiksek sicaklik ve basingta, fosforik asit gibi katalizorler varliginda
gerceklesmektedir. Etilenin indirekt hidrasyonu ise daha eski bir yontemdir. Bu yontemde
etilenin konsantre siilfiirik asitte emilimi gergeklestirilir. Bu reaksiyon sonucunda etanol
ile birlikte dietil eter gibi iirlinler de olusmaktadir (Kiitit vd. 2018). Petrokimyasal tiretim
sekli petrol bazli ham madde olarak kullanimini igerdigi i¢in siirdiiriilebilir bir {iretim
sekli degildir (Wei vd. 2007). Etanoliin petrokimyasal iiretimi biyogesitlilik ve
ekosistemler iizerinde bir¢ok olumsuz etkiye sahiptir. Siirdiirlebilir bir gelecek igin,
etanol tretiminde ¢evreci yaklasimlarin kullanilmasi 6nem arz etmektedir (Segovia-

Hernandez vd. 2022).

Biyolojik etanol iiretimi, mikroorganizmalarin fermantasyon yoluyla etanol
olusturmasina dayanmaktadir. Bu siirecte kullanilan ham maddedeki pentozlar ve
heksozlar gibi fermente edilebilir sekerlerin agiga ¢ikmasi igin oncelikle bir 6n islem
yontemi uygulanmaktadir. Biyoetanol liretiminde en yaygin olarak mayalar kullanilmakla

birlikte bakteriler ve funguslar da kullanilmaktadir (Behera vd. 2022).



Biyoetanol fermantasyonunda ilk basamak glukozun piruvata okside edilmesidir. Bu
siire¢ sonucunda agiga ¢ikan piruvat, piruvat dekarboksilaz enzimi ile 6nce asetaldehite,
sonrasinda alkol dehidrogenaz enzimi ile etanole doniismektedir. Anaerobik kosullarda
gerceklesen alkol fermantasyonunda 2 mol piruvattan 2 mol etanol ve 2 mol
karbondioksit a¢iga ¢ikmaktadir (Behera vd. 2022; van Aalst vd. 2023).

Glukozun piruvata oksidasyonu i¢in mikroorganizmalar tarafindan kullanilan farkli
metabolik yol izleri mevcuttur. Bu yol izlerinden biri Embden-Meyerhof-Parnas (EMP)
glikolitik yol izidir. Bu metabolik yol izi glukozun fosforile edilmesi ile baslar ve
sonucunda glikoz-6-fosfat elde edilir. Bu molekiil daha sonra fruktoz-6-fosfata doniisiir.
Fruktoz-6-fosfat fruktoz-1,6-bifosfata doniistiiriiliir ve bu molekiil sonrasinda
gliseraldehit-3-fosfat ve dihdroksiasetona doniismektedir. Bir dizi reaksiyon sonucunda
ti¢ karbonlu bir seker olan gliseraldehit-3-fosfattan piruvat elde edilmektedir. EMP yol
izinde gergeklesen reaksiyonlar sonucunda 1 mol glukozdan 2 mol ATP, 2 mol NADH
ve 2 mol piruvat elde edilmektedir (Garrigues ve Salazar-Cerezo 2021).

Entner-Doudoroff (ED) biyoetanol iiretiminde kullanilan bir bagka metabolik yolaktir. Bu
yolak Zymomonas mobilis tarafindan kullanilan ve EMP yol izinden oldukga farkli bir
yolaktir. Z. mobilis’de EMP yol izinin anahtar enzimlerinden biri olan fosfofruktokinaz
enzimi bulunmadigindan EMP yolag ile glikozun piruvata okside edilmesi miimkiin
degildir. Dolayisiyla, glikozdan piruvata uzanan reaksiyonlar da farklilik gostermektedir.
Entner-Doudoroff yol izinde piruvat 2-keto-3-deoksi-6-fosfoglukonat molekiiliinden
direkt olarak ve EMP yol izine benzer sekilde gliseraldehit-3-fosfattan da indirekt olarak
elde edilebilmektedir. Bu yol izinde 1 mol glikozdan yalnizca 1 mol ATP agiga
cikmaktadir (Wang vd. 2018; Xia vd. 2019).
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Sekil 2.1 Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) glikolitik yol izi (Godbey 2022)
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Sekil 2.2 Entner-Doudoroff (ED)glikolitik yol izi (Elbeshbishy 2014)

Biyoetanol iiretiminde kullanilan bir diger metabolik yolak ise ksiloz ve arabinoz gibi
pentoz sekerlerin metabolize edildigi Pentoz fosfat (PPP) yol izidir. Bu yol izinde
gerceklesen reaksiyonlar oksidatif ve oksidatif olmayan reaksiyonlar seklinde ikiye
ayrilmaktadir. Oksidatif reaksiyonlarda glukoz-6-fosfattan ribuloz-5-fosfatin tiretimi igin
gerekli reaksiyonlar ger¢ceklesmektedir. Oksidatif olmayan reaksiyonlar ise gliseraldehit-
3-fosfat gibi glikolitik ara iiriinlerin olusumunu kapsamaktadir. Gliseraldehit-3-fosfat
sonrasinda glikoliz siirecine katilarak gerekli reaksiyonlar sonucunda piruvata
dontigmektedir. Pentoz fosfat yol izi ATP iiretmemesine ragmen mikroorganizma i¢in
onemli bir metabolik yol izidir. Oksidatif reaksiyonlar hiicresel biyosentez i¢in gerekli
NADPH iiretimini saglarken, oksidatif olmayan reaksiyonlarda amino asit sentezi gibi
bir¢ok siire¢ i¢in gerekli prekiirsorlerin iiretimi saglanmaktadir (Patra ve Hay 2014,
Rashida ve Laxman 2021; Zhou ve Lii 2021).
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Sekil 2.3 Pentoz fosfat metabolik yol izi (Werner vd. 2016)

2.3 Kiiresel Biyoetanol Uretimi

Mevcut verilere gore giinliik enerji ihtiyact 200 milyon varil petrole esdeger olan
diinyamizin enerji talebi giderek artmaktadir ve bu enerji talebinin %80°den fazlasi fosil
yakitlardan karsilanmaktadir (Kusmiyati vd. 2023). Fakat, fosil yakitlar ¢evreye zararli,
yenilenebilir olmayan ve rezervleri giderek azalan enerji kaynaklaridir. Bu nedenle, bilim
insanlarinin biyoyakitlar gibi yenilenebilir ve giivenli enerji kaynaklarina yonelik
arayiglar1 artmistir (Azarpour vd. 2022). Bilim insanlarmin yiirtttiikleri ¢aligmalar yani
sira, ABD, Brezilya, Kanada, Cin ve bircok Avrupa iilkesi, fosil yakitlara olan bagimlilig

azaltmak ve yenilenebilir enerji kaynaklarindan biri olan biyoetanol {iretimini arttirmak



amaciyla ¢esitli politikalar yiirtitmekte olup, bu baglamda biyoetanole yonelik iiretim

hedefleri belirlemislerdir (Zabed vd. 2017)

Giliniimiizde biyoyakit sektori biyoetanol tarafindan domine edilmektedir. Fakat
biyoetanoliin i¢ten yanmali yakit olarak kullanimi olduk¢a eskiye dayanmaktadir. 1900’1
yillarda tiretilen ve diinyanin ilk seri iiretim arabast olan Ford Model T, biyoetanol ile
calisabilecek sekilde tasarlanmistir (Walker, 2011). I. Diinya Savasi’nda ozellikle
ABD’de yakit ihtiyacinin artmasiyla biyoetanol iiretimine yogun ilgi artmistir. Savas
sonrasinda motor yakiti olarak benzin tercih edilse de biyoetanole karsi ilgi azalmamastir.
Biyoetanoliin petrole bagimlilig1 azaltma potansiyeli ve diger bir¢ok kullanim alaninin
olmasi popiilerliginin II. Diinya Savasi’na kadar devam etmesine neden olmustur. II
Diinya Savasi’nda yakit kitlig1 nedeniyle etanol benzin ile karistirilmaya baglanmis ve bu

karisima gazohol adi verilmistir.

Fakat II. Diinya Savasi’ndan sonra kursunlu benzinin diisiik maliyetli olmasi ABD’de
biyoetanol iiretimini sekteye ugratmis ve talep azalmistir. 1970’11 yillarda Brezilya’nin
biyoetanol kullanimina iligskin programlar baslatmasiyla araglarin %95 biyoetanol iceren
yakitla caligmas1 saglanmistir. Sonraki yillarda seker kitligi olmasi ve maliyetin artmasi
nedeniyle biyoetanol iiretimi diigse de biyoetanole ilgi azalmamistir. Tim bu
gelismelerle, ABD ve Brezilya gilinlimiizde biyoetanol iiretiminde lider konuma

gelmislerdir (Solomon vd. 2008; Niphadkar vd. 2018).

Yakin tarihteki global biyoetanol {iretimi degerlendirildiginde 2019 yilina kadar
yiikseliste olan biyoetanol iiretimi, COVID-19 salgini nedeniyle sekteye ugramistir.
Salgin sirasinda ulasim icin gerekli yakitlara olan talebin azalmasi, iiretimin ve kar
oranlarinin diismesine neden olmustur. Pandeminin yarattigi olumsuzluklara ragmen,

2021 yilinda biyoetanol iiretimi tekrar yiikselise gegmistir (Mendiburu vd. 2022).

Renewable Fuels Association’a gore, 2022 yilinda A.B.D. 15.400 milyon galon
biyoetanol {iretmistir. Bu oran diinyadaki toplam biyoetanol {iretiminin %355’ini
kapsamaktadir. A.B.D.’den sonra 2022 yilinda toplam iiretimin %22’sini olusturan 7.420

milyon galonluk bir iiretimle Brezilya en ¢ok biyoetanol iireten ikinci iilke konumunu
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korumustur. Avrupa Birligi iilkeleri ise toplam iiretimin %5’ ini olusturan 1.330 milyon

galonluk bir tiretim gerceklestirmiglerdir.

Giliniimiizde iilkelerin iklim degisikligi farkindaligi artmakta olup, insan faaliyetlerinin
bu siirece olan katkisini azaltmayr hedefleyen politikalar siirdiiriilmektedir. Iklim
degisikligi ile miicadelede farkindaligin yaratilmasinda Kyoto ve Paris anlagmalari
onemli rol oynamigtir. Bunlarin yani sira, Avrupa Birligi tilkeleri 2021-2030 dénemini
kapsayan bir iklim ve enerji politikasi iizerinde anlasarak, Avrupa Birligi genelinde sera
gazi emisyonlarinin azaltilmasi ve yenilenebilir enerji kaynaklarinin artirilmasi {izerine
hedefler belirlemislerdir. Bu anlasma g¢ergevesinde 1990 yili referans alinarak, 2050
yilina kadar sera gazi emisyonlarinin %80 oraninda azaltilmasi hedeflenmektedir

(Bonenkamp vd. 2020).

Tiirkiye iklim krizi ile miicadelede Onemli stratejiler belirlemistir. Aralik 2015°te
Birlesmis Milletler iklim Degisikligi Cerceve Sézlesmesi (BMFCC) tarafindan Paris’te
diizenlenen 2015 Birlesmis Milletler iklim Degisikligi Konferansi’nda Tiirkiye iklim
krizi ile miicadele kapsamindaki taahiitlerini sunmustur. Ulkemiz tarafindan verilen
taahiitlere gore, 2030 yilina kadar sera gazi emisyonlarinin %21 oraninda azaltiimasi
hedeflenmektedir. Bu baglamda Tiirkiye tarafindan uygulanacak stratejiler alternatif
enerjilerin kullaniminin artirilmasini, atiklarin azaltilmasimi veya farkli sektorlerde

degerlendirilmesini kapsamaktadir (Bayrakci Ozdingis ve Kocar 2018).

Iklim krizi ile miicadelede biyoetanol gibi yenilenebilir enerji kaynaklarmin kullanimi
onemli bir oynamaktadir. Dolayisiyla, biyoetanol iiretim siirecinin optimize edilerek

olabildigince diisiik maliyetli ve ¢evreci olmasi elzemdir.

2.4 Biyoetanol Uretiminde Kullanilan Ham Maddeler

Biyoetanol, kullanilan ham madde tipine gore dort nesile ayrilmaktadir. Birinci nesil
biyoetanol iiretiminde musir, seker kamisi gibi yenilebilen ham maddeler, ikinci nesilde

bugday samani, yer fistig1 kabugu gibi lignoseliillozik ham maddeler, tigiincii nesilde
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makro ve mikroalgler ile siyanobakteriler, dordiincii nesilde ise genetigi degistirilmis ham
maddeler ve mikroorganizmalar kullanilarak biyoetanol iiretimi yapilmaktadir (Bender

vd. 2022).

2.4.1 Birinci nesil biyoetanol iiretimi

Birinci nesil biyoetanol iiretimi gida kaynaklarimin ham madde olarak kullanimina
dayanmaktadir ve bu ham maddeler seker veya nisasta bazli olabilmektedirler. Birinci
nesil biyoetanol liretiminde en yaygin kullanilan ham maddeler misir ve seker kamisidir
(Ayodele vd. 2020; Aghaei vd. 2022). Bunlarin yani sira, seker bazli ham maddelerden
seker pancari ve tatli sorgum gibi mahsuller ve hurma, tizim gibi bir¢cok meyve; nisasta
bazli ham maddelerden ise bugday, manyok ve patates gibi mahsuller de birinci nesil

biyoetanol iiretiminde tercih edilmektedirler (Zabed vd. 2017).

Seker bazli ham maddelerden ve nisasta bazli ham maddelerden biyoetanol {iretim siireci
neredeyse aynidir. Fakat nisasta bazli ham maddelerde hidroliz basamagi da
bulunmaktadir. Saccharomyces cerevisiae gibi mayalarin ham maddedeki sekeri
fermente edebilmesi i¢in nisastanin glukoza pargalanmasi gerektiginden hidroliz
basamagi uygulanmaktadir. Nisasta bazli ham maddelerin kullaniminda hidroliz
basamagi uygulanmadan fermantasyon yapilabilmesi i¢in nisastay1 fermente edebilen
amilolitik mayalar da kullanilmaktadir. Fakat bu mayalar diisiik etanol toleransina sahip

olduklarindan kullanimlar dezavantajlhidir (Ferreira vd. 2018).

Birinci nesil biyoetanol tiretiminde kullanilan ham maddeler gida sektorii ile rekabet
etmekte olduklarindan dezavantajlidirlar. Buna ragmen diinyada biyoetanol iiretimi
birinci nesil ham maddeler tarafindan domine edilmektedir. ABD ve Brezilya gibi
biyoetanol iiretiminde lider konumda olan iilkeler misir ve seker kamist kullanarak tiretim

yapmaktadirlar (Althuri ve Venkata Mohan 2022).
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2.4.2 ikinci nesil biyoetanol iiretimi

Ikinci nesil biyoetanol iiretiminde gida olmayan mahsuller veya mahsul atiklar1 gibi
lignoseliilozik ham maddeler kullanilmaktadir (Sharma vd. 2020). Yaygin ham maddeler
olmalari, diisiik maliyetli olmalar1 ve gida sektoriiyle rekabet etmemeleri biyoetanol
tiretiminde avantaj saglamaktadir (Chen vd. 2021). Lignoseliilozik ham maddelerin yap1
taslar1 seliiloz, hemiseliiloz ve lignindir. Bunlarin arasinda degrede edilmesi en zor olan
lignindir ve seliiloz ile hemiseliilozun enzimatik hidrolizi ve mikrobiyal degradasyonunu
engelleyerek fiziksel bir bariyer olusturmaktadir (Morales vd. 2015; Malik vd. 2022).
Lignoseliillozik ham maddelerdeki fermente edilebilir sekerlerin agiga ¢ikarilmasi igin
uygun bir 6n islem yontemi uygulanmalidir. Bu basamagin yiiksek maliyetli olmasi ikinci
nesil biyoetanoliin biiylik ¢apta tiretiminde en 6nemli sorunlardan biridir (Rastogi ve

Shrivastava 2017).

