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OZET

BiYODIZEL URETIMI iCiN, Chlorella sp. BIYOKUTLE VE YAG
ICERIGININ NANOPARTIKUL (Nano-Fe®) KATILMIS OTOTROFIK,
HETEROTROFIK VE MIKSOTROFiK KOSULLAR ALTINDA
INCELENMESI

Talha Giray DALKIRAN
ORDU UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
YENILENEBILIiR ENERJi ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi, 55 SAYFA

(TEZ DANISMANI: Prof. Dr. Beyhan TAS)

Mikroalgler yiiksek yag icerigine sahip olduklari i¢in, biyoyakit iiretimi agisindan
onemli bir alternatiftir ve yenilenebilir biyokiitle enerji kaynagi olarak 6nemli bir
potansiyele sahiptir. Bu ¢alismada, dogadan izole edilen mikroskobik tek hiicreli yesil
alg Chlorella sp. tiiriiniin kiiltiir ortamina sifir degerlikli demir nanopatikiil (nano-Fe®)
eklentisinin ¢esitli cevresel kosullarda yag asiti kompozisyonuna etkisinin incelenmesi
amaclanmistir. Cevresel parametreleri degistirerek canlida stres olusturup mikroalgin
yag igerigini artirilabilmek i¢in ¢alismada, kontrol (K) grubu harig, ototrofik (G1),
miksotrofik (G2) ve heterotrofik (G3) deney setlerinde nanoteknoloji iiriinlerinden
sifir degerlikli demir nanopartikiilii (nano-Fe®) kullanilmistir. Miksotrofik ve
heterotrofik kiiltiirlerde ise ilave karbon kaynagi olarak D-glikoz kullanilmistir. 120
saat siiren deney sonucunda farkl kiiltiir ortamlarindan hasat edilen mikroalgin yag
asiti kompozisyonu GC-FID ile belirlenmistir. Chlorella sp. yag asiti bilesimi doymus
yag asitleri (SFA), tekli doymamis yag asitleri (MUFA) ve c¢oklu doymamis yag
asitleri (PUFA) dahil toplam 13 yag asitinden olusmustur. Farkli kiiltiir ortamlarinda
yetistirilen Chlorella sp. hiicrelerinden elde edilen lipitlerin transesterifikasyon sonucu
elde edilen yag asiti metil esterlerinden C16 ve C18 karbon numaralarinca zengindir.
Calismamizda % alan olarak C16 ce C18 yag asitleri degerleri sirasiyla 20.83 ila 25.37
ve 73.01 ila 78.1 araliginda kaydedilmistir. C16 en yiiksek G2’de, C18 en yliksek
G1’de Ol¢tulmustir. Heterotrofik kiiltiir SFA ile MUFA bakimindan, ototrofik kiiltiir
ise PUFA bakimindan zengindir. Bu calismanin nihayetinde, Turnasuyu’ndan elde
edilen Chlorella sp. tiiriine sifir degerlikli demir nanopartikiil ve D-glikoz eklentisinin
yiiksek kaliteli biyodizel eldesi agisindan pozitif bir etkisi oldugu goriilmiistiir. Daha
sonraki ¢aligmalarda farkli stres kosullarinda bu tiiriin yag icerigindeki degisim
incelenmelidir.

Anahtar Kelimeler: Biyodizel, Biyokiitle Enerjisi, Heterotrofik Biiylime,
Mikroalgler, Nanopartikiil, Yenilenebilir Enerji.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF Chlorella sp. BIOMASS AND LIPID CONTENTS
UNDER NANOPARTICLES (Nano-Fe%) ADDED AUTOTROPHIC,
HETEROTROPHIC AND MIXOTROPHIC CONDITIONS, FOR BIODIESEL
PRODUCTION

Talha Giray DALKIRAN

ORDU UNIVERSITY INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED
SCIENCES

RENEWABLE ENERGY

MASTER THESIS, 55 PAGES
(SUPERVISOR: Prof. Dr. Beyhan TAS)

As microalgae have high lipid contents, they have potential as an alternative and
renewable biomass energy source. In this study, we aim to investigate the fatty acid
composition of a microscopic single-celled green alga Chlorella sp. isolated from the
nature under the effects of the zero-valent iron nanoparticles (nano-Fe®) in different
environmental conditions. Excluding control group, the zero-valent iron nanoparticles
were used in autotrophic (G1), mixotrophic (G2) and heterotrophic (G3) groups to
manipulate environmental conditions and create stress for the microalgae. D-Glucose
was used in mixotrophic and heterotrophic cultures as an extra carbon source. At the
end of the experiment, which took 120 hours, the microalgal fatty acid composition
harvested from different cultural conditions was evaluated using GC-FID. Chlorella
sp.’s fatty acid composition was found to consist of 13 different fatty acids including
Saturated Fatty Acids (SFA), Monounsaturated Fatty Acids (MUFA) and
Polyunsaturated Fatty Acids (PUFA). C16 and C18 carbon numbers from lipids of
Chlorella sp. cells cultivated under different culture conditions were rich in fatty acid
methyl esters. In our study, C16 and C18 fatty acid % areas were found to be between
20.83-25.37 and 73.01-78.1 respectively. With C16 being highest in G2 and C18
highest in G1. The heterotrophic culture was rich in SFA and MUFA, while the
autotrophic culture was rich in PUFA. The results of this study show that the addition
of the zero valent iron nanoparticles and D-glucose in the medium of natural strain
Chlorella sp. from Turnasuyu Creek seem to have a positive effect in producing high
quality biodiesel. In future studies this species’ lipid composition should be
investigated under different stress conditions.

Keywords: Bidiesel, Biomass Energy, Heterotrophic Growth, Microalgae,
Nanoparticles, Renewable Energy.
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1. GIRIS

Konvansiyonel enerji kaynaklarindan diinya petrol rezervinin 2050, dogal gazin 2070,
komiiriin de 2150 yilinda tiikenecegi beklenmektedir (Ozemre, 2019). Bu durum,
dikkatlerin alternatif enerji kaynaklarinin iizerine odaklanmasina yol agmigtir. Tim
diinyada oldugu gibi iilkemizde fosil yakit tiikketimi her gecen giin artmaktadir. Petrol
fiyatlarindaki asir1 artiglar ve fosil yakitlarin yanmasiyla olusan kiiresel 1sinma
tehlikeleri de gilinlimiiziin en 6nemli sorunlar1 arasindadir. Doganin korunmasi ve
stirdiiriilebilirlik basta olmak {izere yeni enerji kaynaklarina yonelim, tilkemizin gerek
ekonomik gerekse ekolojik gelecegi ile birlikte enerji liretiminde disa bagimliliginin
azaltilmasi ve fiyatlarin diisiiriilmesi agisindan hayati 6nem tagimaktadir. Bu agidan
yenilenebilir enerji kaynaklar1 arasinda yer alan mikroalg biyokiitlesinden biyodizel

tiretimi yiiksek potansiyeli olan bir yontemdir.

Enerji ihtiyacinin biiylik bir bolimii yenilenemeyen enerji kaynaklari olan fosil
rezervlerden karsilanmaktadir ve bu rezervler hizla tiikenmektedir. Bu nedenle
gelismis ve gelismekte olan diinya iilkeleri yenilenebilir enerji kaynaklaria
yonelmisler, bu enerji kaynaklarinin ekonomiye kazandirilmasini, siirdiiriilebilir enerji
tiretiminin desteklenmesini ve c¢evrenin korunmasini amaglamislardir. “Biyokiitle
enerjisi” yenilenebilir enerji kaynaklarindan bir tanesidir. Kaynak olarak bitkisel ve
hayvansal kokenli tiim organik maddeler kullanilmaktadir. Biyodizel lretimi esas
olarak kanola, soya fasulyesi, aycicegi ve hurma iceren uzun zincirli yag asitleri (1.
nesil hammadde), hayvansal yag ve yag geri kazanimi (2. nesil hammadde) gibi
yaglara dayanmaktadir. Biyokiitle enerji kaynaklari igerisinde mikroalgler de (3. nesil
hammadde) yer almaktadir. Yapilan ¢alismalar mikroalglerden elde edilen
biyoyakitlarin hem konvansiyonel enerji kaynaklarina goére bir¢ok avantajlar
oldugunu gostermektedir hem de ¢evre dostu siirdiiriilebilir enerji kaynaklaridir.
Mikroalglerin yiiksek fotosentetik etkinlikleri, yiiksek biyokiitle liretimleri ve hizli
cogalmalar1 gibi avantajlariyla biyoyakit iiretimi i¢in umut verici oldugunu
gostermektedir. Mikroalglerin fotosentez hizi biyoyakit tiretiminde kullanilan diger
karasal bitkilere gore yaklasik 50 kat daha fazladir (Suali ve Sarbatly, 2012). Biyoyakit
verimleri de (>12000 L/ha) karasal bitkilere gére oldukea yiiksektir (Bahadar ve Bilal
Khan, 2013). Trigliserit liretiminde ise karasal bitkilere gore 45-220 kat daha fazla