2.4.3 Ugiincii nesil biyoetanol iiretimi

Ucgiincii nesil biyoetanol iiretiminde ham madde olarak mikroalg ve siyanobakteri
biyokiitleleri kullanilmaktadir (Bader vd. 2020). Biyoetanol iiretiminde potansiyeli
yiksek ham maddeler olan mikroalgler, hiicre i¢inde yiiksek konsantrasyonlarda
karbonhidrat akiimiile edebilmektedirler ve temel depo polisakkaritleri nigastadir.
Bununla birlikte, mikroalgal hiicrelerdeki karbonhidrat igerigi tiirler arasinda farklilik
gostermektedir. Yiiksek karbonhidrat icerikler: mikroalgleri ticari 6neme sahip kilan en

onemli 6zelliklerden biridir (de Carvalho Silvello vd. 2022; Razzak vd. 2022).

Mikroalglerin ham madde olarak kullaniminin bir¢ok avantaji mevcuttur. Kiiltivasyonlari
nispeten kolaydir ve ekilebilir arazilere ihtiyagc duymadan bir¢cok farkli kaynakta
gelisebilirler. Fosfor ve azotun yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu atik sularda
geligebilirler ve kiiltivasyon siireleri kisadir. Bitkilere kiyasla mikroalglerin fotosentetik
verimlilikleri ve iiretkenlikleri yiiksektir (Bader vd. 2020; Hebbale ve Ramachandra
2022). Ayrica, lignoselillozik ham maddelere kiyasla, hiicre duvarlarinda lignin
bulunmamast 6n islem asamasini kolaylastirarak biyoetanol {iretim maliyetini

diistirmektedir (Ammar vd. 2020).
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2.4.4 Dordiincii nesil biyoetanol iiretimi

Dordiincii nesil biyoetanol iiretimi genetigi degistirilmis mikroorganizmalarin ve ham
maddelerin kullanimmi kapsamaktadir (Kumar vd. 2022). Dérdiincti nesilde birinci,
ikinci ve tglincii nesil biyoetanol iiretimindeki dezavantajlarin genetik miihendisligi
yaklasimlar1 kullanilarak giderilmesi hedeflenmektedir. Bu yaklagimlardan baziar
mikroorganizmalarin fizyolojilerini, metabolik yolaklarini, karbon ve enerji dengelerinin
maniplile edilmesini icermektedir. Bu baglamda yapilan ¢alismalar siirecin optimize
edilmesi ve biyoetanol veriminin artirilmasini amaglamaktadir (Aamer Mehmood vd.
2021). Genetik mithendisligi yaklagimlart kullanarak biyoyakit iiretimi umut vaat etse de
uluslararasi boyutta kabul gérmesi gerekmektedir. Bir¢ok iilkede tarim ve tip alaninda
yapilan genetik miihendisligi calismalari tartisma konusu oldugundan, dérdiincii nesil
biyoetanol iiretiminin kabul gérmesi i¢in siirecin tamamen gilivenli olmas1 gerekmektedir

(Cavelius vd. 2023).

2.5 Biyoetanol Fermantasyonunda Baslica Kullanilan Mikroorganizmalar

Bircok maya ve bakteri fermantasyon yaparak karbonhidratlardan etanol iiretebilme
yetenegine sahiptir (Yang vd. 2007). Biyoetanol iiretim siirecinde tercih edilecek
mikroorganizmanin etanol veriminin yiiksek olmasi, etanol toleransinin yiiksek olmasi,
fermantasyon hizinin yliksek olmasi ve genis yelpazede sekerleri fermente edebilmesi

gibi 6zelliklerinin olmas1 6nemlidir (Stewart vd. 1983).

2.5.1 Mayalar

Cesitli sekerleri kullanabilme kapasiteleri, yliksek etanol toleranslari, yiiksek etanol
verimleri ve diisilk maliyetli besiyerlerinde gelisebilme gibi bircok avantajli 6zellige
sahip mayalar, giinimiizde biyoetanol iiretiminde en yaygin kullanilan
mikroorganizmalardir. Mayalar fermantasyon siirecinde anahtar role sahiplerdir ve etanol

verimini dogrudan etkilemektedirler (Mohd Azhar vd. 2017).
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Saccharomyces cerevisiae: Saccharomyces cerevisiae ticari dnemi yiiksek bir mayadir
ve birgok endiistride kullanilmaktadir. GRAS bir mikroorganizma olmasi, genomunun
oldukga iyi bilinmesi, kolay kiiltiir edilmesi S. Cerevisiae’nin ¢esitli endiistriyel alanlarda
tercih edilme nedenlerindendir. Sarap ve bira gibi fermente igeceklerin iiretiminde, gida
sektoriinde, biyofarmasoétik sektoriinde ve biyoyakit tiretiminde yaygin olarak kullanilan

faydali bir mayadir (Salari ve Salari 2017; Parapouli vd. 2020; Xiao vd. 2023).

S. cerevisiae biyoetanol iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Sahip oldugu birgok
fizyolojik ozellik, kullanimin1 diger mikroorganizmalara kiyasla daha avantajh
kilmaktadir. Fermantasyon hizi olduk¢a yiiksektir ve diger etanolojenik
mikroorganizmalara kiyasen etanol toleransi yiiksektir. Bunlarin yani sira, S. Cerevisiae
diisiik Ph konsantrasyonlarmma ve ozmotik strese direnglidir. Tim bu ozellikler S.
Cerevisiae’nin biyoetanol iiretiminde tercih edilmesinin ana nedenleridir (Tesfaw ve
Assefa 2014; Onyema vd. 2023; Qiu vd. 2023).

S. cerevisiae ayni zamanda 6nemli bir metabolik 6zellik olan Crabtree etkisine sahiptir.
Bu 6zelligi sayesinde anaerobik kosullarda bile etanol fermantasyonu yapabilmektedir.
Aerobik kosullarda solunum yaparak biyokiitle birikimi yapmak yerine, etanol {ireterek
ekolojik niginde seker i¢in rekabet halinde olan mikrobiyal tiirleri elimine etme avantajina
sahiptir. S. Cerevisiae bu siiregte iiretilen etanolii kullanarak biyokiitle biiyiimesini
desteklemektedir (Parapouli vd. 2020).

Kluyveromyces marxianus: Kluyveromyces marxianus ¢esitli enzimlerin {iretimi,
biyoyakit {iretimi, ila¢ endiistrisi, yem ve gida endiistrisi gibi bir¢ok alanda kullanilan,
biiytik 6lgiide ticari dneme sahip bir mayadir (Karim vd. 2020)Sahip oldugu litik enzimler
sayesinde laktoz ve inulin gibi sekerleri metabolize edebilmesi, hizli bliylime oranina
sahip olmasi, termotolerant olmasi ve diisiik Ph’lara tolere edebilmesi biyoteknoloji
alaninda kullanimini cazip kilmistir (Lane ve Morrissey, 2010; Baptista ve Domingues
2022).

S. cerevisiae’nin aksine K. Marxianus Crabtree negatif bir mayadir. Bu durum biyoetanol

tiretimi i¢in gsekerlerin efektif kullanimini sinirlasa da K. Marxianus’un sahip oldugu diger
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birgok 6zellik biyoetanol iiretiminde bu mayanin kullanimi desteklemektedir. Peynir alt1
suyu, meyve kabuklari gibi diisiik maliyetli ham maddelerdeki sekerleri metabolize
edebilmesi Ozellikle ikinci nesil biyoetanol {iretiminde kullanim potansiyelini
artirmaktadir (Su vd. 2020).Cevre dostu ve siirdiiriilebilir enerji kaynaklari olan
biyoyakitlar, fosil yakitlarin yerini alarak bu enerji ihtiyacini karsilamada umut vaat

etmektedirler (Morad 2023).

Gilinltimiizde biyoetanol iiretiminin yiiksek sicakliklarda yapilmasi sogutma maliyetini
diisiirmesi, enerji tasarrufu saglamasi, diisiik kontaminasyon riski ve yiiksek
fermantasyon oranlar1 nedeniyle olduk¢a ilgi goren bir konudur (Fonseca vd.
2008).Termotolerant bir maya olan K. Marxianus bu uygulama i¢in ideal olup, siklikla
tercin edilmektedir. K. Marxianus’un bu o6zelligi es zamanli sakarifikasyon ve
fermantasyon (SSF) ile 6n sakrifikasyon, es zamanli fermantasyon (PSSF), konsolide
biyoisleme (CBP) gibi fermantasyon stratejilerinde de kullanimini miimkiin kilmaktadir

(Baptista ve Domingues 2022).

Candida boidinii : Biyoteknolojik 6neme sahip Candida boidinii Ascomycota filumuna
mensup, metilotrofik, haploid bir mayadir. Oldukc¢a yaygindir ve bir¢ok dogal ortamdan
izole edilebilmektedir. Ksilozu fermente ederek biyoetanol {iretebildiginden,
lignoseliilozik ham maddelerin efektif kullanimini saglamaktadir (Osawa vd. 2009;
Gongalves vd. 2013; Camiolo vd. 2017).

Pichia stipitis: Scheffersomyces stipitis olarak da bilinen Pichia stipitis, bes ve alti
karbonlu sekerleri metabolize edebilen, Crabtree negatif bir mayadir (Papini vd. 2012;
Phaiboonsilpa vd. 2020). Lignoseliillozik ham maddenin yapi taslarindan biri olan
hemiseliilozun hidroliz edilmesiyle agiga ¢ikan ksilozu efektif bir sekilde etanole
fermente edebildiginden 6zellikle ikinci nesil biyoetanol iiretiminde tercih edilen bir
mayadir (Silva vd. 2012). Ksilozun yan1 sira, mannoz, glukoz, galaktoz, sellobiyoz gibi
cesitli sekerleri metabolize edebilmektedir. Bu yeteneginden dolay1 endiistriyel 6neme

sahip bir mayadir (Jeffries ve Van Vleet 2009; Bellido vd. 2011).
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2.5.2 Bakteriler

Zymomonas mobilis: Zymomonas mobilis biyotanol iiretiminde mayalara alternatif
olarak kullanilan, Gram negatif, fakiiltatif anaerob, GRAS bir bakteridir. Yiiksek
konsantrasyonlarda etanol iirettiginden avantajli bir mayadir. Ayrica, etanol ve glukoz
tolerans1 S. Cerevisiae’ye kiyasen daha yiiksektir. Fakat yalnizca glukoz, sukroz ve
17riiktozu  metabolize edebildiginden ham madde cesitliligini  kisitlamaktadir

(Gunasekaran ve Chandra Raj 1999; Panesar, vd. 2006; Ajit vd. 2017).

Z. mobilis sekerleri metabolize etmek i¢in Entner-Doudoroff yol izini kullanmaktadir. Bu
metabolik yolakta EMP yol izine gore daha az ATP ve daha az biyokiitle iiretimi
yapildigindan, daha fazla karbon kaynagi etanol iiretimine yonlendirilir ve daha ytiksek
bir glikoz akis1 saglanmaktadir. Bunun sonucunda, glikoz hizl ve etkili bir sekilde etanole
dontstirilir ve S. Cerevisiae’ye kiyasen daha yiiksek etanol verimi elde edilmektedir. Z.
Mobilis’in metabolizmasi biyoetanol tiretiminde kullanimini avantajli hale getiren en

onemli faktorlerden biridir (Wirawan vd. 2012)

Escherichia coli: Enterobacteriaceae ailesine mensup, Gram negatif, fakiiltatif anaerob
bir bakteri olan E. Coli, hormonlar, proteinler, amino asitler ve biyoyakitlar gibi birgok
endistriyel Uriiniin tretiminde kullanilmaktadir. Ayrica, model bir organizmadir ve
genetk miihendisligi calismalarinin odak noktasidir. Bircok ¢esit sekeri fermente
edebilmesi biyoetanol iiretiminde 6nemli bir avantaj saglamaktadir (Dien vd. 2003;

Desmarchelier ve Fegan 2016; Koppolu ve Vasigala 2016).

E. coli anaerobik kosullarda glikozu metabolize ederek format, asetat ve etanol
iretmektedir. Asetil-coA’nin etanole ¢evrilmesi siirecinde glikolizde tiretilen NADH’dan
daha fazla NADH tiiketilmektedir. E. Coli agiga ¢ikan redoks dengesizligini onarmak igin
asetil-coA’nin bir kismini asetata okside eder. Bunun sonucunda etanol iiretimi optimal

konsantrasyonlarin altinda kalmaktadir (Koppolu ve Vasigala 2016).
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Termofilik bakteriler : Termofilik bakteriler biyoetanol tiretiminde kullanimi olduk¢a
cazip mikroorganizmalardir. Genis Ph araliklarinda gelisim gdsterirler ve besin agisindan
zengin kaynaklara ihtiya¢ duymazlar. Hem pentoz hem de heksoz sekerleri metabolize
etme yetenegine sahiptirler. Yiksek sicaklikta gelistikleri i¢in biyoreaktorleri sogutmaya
gerek olmamasit ve ham maddedeki sekerleri enzimatik hidroliz basamagina ihtiyag
duymadan fermente edebilmeleri iiretim maliyetini biiyiik oranda diistirmektedir.
Termofilik bakteriler kullanildiginda kontaminasyon riskinin diisiik olmasi da 6nemli bir
avantajdir. Biyoetanol {iretiminde yaygin olarak kullanilan termofilik bakterilere
Thermoanaerobacter mathranii, T. Pseudoethanolicus, T. Pentosaceus ve bazi
Clostridium tiirleri 6rnek verilebilir (Soleimani vd. 2017; Joshi vd. 2018).

2.6 Fermantasyon Stratejileri

Biyoetanol iiretiminde yiiksek etanol konsantrasyonlar1 ve verimine ulagsmak i¢in farkli
fermantasyon stratejileri mevcuttur. Bu stratejiler arasinda SHF (ayr1 hidroliz ve
fermantasyon), SSF (simultane sakkarifikasyon ve fermantasyon) ve SSCF (simultane

sakkarifikasyon ve ko-fermantasyon) yer almaktadir (Bender vd. 2022).

SHF yonteminde hidroliz ve fermantasyon basamaklar1 ayr1 olarak gergeklesmektedir. Tlk
asamada ham maddenin enzimatik hidrolizi gerceklestirilir. Sonrasinda agiga ¢ikan
indirgen sekerlerin fermantasyonu i¢in tercih edilen mikroorganizmalar eklenir. Bu
yontemin en temel avantaji enzimler i¢in gerekli pH ve sicaklik gibi parametrelerin
optimize edilebilmesidir. Fakat bu yontem olduk¢a zaman alan bir yontemdir ve siirecin
her iki asamas1 da farkli reaktorlerde gerceklestigi i¢in maliyeti yiiksektir (Ishizaki ve
Hasumi 2013; Afedzi ve Parakulsuksatid 2023).