verim elde edilmektedir (Huber ve ark., 2006). Ekin bazli biyoyakitlarn iiretimi i¢in
cok fazla arazi alanina ihtiya¢ duyulurken, mikroalg yetistiriciligi i¢in verimli tarimsal
topraklara ihtiya¢ yoktur. Uretimi mevsimsel degildir, her mevsim iiretilip giinliik
olarak hasat edilebilir. Bazi mikroalg cinsleri, lipit iretimini 6nemli Olgiide
artirabilmektedir. Hatta mikroalg suslari, ¢evreye olumsuz etkileri olmadan istenen
yag asitlerini tiretmek icin genetik olarak yapilandirilabilir. Mikroalgler bu durumda
biyokiitle enerjisi olarak en mantikli alternatif ¢6zim 3. nesil enerji kaynagi olarak
dikkate alinmalidir. Ciinkii artan gida ihtiyaci nedeniyle 1. nesil hammadde kaynagi

biyodizel iiretimi i¢in stirdiiriilebilir degildir.

Mikroalglerden elde edilen biyoyakitlar diger tiim uygulamalarla karsilagtirildiginda,
yiiksek ham petrol fiyatlar1 da g6z oniine alindiginda, mikroalg biyoteknolojisinde
cazip bir segenektir. Biyodizel, makine ve gevre i¢in bir¢ok avantaji nedeniyle petrol
bazli dizel yakit igin uygun bir alternatiftir (Perez-Garcia ve ark., 2011).
Mikroalglerden biyokimyasal yontemlerle elektrik, etanol, hidrojen, metan ve
biyodizel iiretilebildigi gibi termokimyasal yontemler kullanilarak da sentez gazi,
biyolojik komiir, biyodizel ve elektrik iiretilebilmektedir (Elcik ve Cakmakci, 2017).
Yakin zamanda mikroalglerden elde edilen biyoyakitlar, her agidan genis dlgiide
gbzden gecirilmistir (Chisti, 2007, 2008; Li ve ark., 2008a, b; Hossain ve ark., 2008;
Song ve ark., 2008; Khan ve ark., 2009; Huang ve ark., 2010; Mata ve ark., 2010;
Sivakumar ve ark., 2010; Perez-Garcia ve ark., 2011; Ozcimen ve ark., 2017).

Cevresel stres faktorleri altinda lipit, karotenoid ve alg biyokiitle iiretimi arttirilabilir
(Mata ve ark., 2010; Mulders ve ark., 2014; Gonzalez ve ark., 2015). Sifir degerlikli
demir nanopartikiilleri (nano-Fe®) son yillarda atik sulardan kirleticileri uzaklastirmak
icin kullanilan zararsiz ve pahali olmayan bir nanoteknoloji tirtiniidiir. Demirin ucuz,
toksik olmamasi ve cevreye uygun olmasi gibi &zellikleri nedeniyle nano-Fe°
partikiillerinin kullanimi cazip bir aritim alternatifidir. Nanopartikiillerin reaktivitesi,
yiizey alaninin artmasi ile artar. Son yillarda suda bulunan klorlu bilesikler, pestisitler,
agir metaller, nitrat ve patlayicilar igeren gesitli yeralti suyu kirleticilerini gidermek
icin mikropartikiiler (mikro-Fe®) ve nano-Fe® partikiilleri kullanilmaktadir. Kiigiik
partikiil boyutu ve yiiksek reaktivitesi nedeniyle kirlenmis topraklarin, sedimentlerin

ve biyokatilarin 1slahinda da kullanilmaktadir (Tiirk ve Hanay, 2017).