SHF yonteminin aksine, SSF yonteminde sakkarifikasyon ve fermantasyon ayni
reaktorde gerceklesmektedir. Dolayisiyla, siire¢ daha hizli tamamlanmaktadir ve maliyeti
daha diisiiktiir. SSF yonteminde seker ve etanol verimiliginin yiiksek olmasi yani sira
kontaminasyon riski de diisiiktiir. Bu sebeplerden dolayr SHF yonteminden daha c¢ok
tercih edilmektedir. Fakat bu fermantasyon stratejisinde de bazi dezavantajlar mevcuttur.

Reaktdr sicakligt mayanin gelisebilecegi sicakliga gore optimize edildiginden enzimlerin
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efektif calisabilmesi igin gerekli sicaklik saglanamaz. Termofilik bakterilerin tercih
edilmesiyle bu sorunun iistesinden gelinebilmektedir (Hasunuma ve Kondo 2012; Hans
vd. 2019; Devos ve Colla 2022).

SSF yonteminde heksoz ve pentoz sekerlerin birlikte kullanilamamasi diisiik etanol
verimine neden olmaktadir. SSF yonteminin daha gelismis bir modeli olan SSCF
yonteminde, biyoetanol iiretim siireci tek bir reaktérde gerceklestir ve ko-fermantasyon
stratejisiyle heksoz sekerlerin yani sira pentoz sekerlerin de kullanimi tegvik
edilmektedir. Dolayisiyla diisiik maliyetli ve etanol verimi yiiksek bir siirectir. Heksoz ve
pentoz sekerlerin ko-fermantasyonu icin karisik kiiltiir veya genetigi degistirilmis S.
cerevisiae, Z. mobilis ve E. coli gibi mikroorganizmalar tercih edilmektedir. Biiyiik ¢apli
biyoetanol liretimine uygun bir yontem oldugundan yaygin olarak kullanilmaktadir

(Manzares 2010; Sharma vd. 2021; Bender vd. 2022).

2.7 Mikroalglerin Genel Ozellikleri ve Kullamim Alanlar

Oldukea yiiksek cesitlilik gosteren mikroalgler, okaryotik, tek hiicreli, fotosentetik
mikroorganizmalardir. Mikroalgler tatli sular, tuzlu sular ve atik sular gibi neredeyse her
su habitatinda yasayabilmektedir (Vale vd. 2020; Su 2021). Fotosentetik verimleri
oldukga yiiksek olan mikroalgler, diinyadaki oksijen liretiminin yaklasik olarak yarisinin
fazlasindan sorumludurlar ve karasal bitkilere kiyasla ¢ok daha yiiksek 151k enerjisi

yakalayabilmektedirler (Maity ve Mallick 2022).

Mikroalgler {irettikleri karbonhidratlar, proteinler, lipitler, pigmentler, vitaminler gibi
primer ve sekonder metabolitler sayesinde bircok endiistride ham madde olarak
kullanilmaktadirlar. Mikroalglerin farkli atiklarda gelisebilmesi, biyoakiimiilasyon
etkinliklerinin ve biyokiitle tliretkenliklerinin yiiksek olmasi da biyoteknoloji alaninda
kullaniminm1 avantajli kilan 6nemli 6zelliklerdir. Mikroalgler temel olarak gida, ilag,
saglik, kozmetik gibi endiistrilerde yaygin olarak tercih edilen ham maddelerdir. Ornegin,
ilag ve kozmetik sektoriinde 6nemli bir pigment olan karotenoid mikroalgler tarafindan
yiiksek miktarlarda tretilmektedir (Castillo vd. 2021; Calijuri vd. 2022). Ayrica

mikroalgler polilaktik asit, polihidroksialkanoatlar gibi metabolitleri iiretebilmeleri ve
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nisasta icermeleri nedeniyle biyoplastik iliretiminde umut vaat etmektedirler (Karan vd.
2019). Bunlarin yani sira, mikroalgal karbonhidratlar da son yillarda biyoyakitlar gibi

yenilenebilir enerji kaynaklarinin tiretiminde kullanilmaktadir (Maity ve Mallick 2022).

2.8 Mikroalglerin Gelisimin Etkileyen Faktorler

Kiiltiir ortaminda makronutrientler ve mikronutrient igerigi gibi besin faktorleri ve 151k
yogunlugu, sicaklik, pH gibi ¢evresel parametreler mikroalgal tiirlerin biyokimyasal

kompozisyonunu 6nemli derecede etkilemektedir (de Carvalho Silvello vd. 2022).

Besin Faktorleri: Azot, mikroalgal biiylime i¢in temel besin kaynaklarindan biridir.
Mikroagler kiiltlir ortaminda nitrit, nitrat ve amonyum gibi inorganik azot kaynaklari
kullanmaktadir (Maity ve Mallick 2022). Kiiltivasyon ortaminda azot varligi
mikroalglerin primer metabolit liretimini arttirmaktadir. Dolayisiyla, yeteri azot kosullari
igeren kiiltlir ortaminda hiicrelerin fotosentetik aktivitesi ve bilylime oranlar1 artmaktadir.
Ayrica, ortamda mevcut olan azot kaynaklari mikroalgal hiicre duvarindaki seker
kompozsiyonunu da onemli 6l¢iide etkilemektedir. Azotun yetersiz oldugu kosullarda
mikroalgal protein yikimi yapilirken, hiicrenin enerji rezervleri olan lipid ve
karbonhidratlarin birikimi yapilmaktadir. Protein ve karbonhidrat birikimi mikroalg
tiriine gore degisiklik gostermektedir. Yaglh mikroalglerde lipid birikimi goriiliirken,
diger mikroalglerde nisasta gibi karbonhidratlarin birikimi gdézlemlenmektedir

(Gonzalez-Fernandez ve Ballesteros 2012; Debnath vd. 2021).

Fosfor, mikroalg hiicrelerinin metabolik faaliyetlerinde O6nemli rol oynayan
elementlerden biridir. Fosfor bir¢cok hiicresel komponent icin gerekli bir elementtir.
Kiltir ortaminda fosfor eksikligi azot eksikligine benzer sekilde mikroalgal
metabolizmay1 karbonhidrat ve lipid akiimiilasyonuna yoneltmektedir. Bazi mikroalg
tirleri, ortamda yeterli fosfor kaynagi bulundugunda fosforu polifosfat graniilleri
formunda depolamaktadir. Ortamdaki fosfor azaldiginda hiicreler depoladiklar1 fosforu

kullanmaktadir (Ran vd. 2019).

20



Kiikiirt, biyomolekiillerin, vitaminlerin ve elektron tasiyict molekiillerin sentezi igin
gerekli bir elementtir. Kiiltiir ortaminda kiikiirt eksikliginin olmasi, azot ve fosfor
eksikliginin yarattig1 etkiye benzer olarak karbonhidrat birikimine yol agmaktadir ve
karbonhidrat akiimiilasyonunu artirmak i¢in kullanilan en temel stratejilerden biridir.
Fakat bunun sonucunda hiicre biiyiimesi ve biyokiitle iiretimi olumsuz etkilenmektedir.
Kiikiirte benzer olarak demir de mikroalgler i¢in olduk¢a dnemli bir elementtir. Demir,
mikroalg hiicrelerindeki Fe-S kompleksi olusumu i¢in 6nemli bir element olup fotosentez
stirecini dogrudan etkilemektedir. Demir eksikligi karbonhidrat ve lipid birikimini tesvik
etmektedir. Fakat lipid birikimi Fe-S kompleksine ihtiyag duydugundan, demir
eksikliginde gecikmeli gerg¢eklesen bir siirectir (Debnath vd. 2021; Wang vd. 2022).

Cevresel Faktorler: Mikroalglerin gelisimini etkileyen cevresel faktorlerden biri
sicakliktir. Sicakligin mikroalgler iizerinde bir¢ok farkli etkisi vardir. Sicakliktan
etkilenen en 6nemli parametreler enzimatik aktivite, mikroalgal biiylime hizi, CO2 ve O2
coziinlirliigiidir. Yiksek sicaklik mikroalglerin biiylime hizin1 artirmaktadir. Fakat
sicaklik onemli derecede yiikselmeye basladiginda ortamdaki Oz ¢oziiniirliigli artigina
bagli olarak mikroalg hiicrelerinde reaktif oksijen tiirevlerinin olusumuna neden
olabilmektedir. Yiiksek sicakligin bir diger 6nemli etkisi ise protein denatiirasyonudur ve
buna baglh olarak hiicre oliimleri gerceklesmektedir. Sicaklik kosullart ayni zamanda
mikroalglerdeki karbonhidrat akiimiilasyonunu da Onemli derecede etkilemektedir.
Dolayisiyla, sicakligin optimum seviyede tutulmasi 6nemli rol oynamaktadir. Mikroalgal
gelisim i¢in optimum sicakligin 18-35°C arasinda oldugu belirtilmistir (Silvello vd. 2023,;
Vale vd. 2020).

pH mikroalglerin metabolizmasini dogrudan etkileyen bir diger 6nemli faktordiir. pH
besiyeri ortaminda COz ve nutrientlerin ¢ozilinebilirligini etkilemektedir. Ayrica,
fotosentez ile iligkili yapilarin da verimli ¢alisabilmesi ortam pH’ina baglhidir. Yiiksek pH
seviyeleri ortamdaki CO’yi sinirlayarak mikroalgleri inhibe ederken, diisiik pH
seviyeleri fotosentetik enzimlerin aktivitesini sinirlar. Optimal pH seviyeleri mikroalg
tiirtine spesifiktir. Dolayisiyla, kullanilan mikroalg tiiriine gére pH’in optimum diizeyde

tutulmasi biyokiitle verimliligi agisindan 6nemlidir (Gatamaneni vd. 2018; Qiu vd. 2017).
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Isik, fotosentez siirecini direkt olarak etkileyen bir parametre oldugundan kiiltivasyon
kosullarinda dikkati alinmas1 gereken en 6nemli faktorlerden biridir. Isik mikroalglerde
ATP, NADPH iiretiminde ve hiicresel siirecler i¢in gerekli molekiillerin
sentezlenmesinde onemli rol oynamaktadir. Isik yogunlugunun optimum seviyeden
yiiksek olmasi mikroalglerde fotoinhibisyona yol agarak mikroalgal biliylimeyi olumsuz
etkilemektedir. Bu durum diisiik biyokiitle iiretimine neden olacagindan istenen bir
durum degildir. Dolayisiyla, mikroalgal kiiltivasyonda 1sik yogunlugunun optimum

seviyede olmasi gerekmektedir (Acebu vd. 2022).

2.9 Kiiltivasyon Sistemleri

Mikroalgerin gelisimi i¢in uygun besinlerin ve ¢evresel faktorlerin saglandigi kiiltivasyon
sistemleri agik ve kapali sistemler olmak {izere ikiye ayrilmaktadir (Liyanaarachchi vd.
2021). Her iki sistemin de farkli ¢esitleri olmakla beraber, sahip olduklar1 avantaj ve
dezavantajlar birbirlerinden farklilik gostermektedir. Hedeflenen nihai {iriin ve

kullanilacak olan mikroalg tiiriine gore bu sistemlerden biri tercih edilebilmektedir.

Acik Sistemler: Mikroalg kiiltivasyonunda bilinen en eski yontemlerden biri agik
sistemlerdir. Dogal kosullarda ¢alisan bu sistem oldukca basit ve diisiik maliyetlidir
(Ferreira vd. 2022). Agik sistemlerde mikroalglerin kiiltivasyonu biiyliik havuzlarda
gergeklestirilir ve dis ortamda mevcut olan 151k ile CO2 mikroalgler tarafindan kullanilir.
Kiiltivasyon i¢in gerekli besin maddeleri ise ortama ilave edilir (Yousuf 2019). Kosullarin
kontrol edilememesi ve tamamen dogal ortama bagimli olmast kiiltiir ortamini
kontaminasyona acik hale getirmektedir. Bunun yani sira, bu sistemlerin kullanimi igin
bliylik arazilere ihtiya¢ duyulmaktadir ve kiiltivasyon etkinligi biiyiik 6lclide iklim
kosullarina baghdir (Narala vd. 2016).Acik sistemlerin dairsesel havuzlar ve yaris pisti

havuzlar1 gibi farkli ¢esitleri mevcuttur.

Dairesel havuzlar, 6zellikle Asya iilkelerinde biiyiik 6l¢ekli mikroalg kiiltivasyonunda
kullanilan agik sistemlerdir. Bu havuzlarin ortasinda kiiltiir ortaminin sirkiilasyonunu
saglayan bir karistirict bulunmaktadir. Fakat bu havuzlarin kurulumu oldukga yiiksek

maliyetlidir ve karistirict kullanimindan dolayi enerji tiiketimi yiiksektir (Tan vd. 2020).
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Yaris pisti havuzlari, mikroalgal kiiltivasyonda uzun yillardir kullanilan, diisiik maliyetli
kiiltivasyon sistemleridir. Yeterince etkili olmamakla birlikte kiiltiir ortaminin
sirkiilasyonu kanatli bir ¢ark araciligi ile saglanir. Dolayisiyla biyokiitle verimi de
diisiiktiir. En biiylik avantajlar1 enerji tiikketiminin diisiik olmasi, diisiik maliyetli olmasi
ve kiiltiir ortami olarak atik sularin kullanilabilmesidir. A¢ik sistemlerde kullanilan diger
yontemlerden farkli olarak dis ortamdan kaynakli kontaminasyonun 6nlenmesi i¢in {izeri
kaplanabilmektedir. Bu yontem sera kaplamalarina benzer materyaller kullandigindan

151k penetrasyonu olumsuz etkilenmemektedir (Chisti 2007; Rawat vd. 2011).

Kapal sistemler: Acik sistemler diisilk maliyetli olduklarindan yaygin olarak tercih
edilseler de, kapali sistemler kiiltivasyon kosullarinin kontrol edilebilmesi nedeniyle daha
yiksek biyokiitle tiretkenligi elde edilmesini saglarlar (Christian Barbosa vd. 2020).
Kapal1 sistemler, fotobiyoreaktorler olarak da bilinmektedirler ve pH, sicaklik, CO; ve
O- gibi birgok parametre kolaylikla optimize edilebildiginden mikroalglerin gelisimi i¢in
oldukca uygundur. Ayrica bu sistemlerde kontaminasyon riski de oldukca digiiktiir.
Birgok avantajli olmasina ragmen kullanimi sinirlayan en biiyiik faktor yiiksek maliyetli
bir sistem olmasidir. Bunun yam sira, reaktdrlerde mikroalgal biyofilm olusma riski de
yiiksektir. Bu durum 151k penetrasyonunu engellediginden biyokiitle verimliligini
olumsuz etkileyebilmektedir (de Andrade vd. 2022). Fotobiyoreaktorlerin tiibiiler, diiz

plaka ve kolon tipi fotobiyoreaktorler gibi birgok ¢esidi mevcuttur.

Tiibiiler fotobiyoreaktorler plastik, polietilen gibi bir¢ok farkli materyalden olusabilen,
seffaf, boru seklinde, yatay ve dikey olarak kullanilabilen fotobiyoreaktdrlerdir. Bu
sistemlerde, kiiltiir ortaminin belirli hizlarda fotobiyoreaktorde dolasimi saglanmaktadir.
Yiiksek oksijen konsantrasyonlarin1 dnlemek amaciyla bu sistemlerden belirli diizeyde
oksijen ¢ikis1 yapilmaktadir. Yalnizca fototrofik ve fotoheterotrofik kiiltivasyon
kosullarinda kullanima uygundur. Ayrica yliksek maliyet ve kontaminasyon riski gibi

dezavantajlart mevcuttur (De Vree vd. 2015; Aliyu vd. 2021).