Yenilenemeyen fosil yakit rezervlerinin tilkenmesi ve artan ¢evresel sorunlar, karbon
notr veya yenilenebilir olan siirdiiriilebilir enerji kaynaklar1 arayisini tesvik etmistir.
Bu baglamda, fotosentetik mikroalgler umut verici bir enerji kaynagi olarak
gorilmektedir. Mikroalgler, yiiksek 6zgiil biliylime oranlarina sahiptir ve bazi tiirler
kolayca biyodizele doniistiiriilebilen yiiksek lipit igerigi sunarlar. Calismamizda dogal
ortamdan (Turnasuyu Cay1) izole edilen mikroskobik yesil alg Chlorella sp. tiiriniin
farkli deney ortamlarinda (ototrofik, miksotrofik ve heterotrofik) kiiltiirii yapilip yag
igeriginin incelenmesi hedeflenmistir. Chlorella sp. tiiriiniin kiiltiiriinde gevresel stres
faktorii olarak da nano-Fe® partikiilleri kullanilmistir. Bu tiiriin secilme sebebi, ¢ogu
tatlisu ortaminda bulanabilmesi ve ayn1 zamanda tedarik¢i laboratuvarlardan veya
sirketlerden stok kiiltiirlerinin kolayca temin edilebilir olmasidir. Bu tiir,
laboratuvarlarda ¢okga kullanilmis bir test organizmasidir. Ayni1 zamanda C. vulgaris

tiirii gida takviyesi olarak tiretimi yapilan, yiiksek protein igerigine sahip bir tlirdiir.

Calismamizin baslica amaglarini su sekilde siralayabiliriz: i) mikroalgin izolasyonu,
i) mikroalgden biyokiitle {iretimi, iii) biyokiitlenin arttirilmasinda kullanilan
yontemler ve iv) farkl kiiltiir ortamlarindaki mikroalgin yag asidi kompozisyonunun
incelenmesi. Dolayisiyla, bu tez ¢alismasinda, dogadan izole edilen mikroskobik yesil
alg Chlorella sp.’nin sifir degerlikli demir nanopartikiilii (nano-Fe0) igeren ototrofik,
miksotrofik ve heterotrofik kosullarda, aksenik yigin kiiltiri yapilip lipit igerigi
incelenmistir. Calisma sonucunda, biyodizel tiretimi i¢in Chlorella sp.’nin farkli
ortamlardaki yag asitleri kompozisyonu tespit edilmistir. Chlorella sp. dogal susunun

yenilenebilir biyokiitle enerji kaynagi olarak kullanilmasi umulmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

Algler ve alglerden elde edilen iirlinler sanayinin bir¢ok alaninda kullanilan biyolojik
orijinli dogal kaynaklardir. Algler atiksu aritimi, giibre, insan gidasi, tek hiicre proteini,
hayvan yemi, tip, eczacilik, kozmetik, ekotoksikoloji gibi ¢ok g¢esitli alanlarda
kullanilmaktadir. Son yillarda alg lipidlerinden elde edilen ve enerji sektdriinde
gelecek icin umut verici bir kaynak olarak goriilen algler 3. nesil enerji kaynaklar
icinde yer alir. Yenilenebilir ve toksik olmayan biyoyakit kaynagi olarak alglerin
mevcut potansiyelleri lizerinde ¢esitli arastirmalar yapilmaktadir. Mikroalgler yiiksek
biyokiitle lipit iiretimi ve g¢evre dostu olmalar1 nedeniyle alternatif bir kaynaktir.
Mikroalgler tizerine genis ¢apli arastirmalar yapilmis ve ¢ok cesitli siireclerde nasil
kullanilabilecegi ya da birgok pratik ve ekonomik énemli iiriiniin nasil liretilebilecegi
aragtirtlmistir (Al-lwayzy, 2014; Al-Shammari, 2017; Chen ve ark., 2018; Durmaz ve
Temli, 2018; Yasar, 2018; Yasar ve Altun 2018; Deshmukh ve ark., 2019; Le6n-Vaz
ve ark. 2019). 1970’lerdeki petrol Krizinde yenilenebilir enerji i¢in mikroalgin