Diiz tabaka fotobiyoreaktorler, genis yiizey alanina sahip, dikey konumda diizenlenmis
panellerden olusmaktadir (Bhatt vd. 2022). Bu reaktorler 151k penetrasyonu optimal
diizeyde olacak sekilde tasarlanmislardir. Fakat olduke¢a genis alanlara ihtiya¢ duyulmast,
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kontaminasyon riskinin bulunmasi bu sistemlerin kullanimimni kisitlamaktadir. Bunun
yani sira, sicaklik ve havalandirma ile ilgili optimizasyon sorunlar1 da biiyiik ¢apl

tiretimde kullanimlarini sinirlamaktadir (Gupta vd. 2015; Show vd. 2017).

Kolon tipi fotobiyoreaktorler dikey konumlanmis seffaf kolonlardan olusmaktadir ve
mikroalglerin kiiltivasyonunda kosullarin kontroliiniin en iyi yapilabildigi sistemlerdir.
Kolonlarin dikey yonde konumlanmis olmasi gaz kabarciklarinin uygun dagilimini ve
boylece sivi sirkiilasyonunu da saglamaktadir. Kolon tipi fotobiyoreaktorlerde 1sik
penetrasyonu ve 1s18in dagilimi da oldukg¢a optimizedir. Diisiik maliyetli olan bu

kiiltivasyon sistemi yaygin olarak tercih edilmektedir (Tan vd. 2018; Aliyu vd. 2021).

2.10 Kiiltivasyon Stratejileri

Mikroalgler fotosentetik mikroorganizmalardir. Isik ve karbon kaynagi varlifinda
fotosentez yaparak biyokiitlelerini artirirlar. Bununla birlikte, mikroalgler ¢evresel
kosullara hizlica adapte olabilen ve bu kosullar dogrultusunda metabolizmalarina yon
verebilen mikroorganizmalardir. Farkli karbon ve enerji kaynaklari varliginda da
gelisebilmektedirler. Mikroalgler fototrofik, fotoheterotrofik, heterotrofik ve miksotrofik
olmak {tizere dort farkli kiiltivasyon kosulunda gelisim gosterebilmektedirler. Her bir
kiiltivasyon modunun avantaj ve dezavantajlart mevcuttur. Besin kaynaklar1 ve ¢evresel
kosullar mikroalglerin hiicre kompozsiyonunu ve biyokiitle tiretkenliklerini 6nemli
derecede etkilediginden, kullanilan mikroalg ve elde edilmesi istenen nihai {iriin goz
oniinde bulundurularak en uygun kiiltivasyon stratejisinin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir

(Mata vd. 2010; Chew vd. 2018).

2.10.1 Fotoototrofik Kiiltivasyon

En yaygin kullanilan yontemlerden biri olan fotoototrofik kiiltivasyon modunda
mikroalgler, inorganik karbon kaynagi olarak COq, enerji kaynagi olarak da 15181
kullanarak gelisim gosterirler (Cheirsilp ve Torpee 2012). Agik ve kapali sistemlerde

kullanima uygun bir kiiltivasyon modudur ve kontaminasyon riski oldukca diisiiktiir.
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Fakat bu yontemde bazi1 dezavantajlar da mevcuttur. Mikroalgal gelisime bagli olarak
olusan bulaniklik 151k penetrasyonunu kisitladigindan biyokiitle iiretkenligi de dnemli
derecede azalmaktadir. Bununla birlikte, biyokiitle tiretkenliginin diisiik olmasi1 hasatlama
maliyetini artiran bir faktordiir. Biyokiitle konsantrasyonun artirilmasi i¢in mikroalgal
kiiltivasyonun  fabrikalarin  yakinlarinda yapilmasi Onerilmektedir. Bdylelikle,
fabrikalardan saliman yiiksek konsantrasyonlarda COz mikroalglerin gelisiminin
artmasina neden olacaktir. Bu yontem sayesinde bolgedeki c¢evre kirliliginin de 6niine

gecilebilir (Ghaffar vd. 2023).

2.10.2 Heterotrofik kiiltivasyon

Heterotrofik kiiltivasyonda organik bilesikler hem karbon kaynagi hem de enerji kaynag:
olarak kullanilir. Bu kosullarda gelisebilen mikroalglerin sayisi olduk¢a azdir. Bunlardan
bazilar1 Chlorella tiirleri, Tetraselmis ve Nechloris gibi mikroalglerdir. Bu mikroalgler

hem fotoototrofik hem de hetetorofik kosullarda gelisebilmektedir (Hu vd. 2018).

Heterotrofik kiiltivasyon biiylik olcekte iiretim i¢in olduk¢a uygundur ve diisiik
maliyetlidir. Bu yontem icin kompleks fermentodrlere ihtiya¢ duyulmaz ve birgok
parametrenin kontrolii olduk¢a kolaydir. Zaman zaman fermentorlere organik karbon
kaynag1 ilavesi yapilabilmektedir ve bu kaynaklar genellikle asetat ve glukozdur.
Fotoototrofik kiiltivasyon ile kiyaslandiginda bu yontem 1s1k gerektirmediginden 151k ile
ilgili optimizasyon sorunlari elimine edilmektedir. Ayrica, heterotrofik bliylimede
biyokiitle yogunlugu yiiksektir, dolayisiyla bu sekilde kiiltive edilen mikroalglerin
hasatlanmas1  kompleks yontemlerin  kullanimin1  gerektirmemektedir.  Fakat
kontaminasyon riskinin yiiksek olmasi, ek karbon kaynagi ilavelerinin maliyeti artirmast,
151k varliginda iiretilen 6nemli metabolitlerin heterotrofik metabolizmada tiretilememesi
en biliylik dezavantajlardandir. En 6nemli dezavantaji ise heterotrofik metabolizma
sonucu CO2 olusumudur. Dolayisiyla ¢evre dostu degildir (Perez-Garcia vd. 2011; Hu vd.
2018).
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2.10.3 Fotoheterotrofik kiiltivasyon

Fotoheterotrofik kiiltivasyonda mikroalglerin karbon kaynagi ihtiyaci organik
bilesiklerden saglanirken, enerji ihtiyaci 1siktan elde edilmektedir. Bu kosullarda kiiltiir
ortamina biyokiitle artisin1 destekleyen glukoz ve sukroz gibi organik karbon kaynaklar1
eklenmektedir. Bunun yan1 sira, enerji kaynagi olarak 15181n kullanilmasi sayesinde 1s13a
ihtiya¢ duyan metabolitler de sentezlenebilmektedir. Bu durum heterotrofik bliyimedeki
onemli dezavantajlardan birini ortadan kaldirmaktadir (Kiran vd. 2014; Gaurav vd. 2024).
Fakat ortamda organik karbon kaynaklarinin mevcudiyeti kontaminasyon riskini
artirmakta ve bu durum kiiltivasyonda onemli bir sorun teskil etmektedir. Ayrica,

fotoheterotrofik kiiltivasyonda biiyiik capli tiretimler i¢in 6zel reaktorlerin tasarlanmasi

gerekmektedir (Chew vd. 2018)

2.10.4 Miksotrofik kiiltivasyon

Miksotrofik kiiltivasyonda mikroalgler enerji kaynagi olarak 15181, karbon kaynagi olarak
da hem organik hem de inorganik karbon kaynaklarin1 kullanmaktadir (Abreu vd. 2022).
Miksotrofik metabolizma iki asamadan olusmaktadir. Tlk asamada mikroalg heterotrofik
gelisim gostererek ortamdaki organik karbon kaynaklarinmi tiiketir. Bu kaynaklar
azaldiginda, fotoototrofik metabolizmaya gecerek CO2 ve 151k varlifinda fotosentez
yapar. Dolayisiyla mikroalgde hem fotoototrofik hem de heterotrofik biiyiime gerceklesir
(Mahari vd. 2022). Bu kiiltivasyon stratejisi sayesinde mikroalglerde tek basina
heterotrofi ve fotoototrofiden daha fazla biyokiitle {retimi ve biliylime hizi
gozlemlenmektedir. Bu durumun yiiksek fotosentetik verimden kaynaklandig
diistiniilmektedir. Ayrica bu kiiltivasyon sisteminde mikroalglerde daha az fotoinhibisyon

ve fotooksidatif hasar goriilmektedir (Castillo vd. 2021; Huang vd. 2024).

2.11 Mikroalglerin Hasat Edilmesinde Kullanilan Yéntemler

Mikroalgler kiiltive edildikten sonra endiistriyel kullanimlar1 i¢in besiyeri ortamindan

ayirilmalart  gerekmektedir. Bu isleme hasatlama denilmektedir. Mikroalglerin
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hasatlanmasinda genellikle santrifiijleme, sedimentasyon, flotasyon, filtrasyon ve
flokulasyon gibi fiziksel, kimyasal ve biyolojik yoOntemler kullaniimaktadir.
Mikroalglerin yogunlugu ve boyutu uygun hasat teknigini se¢mede belirleyici
faktorlerdir. Bunun yani sira, elde edilen mikroalgal biyokiitlenin kullanim alani da hasat
teknigini segmede 6nemlidir. Biyoetanol iiretiminde kullanilan hasat tekniginin diisiik
maliyet ve diisiik enerji ihtiyaci gibi 6zelliklere sahip olmasi ve mikroalg hiicrelerine karsi

etkili olmas1 gerekmektedir (Guldhe vd. 2016; Kusmiyati vd. 2023).

Santrifiijleme: Santrifiijleme, merkezka¢ kuvveti kullanilarak mikroalgerin besiyeri
ortamindan ayrilmasina dayanir. Mikroalglerin hiicre boyutu ve yogunlugu
santrifiijlemenin etkinligini 6nemli derecede etkilemektedir. Bu hasatlama yonteminin
hizl1 ve etkili olmasi, tiim mikroalglere uygulanabilmesi gibi bir¢ok avantaji mevcuttur.
Fakat enerji tiilketiminin oldukca yiiksek olmasi ve maliyeti arttirmasi biiylik caph
biyokiitle iiretiminde sorun teskil etmektedir. Ayrica, uygun silire ve hizda
kullanilmadiginda mikroalg hiicrelerine mekanik zarar verebilmektedir (Singh ve Patidar
2018; de Morais vd. 2023).

Sedimantasyon: Temel prensibi yer¢ekiminden yararlanilarak mikroalglerin dogal
olarak ¢okelmesine dayanan sedimantasyon yontemi, diisiik maliyetli ve yaygin olarak
kullanilmaktadir. Mikroalg hiicrelerinin yogunlugu besiyeri ortaminin yogunlugundan
daha fazla oldugundan ¢okelme islemi kendiliginden gergeklesir ve hiicreler herhangi bir
mekanik zarar gérmez. Maliyeti ve enerji ihtiyaci diisiik bir yontemdir. Cesitli hasatlama
teknikleriyle birlikte uygulanabilmektedir. Fakat sedimantasyon oldukc¢a yavas bir
siirectir ve havuzlarda uygulandiginda yiiksek sicaklik gibi iklim kosullari hiicre

bozunmasina neden olup nihai iiriinii olumsuz etkileyebilir (Ghazvini vd. 2022).

Flotasyon: Bu hasatlama yonteminde gaz kabarciklar1 siispansiyona eklenerek
mikroalglere yapismasi saglanir. Buradaki temel mantik, mikroalgerin diisiik yogunluga
sahip olmalarindan dolay1 sivinin yiizeyine ¢ikmalar1 ve bu sekilde ayirma isleminin
gerceklesmesidir (Yin vd. 2020). Sedimantasyon ile karsilastirildiginda hizli, efektif ve
diisiik maliyetli bir yontemdir. Flokulasyon yontemi ile birlikte kullanildiginda biiytik

capta hasatlama i¢in idealdir (Suparmaniam vd. 2019).Bazi mikroalg tiirlerinin hasat
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edilmesinde kullaniminin zor oldugu one siiriilse de, siire¢ optimize edilirse bu

dezavantajin ortadan kaldirilabilmesi miimkiindiir (Laamanen vd. 2021).

Filtrasyon: Bu hasatlama yonteminde membran filtreleri kullanilarak biyokiitlenin
ayrilmasi saglanmaktadir. Bu yontem oOzellikle Scenedesmus sp., Dunaliella sp. ve
Chlorella sp. gibi kiigiik hiicre boyutuna sahip mikroalgler i¢in idealdir. Filtrasyon
yonteminin vakum filtreleme, basinghi filtreleme, mikrostrainler, mikrofiltrasyon,
ultrafiltrasyon vb. gibi bir¢ok ¢esidi mevcuttur. Bu yontemler arasinda ultrafiltrasyon ve
mikrofiltrasyon kiiciik hiicre boyutuna sahip mikroalglerde kullanilirken, mikrostrainler
bliyiik boyutlara sahip mikroalglerde etkilidir. Fakat bu membran filtrelerinin
kirlenmesine bagli olarak devamli temizlenmesi ve degistirilmesi bu yontemin en biiyiik
dezavantajidir. Buna ragmen, diger hasat yontemlerine gore oldukca etkili ve diisiik

maliyetlidir (Suparmaniam vd. 2019; Morais Junior vd. 2020).

Flokulasyon: Mikroalglerin hasatlanmasinda oldukga etkili bir diger yontem
flokulasyondur. Mikroalg hiicrelerinin negatif yiikliidiir ve bu durum birbirlerini
itmelerine neden olur. Flokulasyon teknigi bu durumu ortadan kaldirmak igin
mikroalglerin negatif ylikiinli nétralize etmeyi amaglar ve hiicrelerin flok olusturmasini
saglar. Flokulasyonda ii¢ temel mekanizma bulunmaktadir. Yiik ndtralizasyonu pozitif
yiikli flokulantlarin kullanimi ile mikroalgal hiicrelerin nétralizasyonunu, adsorbsiyon
mekanizmas1 katyonik polimerlerin kullanimi ile notralizasyonu, adsorpsiyon kopriileri
ise yliklii polimerlerin mikroalg hiicrelerinin arasinda koprii olusturarak flokulasyonu
temel almaktadir. Flokulasyon ile hasatlamada kimyasal flokulasyon, otoflokulasyon,
biyoflokulasyon ve fiziksel flokulasyon gibi metodlar yaygin olarak kullanilmaktadir
(Vasistha vd. 2021)

Kimyasal flokulasyonda organik ve inorganik flokulantlar mikroalglerin negatif yiikiinii
notralize etmek igin kullanilir. Ozellikle biyoyakit iiretiminde kullanilacak mikroalgal
biyokiitlenin hasat edilmesinde tercih edilmektedir. Bu yontemle yliksek
konsantrasyonlarda mikroalg biyokiitlesi diisiik bir maliyetle hasat edilebilmektedir
(Venkata Subhash vd. 2022)
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Otoflokulasyon, stres kosullarina maruz kalmis bazi mikroalglerde goriilen bir
mekanizmadir. pH kosullarinda, azot konsantrasyonlarinda ve ¢o6ziinmiis oksijen
seviyelerinde degisiklikler otoflokulasyona neden olan baslica stres kosullaridir. Fakat bu
yontem bir¢cok dezavantaja sahip oldugundan efektif degildir. Bu siire¢ diisiik enerji
gerektirse de, yavas ve maliyetli olabilmektedir. Ayrica, az sayida mikroalg
otoflokulasyon 6zelligine sahiptir. Bu nedenlerden dolayi tercih edilen bir metod degildir

(Laamanen vd. 2021).

Biyoflokulasyon, mikroorganizmalar araciliiyla mikroalgal hiicrelerin flokulasyonudur.
Bu yontemde flokiilant olarak mikroorganizmanin kendisi veya salgiladig ekstraseliiler
biyopolimerler kullanilabilmektedir. Kullanilan mikroorganizmalar arasinda g¢esitli
bakteri, fungus, maya ve mikroalg tiirleri yer almaktadir. Bu yéntemin caligsma prensibi

heniiz bilinmemektedir (Pathak ve Pandey 2022).