kullanilmasina olan ilgi artmistir (Spolaore ve ark., 2006).

Mikroalgler, farkli organik maddelere uyum saglayabilir ve bu durum biyodizel
{iretiminin genel maliyetini azaltma firsat1 saglayabilir. Ozellikle organik substratlar,
hayvan ve belediye atiksulari, anaerobik sindirimden ¢ikan atiklar, gida isleme atiklari,
vb. gibi atik sularda geligebilirler. Bu yoniiyle mikroalglerden biyokiitle iiretimi

oldukca avantajhdir.

Mikroalgler yapilarindaki yag iiretirken, yag bitkilerine gore, giines 15181 ve CO2’1
daha etkili kullanan organizmalardir. Boliinme potansiyelleri ve biliylime hizlar1 da
oldukga yiiksektir. Hizl1 biiylime sirasinda mikroalgin biyokiitleyi ikiye katlama siiresi
3.5 saattir. Bu nedenlerle, mikroalgler, genis tarim1 yapilan yag bitkilerine oranla,
kiigiik alanlarda, daha biiyiik hizda ve daha diisiikk maliyetlerle tiretilebilme olanag:
vardir (Cilgin, 2015). Mikroalglerden yakit eldesi yeni bir fikir olmamakla birlikte,
son zamanlarda petrol fiyatlarmin artisi, kiiresel 1sinmanin nedenlerinden biri olan
yakitlardan ¢ikan gazlarin zarar verici 6zellikleri ve su sikintist konuya olan ilgiyi
giderek artirmistir. Yeni bir kaynak olarak diistiniilen mikroalgler, tek basina biyodizel

i¢in kullanilabilir potansiyele sahiptir (Chisti ve ark., 2007).



2.1. Yaglarin (Lipitlerin) Kimyasi

Yaglar (lipitler) canli organizmalarin en Onemli enerji kaynaklarindan birisidir.

Lipitler suda ¢oziinmeyen organik biyomolekiillerdir. Hiicre ve dokulardan ancak

kloroform, eter ve benzen gibi polar olmayan organik solventler kullanilarak elde

edilmektedirler. Lipitleri birkag¢ sinifa ayirarak incelemek miimkiindiir. Lipitlerin her

bir grubuna ayr bir 6zellik kazandiran ve onlarin yapilarinin esasini olusturan uzun

hidrokarbon zincirlerdir. Lipitlerin canli hayatinda birgok biyolojik fonksiyonu

bulunmaktadir.

e Hiicre membraninin yapisal komponenti olarak rol oynarlar.

e Biyolojik enerji i¢in depo ve transport maddesi olarak kullanilirlar.

e Peck ¢ok canli organizmanin disinda koruyucu bir kilif teskil ederler.

e Hiicre-ylizey komponenti olarak hiicrelerin birbirini tanimasinda, tiir 6zgiilliigiinde
ve doku immiinitesinde 6nemli roller oynamaktadirlar.

Hormonlar ve vitaminler gibi baz1 maddeler de lipitler sinifina konulmakla beraber

onemli biyolojik aktivitesi olan molekiillerdir. Lipitler biyolojik bakimdan ayri

molekiiller olmakla beraber, proteinlerle kovalent veya zayif baglar yaparak

lipoproteinleri, karbonhidratlara baglanarak glikolipitleri  olusturmaktadirlar

(Goziikara, 1989).