Fiziksel flokulasyon ultrason ile flokulasyon, elektroflokulasyon, manyetik partikiil ile
flokulasyon gibi fiziksel yontemler kullanilarak yapilan bir flokulasyon c¢esididir.
Herhangi bir kimyasal ajan eklenmeden gergeklestirildigi i¢in ¢evre dostu bir yontemdir
(Li vd. 2020).

2.12 Mikroalgal Biyokiitlenin Parcalanmasinda Uygulanan On islem Yéntemleri

Mikroalglerde karbonhidratlar genellikle hiicre duvarinda bulunmaktadir. Cift tabakal
hiicre duvarina sahip mikroalglerin icerdigi karbonhidrat kompozisyonu tiirden tiire
degisiklik gostermektedir. Fakat dis tabaka genellikle pektin, agar ve aljinat gibi
polisakkaritlerden olusurken, i¢ tabakada seliiloz, hemiseliilloz ve glikoproteinler
mevcuttur. Hiicre duvarinin yani sira, mikroalglerde karbonhidratlar plastidlerde de

bulunurlar ve nisasta formunda depolanirlar (Chen vd. 2013).
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Dis hiicre duvan

Pektin, agar, aljinat
. veyaalgan polimeri

—  Ig hiicre duvan

Hemiseliilozun
mikrofibril

matrisi

Sekil 2.4 Mikroalglerin hiicre duvari yapisi (Zabed vd. 2019)

Biyoetanol iiretiminde, mikroalglerde bulunan karbonhidratlarin kullanilmasi ig¢in
biyokiitlenin parcalanmasi ve polisakkaritlerin monomerlerine ayrisarak fermente
edilebilir sekerlerin agiga ¢ikmasi gerekmektedir. On islem olarak bilinen bu asama ayni
zamanda sekerlerin ¢oziiniirliiliigiinii ve ylizey alanini artiran Onemli bir siiregtir
(Hernédndez vd. 2015) Dolayisiyla, fermantasyondan o6nce mikroalgal biyokiitledeki
fermente edilebilir sekerlerin aciga ¢ikarilmasi i¢in uygun bir 6n islem yontemini segmek
elzemdir. On islem asamas: fiziksel, fizikokimyasal, kimyasal ve biyolojik olmak iizere

birgok farkli yontemi igermektedir (Priya vd. 2023)

2.12.1 Fiziksel ve fizikokimyasal 6n islem yontemleri

Fiziksel 6n islem yontemlerinde mikroalg hiicrelerin par¢alanmasi ve karbonhidratlarin
hidrolizi fiziksel ajanlarin kullanimu ile gergeklesmektedir. Bu fiziksel yontemler arasinda
mikrodalga, ultrasonikasyon, boncuk frezeleme, yiiksek basingli homojenizasyon gibi
bircok farkli 6n islem stratejisi mevcuttur. Biyoetanol iiretiminde fiziksel 6n islem
yontemi, kullanilan mikroalgin fizyolojik 6zellikleri g6z 6niinde bulundurularak tercih
edilmelidir. Bunun yani sira, uygulanan islemin siiresi ve siddeti de yontemin etkili

olmasinda olduk¢a énemlidir (Lakatos vd. 2019; Priya vd. 2023).
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Ultrasonikasyon: Ultrasonikasyon yénteminde farkli frekanslarda ses dalgalart
kullanilarak ortamda hizli olusan ve patlayan mikrokabarciklar olusturulmaktadir. Bu
mikrokabarciklarin olusturdugu hidrodinamik kesme kuvvetleri mikroalgerin hiicre
duvarinda kuvvet uygulayarak hiicre yapisinin bozulmasini saglamaktadir. Boylelikle
hiicre bilesenleri agiga ¢ikmaktadir. Bu yontemin en 6nemli avantaji olduke¢a hizli olmasi
ve mikroalglerin kimyasal yapisinda herhangi bir bozunmaya neden olmamasidir. Fakat
bliyiik ¢apli tiretimlerde kullanim zorlugu olmasi ve enerji tiikketiminin yiiksek olmasi bu

On iglem yonteminin kullanimini kisitlamaktadir (Kusmiyati vd. 2023).

Boncuk frezeleme: Bu yontem, mikroalgal biyokiitlenin 6n isleminde kullanilan en eski
yontemlerden olmakla birlikte, oldukca basit ve etkili bir yontemdir. Boncuk frezeleme
tekniginde celik, seramik, cam ve kuvars gibi materyallerden olusan boncuklar
mikroalgal biyokiitle ile birlikte yiiksek hizda calkalanmaktadir. Calkalama sonucunda
mikroalg hiicreleri ve boncuklar arasindaki fiziksel ¢arpigsma, mikroalg hiicrelerinin
bozunmasina neden olmaktadir. Boncuk frezeleme yoOntemini etkileyen en Onemli
unsurlar arasinda boncuklarin sahip oldugu 6zellikler ve kullanilan mikroalg tiirliniin
sahip oldugu fizyolojik ozelliklerdir. Fakat bu ydntem ekipmanin sogutulmasi
gerekmesinden dolay1, 6zellikle biiyiik ¢apli iiretimde yliksek enerji sarfiyatina neden

olmaktadir (Nagarajan vd. 2020; Agarwalla vd. 2023).

Yiiksek basin¢hh homojenizasyon: Bu yontemde mikroalg hiicrelerine yiiksek basing
uygulanarak parcalanma saglanmaktadir. Mikroalg hiicreleri yiiksek basingta bir
nozuldan yiiksek hizda gecerken ani basing diismesi ve ¢arpisma kuvvetinin de etkisiyle
mekanik bir par¢calanma meydana gelir. Boncuk frezeleme yontemine kiyasla, bu islemde
yiiksek miktarlarda 1s1 agiga ¢ikmadigindan kullanimi1 daha avantajhidir. Boylelikle,
biiyiik 6l¢ekli uygulamalar i¢cin de uygun bir yontemdir. Mikroalglerin nozulden geg¢is
hiz1 ve viskozitesi, uygulanan basing gibi faktorler yiiksek basingli homojenizasyon

yonteminin basarisini etkilemektedir (Nagarajan vd. 2020)

Mikrodalga: Uygulanmasi oldukga basit olan bu yontemde, mikrodalgada farkli
frekanslarda manyetik dalgalarin neden oldugu kinetik enerjiye bagli olarak artan sicaklik

mikroalg hiicrelerine homojen bir sekilde dagilarak mikroalg hiicre duvarinin
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pargalanmasina neden olmaktadir (Onumaegbu vd. 2018) Kisa siirede etkili sonuglar elde
edilen bu yontem bircok mikroalg tiirliniin hiicre duvart pargalanmasinda
kullanilabilmektedir. Fakat bu yontemi uygularken dikkat edilmesi gereken en 6nemli
unsur yiiksek 1s1 uygularken protein denatiirasyonuna neden olunmamasidir. Dolayisiyla,
bu asamanin optimize edilmesi olduk¢a 6nemlidir. Prosesin toplam enerji ihtiyact ve
maliyetinin yiiksek olmasi mikrodalga yonteminin en énemli dezavantajlarindandir (Ha

vd. 2020; Agarwalla vd. 2023).

2.1.2.2 Kimyasal 6n islem yontemleri

Kullanim1 oldukg¢a yaygin olan kimyasal 6n islem yontemleri organik solventlerin, asidik
ve alkali kimyasallarin kullanildigi, diisik maliyetli yontemlerdir (Sirohi vd. 2021).
Kimyasal 6n islem yontemleri lignoseliilozik ham maddelerde daha yiiksek sicaklik,
basing ve kimyasal konsantrasyonlar1 gerektirmekle birlikte, bir¢ok inhibitoriin de
olusumuna neden olmaktadir. Fakat mikroalglerin hiicre duvarinda lignin
bulunmamasindan dolayi, kimyasal o6n islem yontemleri daha hafif kosullarda
uygulanabilmektedir. Yapilan birgok ¢alisma mikroalgal biyokiitlenin asit veya alkali 6n
islemi sonunda biyoyakit tiretiminin efektif oldugunu gostermektedir (Chen vd. 2013).
Asagida mikroalglerden fermente edilebilir sekerlerin eldesi i¢in yaygin olarak kullanilan

kimyasal 6n islem yontemlerinden bahsedilmistir.

Asidik ve alkali kimyasallar: Asidik ve alkali kimyasallar ile 6n islem yontemi oldukga
yaygin kullanilan bir yontemdir ve mikroalg hiicrelerindeki nisasta ve seliilozun
parcalanmasinda etkilidirler. Bu amagla kullanilan en yaygin asitler siilfiirik asit (H2SO4)
ve hidroklorik asit (HCI), en yaygin alkali bilesikler ise sodyum hidroksittir (NaOH). Bu
asit ve bazlar genellikle 120-150°C gibi sicakliklarda kullanilirlar. Bu ydntemde
kullanilan asit veya bazin dozu, sicaklik, uygulanan siire ve pH gibi parametreler
mikroalgal karbonhidratlarin efektif hidrolizini etkileyen onemli faktorlerdir (Yoo vd.
2015; Sirohi vd. 2021)

Enzimatik hidrolize gerek kalmadan mikroalglerdeki nisasta ve seliilozu etkili bir sekilde

pargalamasina ragmen bu ydntemin bazi dezavantajlari da mevcuttur. Ornegin, asidik
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veya bazik bilesiklerin kullanimindan sonra fermantasyon ortaminin pH’sinin mayalarin
optimal pH araliina ayarlanmasi gerekmektedir. Dolayisiyla, fazladan kimyasal
kullanim1 siirecin toplam maliyetini de artirmaktadir. Bunun yani sira, asit ve bazlarin
fermentorlerde  korozif etkileri de mevcuttur. Asidik bilesiklerin  yiiksek
konsantrasyonlarda kullanilmasi furfural ve hidroksimetil furfural gibi fermentasyon

inhibitorlerinin olusumuna yol agmaktadir (Sirohi vd., 2021; Yoo vd., 2015).

Siiperkritik akigkanlar: Siperkritik akiskanlarin mikroalglerin hiicre duvarinin
par¢alanmasinda kullanimi ¢evre dostu bir yaklasimdir. Hem sivi hem de gazlarin
ozelliklerini tagiyan bu akiskanlardan en yaygin kullanilan1 CO2’dir. Akigkan 6zellikleri
ile sicaklik, basing, biyokiitle konsantrasyonu gibi parametrelerin etkilesimi sonucu
istenen iirlinlinler kolayca ayrilmaktadir. Fakat bu yontem olduk¢a maliyetlidir ve enerji
tilketimi yiiksektir. Dolayisiyla, biiyiik ¢apl {iretimlerde kullanim1 da dezavantajlidir
(D’Hondt vd. 2017).

Amonyak lif patlamasi1 (AFEX): AFEX yonteminde s1vi susuz amonyak, yiiksek basing
ve belirli sicaklik kosullarinda mikroalg hiicre duvarma niifuz eder ve biiylik porlarin
olusumuna yol agar (Phwan vd. 2018). Nem igerigi, basing, reaksiyon siiresi, kullanilan
amonyak konsantrasyonu gibi parametreler siirecin efektif olmasi agisindan 6nemlidir.
AFEX yonteminin en Onemli Ozelliklerinden biri amonyagin geri doniisiimiiniin
saglanabilmesidir. Bunun yani sira biyokiitlenin amonyak ile muamele edilmesi sonucu
furfural ve hidroksimetil furfural gibi inhibitorlerin olusumu gézlenmemektedir (Kim,
2018). Fakat AFEX yonteminin kullanimi genellikle lignoseliilozik ham maddelerde daha
yaygindir (Phwan vd. 2018).

2.12.3 Biyolojik 6n islem yontemleri

Bircok bakteri ve fungus mikroalglerle ayni ekolojik nisi paylasirlar. Bu
mikroorganizmalar ve mikroalgler arasindaki iligki simbiyotik ve parazitik gibi olumlu
veya olumsuz olabilmektedir. Simbiyotik iligski s6z konusu oldugunda mikroorganizmalar
ve algler arasinda bir besin aligverisi s6z konusudur. Bunun yani sira, bakteri ve funguslar

mikroalgler iizerinde gelisip, igerdikleri karbonhidratlar, lipidler ve proteinler gibi
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makromolekiilleri parcalayarak beslenme ihtiyaglarini karsiladigi durumlar da soz
konusudur. Hidrolitik mikroorganizmalar bazi enzimler salgilayarak mikroalglerdeki
seliloz ve hemiselillozu degrede edebilmektedir. Dolayisiyla, biyolojik 6n islem
yontemleri fungus ve bakterilerin kendisini veya iirettigi enzimleri kullanarak mikroalgal
biyokiitlenin pargalanmasini hedeflemektedir. Diger 6n islem yontemleri ile
karsilagtirildiginda, bu yontemlerin uygulanmasi herhangi bir toksik bilesigin olusumuna

neden olmadigi i¢in daha ¢evre dostu yaklasimlar1 kapsamaktadir (Bhushan vd. 2023).

Biyolojik 6n islemde tiim hiicre yontemi: Adindan da anlasildig: iizere, tiim hiicre
yontemi fungus ve bakterileri hiicrelerinin kullanildigi yontemleri icermektedir.
Hidrolitik 6zelliklere sahip bakteriler mikroalgal biyokiitlenin 6n islem siirecinde
funguslara kiyasen daha c¢ok tercih edilmektedirler. Bir¢ok farkli hidrolitik bakteri grubu
mikroalgal hiicre duvarinin par¢alanmasinda rol oynamaktadir. Bu gruplardan biri olan
algisidal bakteriler, salgiladiklar1 enzimler aracilifiyla mikroalg hiicre duvarini
parcalamaktadirlar. Diger bir grup ise laktik asit bakterilerinin yer alidg: silolama yapan
bakterilerdir. Silolama yonteminde laktik asit bakterileri biyokiitleye eklenir ve iirettikleri
asit sonucunda ortam pH’si1 dislirerek polisakkaritlerin  degredasyonunu
kolaylastirmaktadir. Seliilloz ve hemiseliillozun hidrolizinde etkin olan bu ydntemin

uygulanmasi uzun zaman aldigindan dezavantajlidir (Barati vd. 2021).

Funguslarin salgiladigi hidrolitik enzimler bakterilere gére ¢ok daha fazladir. Fakat
funguslar lignin degredasyonunda daha yaygin kullanilan mikroorganizmalar
olduklarindan lignoseliilozik ham maddelerde kullanimlar1 daha avantajlidir. Bunun yani
sira, funguslarin kullanimi daha maliyetlidir ve gelisim stireleri bakterilere kiyasen daha
uzundur. Bu nedenle mikroalgal biyokiitlenin 6n isleminde bakterilerin kullanimi daha

avantajlidir (Bhushan vd. 2023).

Tiim hiicre yonteminde kullanilan baz1 yaklagimlar ise bakteri ve fungal konsorsiyumlarin
kullaniminm1  desteklemektedir. Bu yontemde mikroalgal biyokiitlenin 6n isleminde
konsorsiyumda  bulunan ~ mikroorganizmalarin  sinerjistik  etkilesimlerinden
yararlanilmaktadir. Bu sayede salgilanan metabolitler aracilifiyla polisakkaritlerin

degredasyonu ger¢eklesmektedir. Mikrobiyal konsorsiyumlarin yiiksek hidroliz etkinligi
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ve substrat kullanim1 gibi Onemli avantajlar1 mevcuttur.  Fakat, bu ydntemi
uygulanmasinin bazi teknik zoruklari mevcuttur. Ornegin, biiyiik ¢apli uygulamalarda

mikroorganizmalarin sinjeristik etkilesimleri i¢in gerekli kosullarin saglanmasi ve

stirdiiriilmesi oldukga zordur (Zabed vd. 2019).

Biyolojik 6n islemde enzimlerin kullanimi: Bu ydntemde mikroorganizmalarin
kendilerinden ziyade iirettikleri hidrolitik enzimler kullanilmaktadir. Bu enzimler tek
veya bir¢ok enzimin bulundugu enzim kokteylleri seklinde mikroalgal biyokiitleye
uygulanabilmektedir. Yapilan caligmalarda enzim kokteyllerinin biyokiitlenin farkl
polisakkaritlerin degredasyonunda olduk¢a basarili oldugu bildirilmistir (Zabed vd.
2019). Fakat enzimlerin aktivitesi kisa siirede azalarak kaybolmaktadir. Bu yiizden tek
hiicre yontemi bakteri ve funguslarin canliligini1 korudugu ve hidrolitik aktiviteye siire¢

boyunca devam ettikleri i¢in daha avantajlidir (Lii vd. 2013).

2.13 Mikroalgal Biyoetanol Uretimi ile ilgili Yapilan Bazi Literatiir Calismalar

Acebu vd. (2022) yaptiklar1 ¢alismada, Chlorella vulgaris ESP-31 ve Chlorella
sorokiniana AK-1’in steril edilmis ve steril edilmemis domuz atik suyundan nutrient
giderimi ve karbonhidrat akiimiilasyon potansiyelini arastirmiglardir ve biyoetanol
tiretimi yapmuglardir. Calismadan elde ettikleri sonuglara gore C. sorokiniana AK-1 ve
C. vulgaris ESP-31'in hem sterilize edilmis hem de sterilize edilmemis domuz atik
suyunda gelisim gostedigini saptamislardir. Calismada C. sorokoniana AK1’e gore daha
yiiksek biyokiitle olusumu ve karbonhidrat konsantrasyonu gosteren Chlorella vulgaris
ESP-31’in biyokiitle ve karbonhidrat iiretiminde iyilestirmelerini, %25 domuz atik suyu
ve %25 BG-11 seyreltmesinde gozlemlemislerdir. Optimum inokulum miktari, 151k
yogunlugu, hasat siiresi gozlemlenerek optimum kosullarda 4.2 g/L etanol elde

etmislerdir.

Dhandayuthapani vd. (2022) tatli sudan izole ettikleri mikroalglerin ¢ig siit atik suyunda
gelisimini gdzlemlemislerdir. Izole edilen mikroalglerden ¢ig siit atik suyunda en yiiksek

gelisimi Chlorella sorokiniana’nin gosterdigini tespit etmislerdir. Optimum kosullarda
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%75 siit atik suyu iceren besiyeri ortaminda gelistirilen C. sorokiniana NITTS3’ten elde

edilen hidrolizatin fermantasyonu sonucu 13.67 g/L etanol elde etmislerdir.

Onay (2019)yaptigi  c¢alismada  Hindakia tetrachotoma  MEOQ03’tin  farkli
konsantrasyonlarda kentsel atik su igeren besiyerinde gelisim potansiyelini incelemistir
ve mikroalgal biyokiitleye farkli kimyasal 6n islem ve enzimatik hidroliz stratejileri
uygulamigtir. Caligmada elde edilen sonuglara gére HCI’nin mikroalgal biyokiitlenin 6n
isleminde en uygun yontem oldugu goriilmiis ve enzimatik hidrolizde ise en iyi sonu¢ B-
glukozidaz/seliilaz ve a-amilaz enzim kompleksi kullanildiginda elde edilmistir. Ayrica
Onay, yaptigi calismada %350 atik su igeren besiyeri ortaminda kiiltive edilmis H.
tertrachotoma’nin biyoetanol iiretimi i¢in uygun bir ham madde oldugunu belirtmistir.
Calismada, S. cerevisiae ile yapilan fermantasyon sonucunda 11.2+0.3 g/L etanol tiretimi

elde etmistir.

Constantino vd. (2021) yaptiklari ¢calismada 14 farkli mikroalg tiirlerinden elde ettikleri
biyokiitleyi hidrotermal siilfiirik asit ve amilolitik enzimler (sirasiyla amiloglukozidaz ve
a-amilaz) ile muamele etmislerdir. Bu 6n islem kombinasyonu sonucunda kullanilan
mikroalg tiirlerinin biiyiik bir gogunlugunda 100 g biyokiitleden en az 34.0+1.0 g indirgen
seker elde etmislerdir. Biyoetanol fiiretimi i¢in sectikleri Chlorella sorokiniana,
Tetraselmis sp., Skeletonema sp. mikroalglerini S. cerevisiae ile fermantasyona tabi
tutumuslardir. Fermantasyon deneyleri sonucunda en yiiksek biyoetanol verimini
0.464+0.013 g/L.h olmak iizere C. sorokiniana hidrolizati kullanildiginda elde

etmislerdir.

Bahlawan vd. (2022) tarafindan yapilan bir ¢alismada Chlorella sp. biyokiitlesinin
enzimatik hidrolizi i¢in a-amilaz ve glukoamilaz enzimlerini kullanmiglardir. En iyi
glukoz verimini pH 5°te ve 80°C’de bes saat boyunca 3% glukoamilaz ile muamele
ettiklerinde bulmuslardir. S. cerevisiae ile fermantasyon sonucunda en yiiksek biyotanol
konsantrasyonunu fermantasyonun 30. Saatinde, 0.5 g maya konsantrasyonunda 4.80 g/L
olarak elde etmislerdir. Yapilan calismada enzimatik hidrolizin mikroalg

biyokiitlesindeki polisakkaritlerin degredasyonunda etkili oldugunu 6ne siirmiislerdir.
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Yu vd. (2020) yaptiklar1 ¢alismada iki farkli mikroalg tiirtinden 1slak torrefaksiyon ve
seyreltik asit on iglemleri sonucu elde ettikleri hidrolizat1 biyoetanol {iiretiminde
kullanmuslardir. S. cerevisiae kullanilarak karanlikta, 220 saat boyunca 29°C’de
gergeklestirilen fermantasyon sonucu en yiksek verimi C. vulgaris ESP-31
hidrolizatindan elde etmislerdir. Calisma sonucunda en yiiksek indirgen seker
konsantrasyonu 98.11 g/L iken, en yiiksek etanol verimini %7.61 olarak saptamislardir.
Calismada elde edilen diisiik etanol verimine ortamda olusan fermantasyon

inhibitorlerinin neden oldugunu ac¢iklamislardir.

Chandra vd. (2020) tarafindan yapilan g¢alismada kiiltiir ortaminin azot, fosfor,
magnezyum, lizin igeriginin ve kiiltiir ortaminin baslangi¢ pH’sinin Scenedesmus
acuminatus’un karbonhidrat akiimiilasyonu tizerindeki etkilerini aragtirmiglardir. Kiiltiir
ortamimin pH’sinin 9 oldugu ve 0.5 g/L lizin takviyesinin yapildigi kiiltivasyon
kosullarinda karbonhidrat tiretkenliginin 3 kat, biyoetanol iiretiminin ise 43 kat arttigin1
gozlemlemislerdir. Yapilan c¢alisma, lizin igeren atiklarin diisiik maliyetli biyoetanol

tiretiminde mikroalgler i¢in besin kaynagi olarak kullanim potansiyelini vurgulamistir.

Shenbagamuthuraman ve Kasianantham (2023) tarafindan yapilan ¢alismada C. vulgaris
biyokiitlesine mikrodalga radyasyonu ve asit ile hidroliz yontemleri uygulanmistir.
Hidrolizatin %3 asit ve 5 dk radyasyon ile muamele edilmesi sonucunda 6.733 g/L
indirgen seker elde etmislerdir. Fermantasyon siiresi, inokulum konsantrasyonu ve
sicaklik parametrelerinin optimizasyonu sonucu 3.299 g/L. biyoetanol iiretmislerdir.

Siirecin optimizasyonu i¢in RSM ve ANN metodlarindan faydalanmislardir.

Beigbeder ve Lavoie (2022) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, 25 farkli mikroalg
tiiriinlin ¢esitli CO> konsantrasyonlarina karsi dayanikliklarini degerlendirmisler ve bu
kosullara en dayanikli tiir olarak Parachlorella kessleri tiiriinii belirlemislerdir. Daha
sonra, farkli 151k ve karanlik dongiileri ile CO2 konsantrasyonlarinin etkisini arastirmak
amaciyla P. kessleri’yi farkli kiiltivasyon kosullarinda gelistirmislerdir. En yiiksek
bliylime hiz1 ve biyokiitle iiretkenligini %2.5 domuz giibresi, %5 CO2 ve 20 saat 151k 4
saat karanlik kosullarinda gosteren P. kessleri hidrolizatindan S. cerevisiae kullanilarak

yapilan fermantasyon deneyleri sonucu 3.5 g/L biyoetanol elde etmiglerdir.
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Jafari Olia vd. (2022) yaptiklar1 ¢alismada Chlorella S4 biyokiitlesine farkli kosullarda
asit termal On islem uygulamiglardir. En iyi glukoz konsantrasyonunu biyokiitleyi
121°C’de 20 dk boyunca %3 siilfiirik asit ile muamele ettiklerinde elde etmislerdir.
Chlorella S4 hidrolizatinin termotolerant S. cerevisiae ile fermantasyonu sonucunda 8.31

g/L biyoetanol elde etmislerdir.

Bibi vd. (2021) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada Closteriopsis acicularis tiiriiniin
farkli  fosfat  konsantrasyonlarinda ve pH  araliklarinda  kiiltivasyonunu
gerceklestirmislerdir. Caligmanin bulgularina gore C. acicularis en yiiksek gelisimi 0.115
g/l fosfat konsantrasyonunda ve pH 9’da gerceklestirmistir. Ayn1 zamanda bu
parametrelerin  optimizasyonu sonucunda karbonhidrat akiimiilasyonunda artis
gozlemlemislerdir. RSM metodu ile optimize edilen parametreler uygulanarak mikroalg

hidrolizatinin fermantasyonu sonucu 14.9 g/L biyoetanol elde etmislerdir.

Ngamsirisomsakul vd. (2019) yaptiklar1 bir ¢alismada Chlorella tiirlerinin biyoetanol
iretiminde ham madde olarak kullanim potansiyelini arastirmiglardir. Calismada,
mikroalgal biyokiitlenin asit-hidrotermal yontemiyle on islem kosullar1 cevap ylizey
analizi ile belirlemislerdir. Calismada elde ettikleri bulgulara gore, 117°C’de %1.5
siilfiirik asit i¢inde 20 dakika bekletilmis %20 biyokiitle kullanimi, 6n isleme tabi
tutulmamais biyokiitleye kiyasen 3.5 kat daha yiiksek etanol iiretimi ile sonu¢lanmistir. Bu
kosullarda 6n isleme tabi tutulmus ham maddenin kullanimi sonucu etanol {iretimini 5.62

g/L bulmuglardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Kullanilan mikroorganizmalar

3.1.1.1 Mikroalg ve kiiltivasyon kosullari

Tez ¢alismasinda kullanilan C. vulgaris mikroalgal biyokiitlesi Ankara Universitesi
Biyoloji Bolimii Biyoteknoloji Arastirma Laboratuvar: kiiltiir koleksiyonundan
alinmigtir. C. vulgaris kiiltivasyonu i¢in 0.5 g/L havug sekeri iceren BG-11 besiyeri (1.5
g/L NaNOs, 75 mg/L MgSO4 -7H20, 40 mg/L K2HPO4, 36 mg/L CaCl, -2H20, 6 mg/L
ferrik amonyum sitrat, 6 mg/L sitrik asit - H2O, 1 mg/L Na2EDTA -2H>20, 2.86 mg/L
H3BOs3, 20 mg/L Na2COs, 1.81 mg/L MnCl -4H20, 0.39 mg/L Na2MoO4 -2H»0, 0.22
mg/L ZnSOs4 -7H20, 0.04 mg/L Co(NOz)2:6H20 ve 0.079 mg/L CuSOs; -5H20)
hazirlanarak otoklavda (121°C’de 15 dakika) steril edilmistir. 250 ml erlenlerde ¢alisma
hacmi 100 ml olacak sekilde BG-11 besiyerinden aktarilip dnceden Kkiiltiir edilmis
mikroalg stogundan %10 oraninda inokulum aktarilmistir. Mikroalgler 7 giin boyunca
2400 lux 151k altinda kiiltive edilmistir. Kiiltivasyon sonunda hasatlama yapma amaciyla
5000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij (Hettich/Rotofix 32A) edildikten sonra elde
edilen yas biyokiitle etiivde 70°C’de 24 saat boyunca kurutulmustur. Elde edilen kuru

biyokiitle fermentasyon deneylerinde kullanilana kadar dolapta saklanmuigtir.

3.1.1.2 Mayalar ve inkiibasyon kosullari

Fermantasyon asamasinda kullanilan Saccharomyces cerevisiae, Candida boidinii,
Kluyveromyces marxianus mayalar1 Ankara Universitesi Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji
Arastirma Laboratuvart kiiltiir koleksiyonundan alinmigtir. Mayalarin Potato Dekstroz
Agar (PDA/Merck) igeren kat1 ve yatik besiyerlerine ekimleri yapilarak fermantasyon
deneylerinde kullanilana kadar stok kiiltiirler halinde +4°C’de buzdolabinda

saklanmislardir. Fermantasyon deneylerinden once mayalarin Yeast (3g/L) Pepton (10
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g/L) Glukoz (20 g/L) besiyerine ekimleri yapilmistir ve 30°C’de 24 saat c¢alkalamali
inkiibatorde (Gerhardt THO 500/1) inkiibe edilmislerdir.

3.1.2 Kullamilan gida atiklari

Tez calismasinda mikroalgal gelisimi desteklemek amaciyla BG-11 besiyerine eklenen
havug sekerinin eldesi i¢in Belso A.S.’den havug posalar1 temin edilmistir. Etiivde 24 saat
boyunca 70°C’de kurutulan havug posalar1 ¢api 0.24 cm olacak sekilde endiistriyel
degirmenden (Miprolab) gecirilmistir. Havu¢ posalarindan 100 g/L olacak sekilde sivi
stok hazirlanmigtir. Hazirlanan stok %1 seyreltik H2SOg ile 6n isleme tabi tutulup 121°C
15dk otoklavda steril edilmistir. Otoklav sonrasinda elde edilen havug posasi hidrolizati
Whatman No:1 filtre kagidi ile siiziilerek kat1 kismi atilmis olup, sivi kismi BG-11

besiyerinde kullanilmak {izere +4°C’de saklanmuistir.

Fermantasyon deneylerinde mayalarin gelisimini desteklemek amaciyla kullanilan sogan
kabuklar: yerel pazarlardan temin edilmistir. Etiivde 24 saat boyunca 70°C’de kurutulan
sogan kabuklar1 endiistriyel degirmen kullanilarak ¢ap1 0.24 cm olacak sekilde toz haline
getirilmistir. Sogan kabuklarindan 100 g/L olacak sekilde stok hazirlanmistir. Hazirlanan
stok %1 H2SOsile 6n isleme tabi tutulup 121°C 15dk otoklavda steril edilmistir. Otoklav
sonrasinda elde edilen havug posas1 hidrolizati Whatman No:1 filtre kagidi ile siiziilerek
kat1 kism1 atilmistir ve s1vi kismi fermantasyon deneylerinde kullanilmak tizere +4°C’de

saklanmugtir.