2.1.1 Lipitlerin Smiflandirilmasi
Lipitleri bir¢cok sekilde siniflandirmak miimkiindiir. Ana iskelet yapisi esas alinarak

yapilan siniflandirmada lipitler iki ana sinifa ayrilmistir (Goziikara, 1989):

» Kompleks lipitler: Bu smif lipitlerde esas madde yag asidi olmakla beraber, onunla
cesitli sekilde akil-gliseroller, fosfogliseridler, sfingolipitler ve mumlarin
birlesmesiyle kompleks lipitler meydana gelmistir. Bunlara, sabun yapilabilir
lipitler adi da verilmektedir. Ciinkii bunlar yag asitlerinin tuzlari haline

dondustiirtilerek sabun yapilmaktadir.

» Basit lipitler: Bu tip lipitler yag asidi igermedigi gibi bunlardan sabun da yapilmaz.

Bu grupta terpenler, steroller, steroidler ve prostaglandinler yer alir.

2.1.2 Yag Asitleri
Yag asitlerinin pek ¢ogu organizmada hiicresel yap1 elemani olarak kompleks lipitler

halinde bulunmakta, ancak ¢ok az bir kismi ise hiicre ve dokularda serbest yag asidi



halinde bulunmaktadir. Hayvan, bitki ve mikroorganizmalardan yaklagik 100’den
fazla yag asiti izole edilmistir. Biitiin yag asitleri bir ucunda metil grubu, uzun
hidrokarbon zinciri ve diger ucta ise karboksil grubu ihtiva etmektedir. Hidrokarbon
zinciri ya palmitik asitte oldugu gibi doymustur veya oleik asitte oldugu gibi bir veya
birden fazla ¢ift bag ihtiva etmektedir. Yag asitleri ya ihtiva ettikleri karbon zinciri
uzunlugu veya ihtiva ettikleri ¢ift bag sayisi ile birbirinden ayrilmaktadir. Doymus yag
asitlerinde karbon (C) atomlar1 arasinda tek bag bulunur ve genelde 4-18 C atomu
kapsarlar. Doymamis yag asitlerinde ise C atomlar1 arasinda ¢ift bag bulunur ve 16-20

C atomu kapsarlar (Goziikara, 1989).

Yag asitleri genellikle kisa sembollerle ifade edilmektedir. Bu sembollerde yag
asitlerinin ihtiva ettigi karbon sayist belirtilir ve ihtiva ettigi cift bagin sayis1 ve
konfigiirasyonu ifade edilir. Ornegin onalt karbona sahip palmitik asit, 16:0 seklinde
gosterilir. Onsekiz karbon atomuna ve ¢ift baga sahip oleik asit ise 18:1A° seklinde
ifade edilir. Semboldeki birinci rakam (18) yag asitinde bulunan karbon sayisini, ikinci
rakam (1) ¢ift baglarin sayisin1 ve A bu bagin 9 ila 10’uncu karbon arasinda
bulundugunu ve ¢ift baglarin geometrik pozisyonunu (cis-trans konfigiirasyonu) ifade
etmektedir. Cizelge 2.1°de bazi1 dogal olarak meydana gelen 6nemli doymus ve
doymamis yag asitlerinin adlar1 ve karbon atomu sayilar gosterilmektedir (Goziikara,

1989).

Yag asitleri zincir yapisina gére smiflandirildiginda; kisa zincirli, orta zincirli, uzun
zincirli ve ¢ok uzun zincirli yag asitleri olarak gruplandirilmaktadir. Kisa zincirli yag
asitleri, 2 C sayisindan 10 C sayina kadar olan yag asitlerini kapsar. Orta zincirli yag
asitleri 12 C-14 C, uzun zincirli yag asitleri 16 C-18 C, ¢ok uzun zincirli yag asitleri

ise >18 C yag asitlerinden olugmaktadir (Gurr ve ark., 2016).