3.2 Yontem

3.2.1 Mikroalg biyokiitlesinden fermente edilebilir sekerlerin eldesi

Fermantasyon deneylerinde mikroalgal biyokiitleden fermente edilebilir sekerlerin elde
edilmesi amaciyla seyreltik asit on islem yontemi kullanilmistir. Kuru mikroalgal
biyokiitle 15 ml olacak sekilde distile su ile tamamlanip homojenizatérde (IKA/T18
digital ULTRA TURRAX) 13000 rpm’de 1 dakika homojenize edildikten sonra fermente
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edilebilir sekerlerin agiga ¢ikarilmasi igin %1 H2SOg4 seyreltik asit ile otoklav varliginda
(121°C’de 15 dakika) muamele edilmistir. Elde edilen mikroalgal hidrolizat

fermantasyon deneylerinde kullanilana kadar +4°C’de saklanmustir.

Fermantasyon deneylerinde mayalar eklenmeden dnce mikroalg hidrolizat1 5000 rpm.’de
10 dk santrifiijlenmistir. Siipernatantin pH’s1 5’e getirilmistir ve otoklavlanarak steril
edilmistir. Steril edilen mikroalgal hidrolizat fermantasyon deneylerinde kullanilmistir.
Elde edilen hidrolizattaki baslangi¢ seker konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in ortama
maya eklemeden once 1 ml’lik Ornekler ependorf tiiplerine aktarilarak -18°C’de

muhafaza edilmistir.

3.2.2 Fermantasyon deneyleri

Fermantasyon deneyleri 30°C’de 24 saat boyunca ¢alkalamali inkiibatorde (Gerhardt
THO 500/1) gergeklestirilmistir ve fermantasyon boyunca besiyerlerinden 6, 12 ve 24
saat sonunda 1.5 m1’lik 6rnekler alinip mikrobiyal gelisim, indirgen seker konsantrasyonu
ve etanol konsantrasyonu takibi yapilmasi amaciyla ependorf tiiplerine aktarilmistir.
Aktarilan o6rnekler 5000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir (Hettich Rotina 35 R).
Santrifiij sonucu elde edilen supernatant kismi ayirilip etanol ve indirgen seker
konsantrasyonlarinin 6l¢iimiinde kullanilmistir. Kalan pellet ise mayalarin mikrobiyal

gelisiminin 6l¢iimiinde kullanilmastir.

3.2.2.1 En yiiksek biyoetanol iiretimi gerceklestiren mayanin belirlenmesi

C. boidinii, S. cerevisiae ve K. marxianus arasindan mikroalgal biyokiitledeki fermente
edilebilir sekerleri kullanarak en yiiksek etanol verimine ulagan mayay1 se¢mek amaciyla
fermantasyon deneyleri gerceklestirilmistir. YPG ortaminda gelistirilmis olan mayalar 50
o/L mikroalg baslangi¢ biyokiitle konsantrasyonu igeren fermantasyon ortamina 10%

inokulum oraninda eklenerek fermantasyon deneyleri baslatilmistir.
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3.2.2.2 C. vulgaris baslangi¢ biyokiitle konsantrasyonunun belirlenmesi

C. wvulgaris baslangi¢c biyokiitle konsantrasyonunun fermantasyona olan etkisinin
belirlenmesi amaciyla 6n isleme tabi tutulmus, 50 g/L, 100 g/L ve 200 g/L C. vulgaris
baslangi¢ biyokiitle konsantrasyonu igeren hidrolizatlar K. marxianus ile fermantasyona

tabi tutulmustur.

3.2.2.3 SKA’nin fermantasyon siirecindeki etkisi

SKA’nin fermantasyon siirecini iyilestirme potansiyelinin belirlenmesi amaciyla %1, %2,
%3, %4 ve %S5 oranlarinda sogan kabugu stogu 50 g/ baslangic biyokiitle
konsantrasyonu iceren mikroalgal hidrolizata eklenmistir. Ortamin pH’st 5’e

ayarlandiktan sonra fermantasyon deneyleri baslatilmigtir.

3.2.2.4 Farklh fermantasyon ortamlarinin biyoetanol iiretimi acisindan
karsilastiriimasi

Maya gelisiminin ve biyoetanol {iretiminin artirilarak fermantasyon ortaminin optimize
edilmesi amaciyla farkli fermantasyon takviyelerinin maya gelisimi ve biyoetanol iiretimi
tizerindeki etkileri aragtirllmigtir. Bu amagla %3 SKA igeren Besiyeri 1 ve farkli azot
kaynaklari ile mineral tuzlar (5 g/L pepton, 3 g/L maya ekstrakti, 0.5 g/LL MgSQOas, 1 g/L
KH2POg4, 0.1 g/L CaCl, ve 0.05 g/L ZnS0Os) igeren Besiyeri 2 ortamlari karsilastirilmistir.
Her iki besiyeri de 200 g/L C. Vulgaris baslangi¢c biyokiitle konsantrasyonu igeren
hidrolizata fermantasyon takviyesi eklenerek hazirlanmistir. Her iki fermantasyon

ortaminin pH’s1 5’e ayarlandiktan sonra 121°C 15 dk otoklavda steril edilmistir.

3.2.3 Analitik yontemler

3.2.3.1 Etanol konsantrasyonlarimin oél¢iilmesi

Fermantasyon deneylerinde 6, 12 ve 24 saat sonunda alinan oOrneklerden etanol

konsantrasyonu gaz kromatografisi (GC2010/Shimadzu) kullanilarak olgiilmiistiir. Gaz
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kromatografisi cihazinda alev iyonlastirici dedektdr (FID), 60 metre uzunlugunda RTX-
Wax (RESTEK) kolonu kullanilmistir. Azot tastyici gaz olarak kullanilirken, hidrojen ve
kuru hava FID dedektériinde kullanilmastir.

Cihazdaki FID dedektoriiniin sicakligi 160°C, kolonun baslangi¢ sicakligi 19 dakika
icinde 50°C’den 150°C’ye yiikselecek sekilde ayarlanmistir. Kolon basinci 200 kPa’ya
getirilmistir ve kolon akis1 1.86 mlL/dakika, toplam akis ise 190.4 mlL/dakika olacak
sekilde ayarlanmigtir (Wistara vd., 2016). Etanol 6l¢timii baslatilirken 1 pL 6rnek 140 °C
sicakliktaki enjeksiyon bloguna enjekte edilmistir. Etanol 6l¢iimii sirasinda olusan pikler
gbzlenmis olup, etanol standardina gore gaz kromatografisi cihazinda bulunan yazilim
tarafindan hesaplanmigtir. Boylece, etanol konsantrasyonlart g/l cinsinden elde

edilmistir.

3.2.3.2 indirgen seker konsantrasyonlarinin él¢iilmesi

Steril hale gelen besiyerlerinin baslangic indirgen seker konsantrasyonlart ve
fermantasyon deneyinin baslatilmasindan itibaren 6, 12, 24 ve 48.’inci saatteki seker
konsantrasyonu 540 nm. dalga boyunda spektofotometrik olarak dinitrosalisilik asit
(DNS) yontemi ile saptanmistir (Miller vd. 1959).

3.2.3.3 Mikrobiyal gelisimin spektofotometrik tayini

Mikrobiyal gelisimi takip etmek i¢in besiyerlerinden 6, 12, 24 ve 48 saat sonunda 6rnekler
alimmistir. Mikrobiyal gelisim, spektofotometre kullanilarak 600 nm. dalga boyunda,

optik yogunluk (OD) takibi yapilarak belirlenmistir.

3.2.3.4 Kinetik parametrelerin hesaplanmasi

Fermantasyona etki eden kinetik parametrelerin hesaplanmasi asagidaki formiiller

kullanilarak yapilmustir.

43



Teorik Etanol Verimi asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmistir (Kim ve Lee 2007).

. . E (g/L)
Teorik etanol verimi ( % ) = x100
Co(g/L) x0.511

Co: baglangi¢ indirgen seker konsantrasyonu

E: etanol konsantrasyonu

Etanol Uretkenligi (Qp) asagidaki kullanilarak hesaplanmstir (Sanusi vd. 2020).

E (g/L)
t

Qp (g/L/h) =

E: etanol konsantrasyonu

t: maksimum etanol iiretiminin gergeklestigi spesifik zaman araligi

Etanol Verimi (Ypss) asagidaki denkleme gore hesaplanmistir (Giinan Yiicel ve Aksu
2015).

Maksimum etanol ( g/L)

Yo 5= .
Harcanan indirgen seker ( g/ L)
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 C. Vulgaris Biyokiitlesinden Biyoetanol Eldesi Icin En Uygun Mayanin
Belirlenmesi

Yapilan tez ¢alismasinda, S. cerevisiae, K. marxianus ve C. boidinii mayalarmin C.
vulgaris Dbiyokiitlesinden elde edilen hidrolizattaki fermente edilebilir sekerleri
kullanabilme ve biyoetanol iiretme potansiyelleri incelenmistir. 50 g/ mikroalg
biyokiitlesinin %1 seyreltik H>SOs ile muamele edildikten sonra 121°C 15 dk
otoklavlanmasi sonucu elde edilen hidrolizatin baslangi¢ indirgen seker konsantrasyonu

9.51 £0.11 g/L olarak belirlenmistir.

Sekil 4.1 24 saatlik fermantasyon deneyi sonucunda her ii¢ mayada elde edilen biyoetanol
konsantrasyonlarin1 ~ gdstermektedir. Her {ic mayada en yiilksek biyoetanol
konsantrasyonu fermantasyonun 12. saatinde elde edilmistir. En yiiksek biyoetanol
tiretimi 4.29 + 0.25 g/L konsantrasyonunda K. marxianus ile elde edilmistir. K.
marxianus’u takiben, S. cerevisiae ve C. boidinii de sirasiyla 4.02 + 0.32 g/L ve 3.58 +

0.20 g/L biyoetanol tiretmislerdir.
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Sekil 4.1 S. cerevisiae, K. marxianus ve C. boidinii’nin biyoetanol konsantrasyonlari
(On islem kosullar1: %1 H2SO4, 121°C, 15 dakika, pH: 5; fermantasyon siiresi:
12 saat, biyokiitle konsantrasyonu: 50 g/L C. vulgaris)

Elde edilen sonuglara gore, C. vulgaris biyokiitlesinden biyoetanol iiretiminin optimize
edilmesi amaciyla sonraki fermantasyon deneylerinde en yiiksek biyoetanol {iretimi

gergeklestiren maya olan K. marxianus kullanilmastir.

4.2 Baslangic Biyokiitle Konsantrasyonunun Mikroalgal Biyoetanol Uretimine
Etkisi

Mikroalgal biyoetanol iiretiminde baslangi¢c biyokiitle konsantrasyonunun biyoetanol
tiretimine olan etkisinin belirlenmesi amaciyla 50 g/L, 100 g/L, 200 g/L C. vulgaris
baslangic biyokiitle konsantrasyonu %1 seyreltik H2SO4 ile muamele edildikten sonra
121°C 15 dk otoklavlanmistir. On islem sonucunda elde edilen baslangic seker ve
biyoetanol konsantrasyonlart Sekil 4.2°de gdsterilmistir. Mikroalgal biyokiitlenin
hidrolizi sonucunda en yiiksek baslangi¢ indirgen seker konsantrasyonu 15.43 +0.13 g/L
olarak 200 g/L baslangi¢ biyokiitle konsantrasyonunda saptanmistir. 100 g/L ve 50 g/L
baslangi¢ biyokiitle konsantrasyonlarindan sirasiyla 12.64 + 0.28 g/L ve 9.51 +£ 0.11 g/L
indirgen seker elde edilmistir. 50 g/L mikroalg hidrolizatinin fermantasyonu sonucu 4.29

+ 0.25 g/L, 100 g/L mikroalg hidrolizatinin fermantasyonu sonucu 4.95 + 0.21 g/L, 200
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g/L mikroalg hidrolizatinin fermantasyonu sonucu ise 5.83 + 0.13 g/L biyoetanol iiretimi

saptanmistir.
r ™
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Sekil 4.2 50 g/L, 100 g/L ve 200 g/L baslangi¢ biyokiitle konsantrasyonlarinda baslangi¢
indirgen seker ve biyoetanol konsantrasyonlar1 (On islem kosullari: %1 H2SOs,
121°C, 15 dakika, pH: 5; fermantasyon siiresi: 12 saat)

4.3 SKA’min Maya Gelisimi ve Biyoetanol Uretimine Etkisi

Tez caligmasinda yaygin olarak bulunan bir gida atig1 olan SKA’nin maya gelisimi ve
biyoetanol liretimini iyilestirme potansiyeli incelenmistir. 50 g/ C. Vulgaris biyokiitlesi
iceren hidrolizata %1, %2, %3, %4 ve %5 konsantrasyonlarinda SKA eklenmistir.
SKA’nin fermantasyon siirecine olan etkisinin daha iyi gozlemlenebilmesi adina SKA
icermeyen negatif kontrol ortami da fermantasyona tabi tutulmustur. Sekil 4.3’de farkl
SKA konsantrasyonlarinin fermantasyonun 24. Saatinde K. Marxianus’un mikrobiyal
gelisimi lizerindeki etkisi gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gére en yiiksek mikrobiyal

gelisim %3 SKA kullanildiginda elde edilmistir.

Sekil 4.4 farkli konsantrasyonlarda SKA’nin biyoetanol iiretimine etkisini

gostermektedir. SKA kullanildiginda en yiiksek biyoetanol {iretiminin yapildigi
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fermantasyon periyodunun kontrol deneyinden farkli olarak 6. Saatte elde ediligi
goriilmektedir. En yiiksek biyoetanol {tretimi 5.05+0.10 g/L olarak %3 SKA
kullanildiginda elde edilmistir. %1, %2, %4 ve %S5 sogan kabugu hidrolizati
kullanildiginda ise sirasiyla 4.71+0.32 g/L, 4.86+0.36 g/L, 4.87+0.32 g/L, 4.33+0.16 g/L
biyoetanol iiretimi saptanmistir. Sogan kabugunun kullanilmadigi kontrol ortaminda ise

fermantasyonun 12. Saatinde 4.29+0.25 g/L biyoetanol elde edilmistir.
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Sekil 4.3 Farkli SKA konsantrasyonlarmin K. Marxianus’un mikrobiyal geligimi
tizerindeki etkisi (On islem kosullari: %1 H2SO4, 121°C, 15 dakika, pH: 5;
fermantasyon siiresi: 24 saat)
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Sekil 4.4 Farkli SKA konsantrasyonlarinda fermantasyonun 6. Ve 12. Saatinde biyoetanol
konsantrasyonlariin karsilastirilmas1 (On islem kosullari: %1 H2SOa, 121°C,
15 dakika, pH: 5; biyokiitle konsantrasyonu: 50 g/L C. Vulgaris)

4.4 Farkh Fermantasyon Ortamlarimin Maya Gelisimi ve Biyoetanol Uretimi
Acisindan Karsilastirilmasi

Tez ¢alismasinda, farkli fermantasyon ortamlarinin maya gelisimi ve biyoetanol tiretimi
acisindan degerlendirilmesi amaciyla hazirlanan Besiyeri 1 (%3 SKA) ve Besiyeri 2 (5
g/L pepton, 3 g/L maya ekstrakti, 0.5 g/l MgSOs, 1 g/L KH2PO4, 0.1 g/L CaCl; ve 0.05
g/L ZnSO04) karsilastirilmistir. Her iki besiyerinin etkisinin daha iyi gézlemlenebilmesi
amaciyla fermantasyon takviyesi i¢cermeyen kontrol ortami da fermantasyona dahil
edilmistir. Sekil 4.5 Besiyeri 1 ve Besiyeri 2 ortamlarinin K. marxianus’un biyoetanol
iiretimine olan etkisini gostermektedir. Sekilde de goriildiigii iizere %3 SKA igeren
Besiyeri 1’de fermantasyonun 12. Saatinde 6.98+0.12 g/L biyoetanol elde edilmistir.
Takviye eklenmeyen besiyeri kullanildiginda 5.83+0.13 g/L biyoetanol {iretimi
gozlenirken, Besiyeri 2’nin kullanimi sonucunda 6.16+0.09 g/L biyoetanol elde

edilmistir.
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Sekil 4.5 K. marxianus'un farkli fermantasyon takviyeleri iceren besiyerleri varliginda
biyoetanol iiretiminin karsilastirilmasi On islem kosullari: %1 H,SOs, 121°C,
15 dakika, pH: 5; biyokiitle konsantrasyonu: 200 g/L C. vulgaris)
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1 C. vulgaris Biyokiitlesinden Biyoetanol Eldesi icin En Uygun Mayanin
Belirlenmesi

Mikroalg biyokiitlesindeki karbonhidrat igerigi ve konsantrasyonu degismekle birlikte,
baslica bulunan monosakkaritler glukoz, ksiloz, fukoz, arabinoz ve mannozdur (de
Carvalho Silvello vd. 2022). Mikroalg biyokiitlesindeki karbonhidrat igerigi ve
konsantrasyonunun degisken olmasi, biyoetanol iiretiminde genis aralikta sekerleri
metabolize edebilen mayalarin kullanimini gerektirmektedir. S. cerevisiae yiiksek etanol
iiretim kapasitesine sahip olmasina ragmen cesitli sekerleri metabolize etme yetenegi
olduk¢a diisiiktiir. Ksiloz, arabinoz, laktoz gibi sekerleri metabolize edememesi

biyoetanol tiretimindeki kullanimini kisitlamaktadir (Pal ve Vij 2022).

Lignoseliilozik ham maddelerden biyoetanol iiretiminde yerel mayalarin kullanimi ile
ilgili bircok caligma mevcuttur. Fakat, mikroalgal biyoetanol iiretiminde kullanilan
mayalarin ¢esitliligi olduk¢a sinirlidir. Tez galismasinda yerel mayalarin mikroalgal
biyoetanol iiretiminde kullanim potansiyelleri incelenmistir. S. cerevisiae yani sira,
pentoz ve heksoz sekerleri metabolize edebilen K. marxianus ve C. boidinii gibi yerel

mayalarin C. vulgaris biyokiitlesinden biyoetanol iiretiminde kullanimi tercih edilmistir.

5.2 Baslangi¢ Biyokiitle Konsantrasyonunun Mikroalgal Biyoetanol Uretimine
Etkisi

Baslangi¢ biyokiitle konsantrasyonu biyoetanol {iiretiminde olduk¢a Onemli bir
parametredir. Yiiksek baslangi¢c biyokiitle konsantrasyonunun kullanimi yiiksek
baslangi¢ seker konsantrasyonlarinin agiga ¢ikmasini, nihai etanol konsantrasyonunun
artirtlmasini ve su tiiketimini distiriilmesini amaglayan bir stratejidir (Modenbach ve
Nokes 2013). Mikroalgal biyoetanol iiretiminde yiiksek baslangic seker
konsantrasyonlarinin kullanildig1 literatlir ¢aligmalar1 smirlidir. Biyoetanol iiretim
siirecinin optimizasyonu ve daha yiiksek verimde biyoetanol eldesi i¢in bu parametrenin

arastirilmasi onem arz etmektedir.
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Tez ¢alismasinda, baslangig biyokiitle konsantrasyonun mikroalgal biyoetanol
tiretimindeki etkilerinin arastirilmas1 amaglanmistir. 50 g/L, 100 g/L ve 200 g/L
C.vulgaris baslangi¢ biyokiitle konsantrasyonlar1 arasinda en yiiksek baslangi¢ seker
konsantrasyonu ve biyoetanol iiretimi 200 g/L kullanildiginda elde edilmistir. Benzer
olarak, Condor vd. tarafindan yapilan bir ¢alismada en yliksek biyoetanol konsantrasyonu
200 g/L C. Vulgaris FSP-E baslangi¢ biyokiitle konsantrasyonu kullanildiginda elde
edilmistir (Condor vd. 2022). Bir diger ¢alismada ise, benzer olarak, 200 g/L biyokiitle
konsantrasyonu  kullanildiginda  yiiksek  baslangic  seker  konsantrasyonlarina

ulagmislardir (Ngamsirisomsakul vd. 2019).

Yiiksek biyokiitle konsantrasyonlar1 yiiksek indirgen seker ve biyoetanol lretimini
hedeflense de bazi kisitlama ve zorluklar1 da beraberinde getirmektedir. 200 g/L.’den fazla
baslangig biyokiitle konsantrasyonlarinda karistirma sorunlari ortaya ¢gikmaktadir ve buna
bagli olarak bir 61i bolge olusumu goriilmektedir (Kadhum vd. 2017). Bu zorluklar géz
onlinde bulundurularak, tez c¢aligmasinda 200 g/L’yi asan baglangi¢ biyokiitle

konsantrasyonlari denenmemistir.

5.3 SKA’min Maya Gelisimi ve Biyoetanol Uretimine Etkisi

Fermantasyon ortamina besin takviyelerinin eklenmesi biyoetanol iiretiminde verimi ve
uretkenligi artirmaya yonelik onemli bir stratejidir. Bu baglamda, tarim ve gida
endiistrilerinden agiga ¢ikan atiklar veya yan iiriinler fermantasyon ortaminda diistik
maliyetli besin kaynaklar1 olarak kullanilabilmektedir (Kelbert vd. 2015). Sogan,
diinyada en cok iiretilen tartm 52ahsullerinden biridir. Fakat artan niifusa bagl olarak
iiretim taleplerinin karsilanmaya calisilmasi sonucunda 6nemli miktarda sogan israfi
olugsmakta ve bu durum da CO, emisyonlarina neden olmaktadir (Hsueh vd. 2023). Bu
kapsamda, tez ¢aligmasinda SKA fermantasyon takviyesi olarak degerlendirilmistir.
Maya gelisimi ve biyoetanol iiretimine olan etkisinin arastirilmasi amaciyla farkl

oranlarda SKA (%1-%5) fermantasyon ortaminda kullanilmstir.

SKA Ca?*, Mg?*, Zn?*, SZ, K*, ve P* gibi elementlerle ve kuersetin, flavonoller ve vanilik
asit gibi biyoaktif bilesikler agisindan zengindir (Shabir vd. 2022; Tawfik vd. 2022).
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Birgok c¢alisma sogan kabugunun fenolik bilesikler bakimindan zengin oldugunu
gdstermistir. Ozellikle flavonoid bakimindan zengin beyaz soganlarin yaklasik olarak 366
mg/kg flavonoid i¢erdigi ve bu igerige kuersetinin de dahil oldugu tespit edilmistir (Bains
vd. 2023). Sogan kabuklarindaki kuersetin konsantrasyonunun 6l¢iildiigii bir ¢alismada,
sogan kabugu ekstraktlarinda 156 mg/g kuersetin oldugunu ve Kkuersetinin sogan
kabuklarindaki flavonoid miktarinin yaklasik olarak %80’ini olusturdugunu tespit

etmislerdir (M. Al-Ansari vd. 2023).

Fermantasyon siirecinin hizlanarak en yiiksek etanol iiretiminin fermantasyonun 6.
Saatinde elde edilmesi SKA’nin mikrobiyal gelisimi destekleyen kompozisyonu ile
aciklanabilmektedir. Yapilan bir ¢aligmada biyogaz iiretiminde sogan kabugu atiklarini
kullanmiglardir. Elde edilen sonuglara gore sogan kabugu atiklarindaki kuersetin
varhiginin fermantasyonu hizlandirdigini gézlemlemislerdir (Tawfik vd. 2022). Bir bagka
calismada ise kuersetinin S. Cerevisiae iizerindeki etkileri arastirtlmistir. Elde edilen
sonuglara gore kuersetinin redoks homeostazisini korumak, lipid peroksidasyonunu
onlemek ve serbest radikalleri temizlemek gibi ¢esitli mekanizmalar araciligiyla maya
hiicrelerinde oksidatif stres direncini artirabildigini gostermislerdir (Belinha vd. 2007).
Boylelikle, fermantasyon siirecindeki hizlanma ve elde edilen verimin, fermantasyon

ortaminda kuersetinin etkilerine bagl olarak olusabilecegi sonucuna varilmstir.

Yapilan tez calismasinda sogan kabugu miktarinin %3’ii asmasiyla biyoetanol iiretiminde
diisiis gézlemlenmistir. Bu diisiis, sogan kabugu konsantrasyonunun artmasiyla birlikte
artan kuersetin miktarinin mikrobiyal aktivite ve biyoetanol iiretimi iizerindeki inhibitor
etkisi iizerinden agiklanabilmektedir. Bu bulgularla uyumlu olarak Kumar vd. kuersetinin
mikrobiyal gelisimi enerji metabolizmasi, sitoplazmik membran fonksiyonlar1 ve niikleik
asit biyosentezine etki ederek engelledigini belirtmislerdir (Kumar vd. 2022). Boylelikle,
tez calismasinda sonraki agamalarda mikrobiyal bilyiimeyi ve biyoetanol {iretimini

artirmak, ve fermantasyon silirecini optimize etmek amaciyla %3 SKA kullanilmistir.
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5.4 Farkh Fermantasyon Ortamlarinin Biyoetanol Uretimi Acisindan
Karsilastirilmasi

Tez caligmasinda fermantasyon ortaminin iyilestirilmesi ve farkli besin kaynaklarinin
maya gelisimi ve biyoetanol {iretimi iizerindeki etkisinin arastirilmas1 amaciyla Besiyeri
1 ve Besiyeri 2 karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglara gére, SKA’nin biyoetanol
tiretiminde K. Marxianus’un gelisimini destekleyip biyoetanol tiretimini artirmada efektif

bir fermantasyon takviyesi oldugu goriilmiistiir.

Biyoetanol iiretiminde fermantasyon takviyelerinin kullanimina yonelik bir¢ok literatiir
calismas1 mevcuttur. Nitiema-Yefanova vd. S. Cerevisiae S1 kaju elma suyu kullanilarak
biyoetanol tretiminde fermente Parkia biglobosa tohumunu azot kaynagi olarak
kullanmislardir. Sogan kabugu ile benzer olarak Ca?', K', Mg*, Fe*" ve Zn?*
elementlerini igeren P. Biglobosa’nin kullanim1 sonucu biyoetanol iiretiminde %35 artis
gozlemlemislerdir (Nitiema-Yefanova vd. 2021). Bir diger ¢alismada peynir alt1 suyu ve
K20sS: gibi maliyeti diislik tarimsal endiistriyel yan iirlinlerin ve tuzlarin fermantasyon
takviyesi olarak kullanim potansiyelini arastirmislardir. Yapilan arastirma sonucunda bu
irlinlerin fermantasyon takviyesi olarak kullaniminin avantajli oldugunu agiklamislardir

(Kelbert vd. 2015).

Tez ¢alismasinda 50 g/L baslangi¢ biyokiitle konsantrasyonu kullanildiginda %3 sogan
kabugu takviyesinin fermantasyon siiresini 6. Saate diisiirdiigli gozlemlenirken, ayni
sonu¢ 200 g/L baslangic biyokiitle konsantrasyonu kullanildiginda elde edilmemistir.
Fermantasyon siiresinde bir degisiklik olmamasi 200 g/L C. Vulgaris baslangi¢ biyokiitle
konsantrasyonunda  yiiksek  seker konsantrasyonlarinin  mevcut  olmasindan

kaynaklanmaktadir.
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Cizelge 5.1 Fermantasyon deneylerinin kinetik parametre sonuglari

Fermantasyon | Baslangic Seker Biyoetanol Qp Yp/s | Teorik
ortami Konsantrasyonu | Konsantrasyonu | (g/L.h) (9/9) Eta_“ol
L IL erimi
(9/L) (9/L) (%)
50 g/L C.
Vulgaris 9.51+0.11 4.29+0.25 0.36 0.50 88
200 g/L C.
Vulgaris 15.43+0.13 5.83+0.13 0.49 0.45 74
Besiyeri 1
15.67+0.34 6.98+0.12 0.58 0.48 87
Besiyeri 2
15.14+0.28 6.16+0.09 0.51 0.45 80

Cizelge 5.1°de 50 g/L C. Vulgaris ile yapilan fermantasyon deneylerinden elde edilen
sonugclar ile karsilagtirildiginda, baslangi¢ biyokiitle konsantrasyonunun artirilmasinin ve
farkli fermantasyon takviyelerinin eklenmesinin biyoetanol {iretiminde ve Qp degerinde
artisa neden oldugu gosterilmektedir. Besiyeri 1, Besiyeri 2 ile karsilastirildiginda sogan
kabugunun etkisinin ¢ok daha fazla oldugu goriilmektedir. 200 g/L baglangi¢ biyokiitle
konsantrasyonu ve %3 sogan kabugu kullanildiginda biyoetanol iiretkenligi 0.36

g/L.h’den 0.58 g/Lh’ye artmstir.

5.5 Sonuc ve Oneriler

Tez caligmasinda K. marxianus, S. cerevisiae, C. boidinii gibi yerli mayalar kullanilarak
havug posasi igeren BG-11 ortaminda fotoheterotrofik kosullarda gelistirilen C. vulgaris
biyokiitlesinden biyoetanol iiretimi gergeklestirilmistir. Kullanilan mayalar arasinda K.
marxianus, mikroalgal biyokiitledeki indirgen sekerleri kullanarak en yiiksek biyoetanol
konsantrasyonuna ulagmistir. Fermantasyon kosullarinin iyilestirilerek daha yiiksek
biyoetanol konsantrasyonlarina ulasmak amaciyla baslangic biyokiitle konsantrasyonu,
SKA konsantrasyonu ve farkli takviyeler iceren fermantasyon ortamlarinin
karsilagtirilmasi gibi parametreler optimize edilmistir. Yapilan deneyler sonucunda, K.

marxianus kullanilarak C. vulgaris biyokiitlesinden biyoetanol iiretimi i¢in en optimal
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kosullarin 200 g/L baslangi¢ biyokiitle konsantrasyonunda ve %3 SKA takviyesinde
oldugu gozlemlenmistir. Bu kosullarda biyoetanol iiretiminde 1.6 kat artig gozlemlenmis
olup 6.98 + 0.12 g/L biyoetanol iiretilmistir. Elde edilen bu sonuglar K. marxianus’un
mikroalgal biyoetanol iiretiminde kullanim potansiyelinin yiiksek oldugunu ve sogan
kabugu gibi diisiik maliyetli gida atiklarinin fermantasyon ortaminda maya gelisimini
destekleyici ve biyoetanol tretimini artirict etkileri oldugunu vurgulamaktadir. Bu
baglamda, ileriki ¢alismalarda gida atiklarinin biyoetanol iiretim stirecindeki kullanim
potansiyellerinin degerlendirilmesi, fermantasyon siirecini iyilestirmede daha ¢evreci ve

diisiikk maliyetli yaklagimlarin kullanimint miimkiin kilabilir.
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