Cizelge 2.1 Dogal Olarak Meydana Gelen Baz1 Yag Asitleri (Goziikara, 1989)

Karbon Atomu Sayisi Genel Ad1 Sistematik Ad1
1 Folmik Asit
2 Asetik Asit Etanoik Asit
3 Propionik Asit n-Propionik Asit
4 n-Butirik Asit n-Butanoik Asit
6 Kaproik Asit n-Heksanoik Asit
8 Kaprilik Asit n-Oktanoik Asit
9 Pelargonik Asit n-Nonanoik Asit
10 Kaprik Asit n-Dekanoik Asit
12 Laurik Asit n-Dodekanoik Asit
14 Miristik Asit n-Tetradekanoik Asit
16 Palmitik Asit n-Heksadekanoik Asit
18 Stearik Asit n-Oktadekanoik Asit
20 Arakidik Asit n-Eikosenoik Asit
22 Behenik Asit n-Dokosanik Asit
24 Lignoserik Asit n-Tetrakosanoik Asit
26 Serotik Asit n-Heksakosanoik Asit
28 Montanik Asit n-Oktakosanoik Asit
DOYMAMIS YAG ASITLERI
16 Palmitoleik Asit 9rHeksadekenoik Asit
18 Oleik Asit Cis-9-Oktadkenoik Asit
18 Linoleik Asit Cis,Cis12,12-Oktadekadienoik Asit
18 a — Linolenik Asit 9,12,15-Oktadekatrienoik Asit
18 ¥ - Linolenik Asit 6,9,12-Oktadekatrienoik Asit
18 Eleostearik Asit 9,11,13-Oktadekatrienoik Asit



Cizelge 2.1 Dogal Olarak Meydana Gelen Bazi1 Yag Asitleri (Goziikara, 1989)

(devami)
20 Arakidonik Asit 5,8,11,14-Eikosatetraenoik Asit
BAZINADIR YAG ASITLERI
Trans-Heksadekenoik
16 ) -
Asit
18 Elaidik Asit -
19 Laktobasillik Asit -
19 Tuberkiilostearik Asit -
24 Serebronik Asit -

Mikroalglerin temel bilesenlerini karbonhidratlar (%6-57) (Yeh ve ark., 2010;
Hariskos ve Posten, 2014), lipitler (%4-55) ve proteinler olusturur (%10-63) (Miao ve
Wu, 2004; Becker, 2007). Baz1 mikroalg tiirlerinin kuru agirliginda %70°den fazla lipit
bulundugu bildirilmistir (Suali ve Sarbatly, 2012; Bahadar ve Khan, 2013).
Mikroalgler, yiiksek lipit igerikleri (kuru agirligin %20 ila %50°si) ve yiiksek biiylime
oranlar1 ile biyodizel {iretimi i¢in umut verici bir yag kaynagi olarak bilinir (Chisti,
2007; Mercer ve Armenta, 2011). Alglerin biyodizel iiretiminde bir substrat olarak
kullanim1 halen yeni olmakla birlikte, bu islemin etkinligini artirmak icin hala
istesinden gelinmesi gereken engeller bulunmaktadir. Ancak, 0.5 hektarlik bir alan
tizerinde karsilagtirildiginda, alglerden yag icerigi ¢ok zengin olan soya fasulyesine
oranla 250 kat daha fazla yag verimi elde edilmekte ve alglerden palm yagina oranla
7 ila 31 kat daha fazla yag iiretilebilmektedir. Mikroalglerin yag veriminin ¢ok fazla
olusu alglerden biyodizel liretiminde kesfedilen en 6nemli noktadir (Jarméus, 2013).
Mikroalgler biinyesinde yaklagik %80’den fazla miktarda bulunan oleik asit (C18:1)
ve palmitoleik asit (C16:1) gibi yag asitleri sayesinde yiiksek enerji igerirler. Bu
sebeple mikroalgleri yakita ¢evirmek oldukga elverislidir (Eligin ve ark., 2009).
Cizelge 2.2’de mikroorganizmalarin biyodizel {iretiminde birinci derecede 6nemli olan

yag asit kompozisyonlar1 goriilmektedir.



Cizelge 2.2 Yag Asit Kompozisyonlar1 (Agirlik/Yag) (Meng ve ark., 2009)

16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3
Mikroalg 12-21 55-57 1-2 58-60 4-20 14-30
Maya 11-37 1-6 1-10 28-66 3-24 1-3
Mantar 7-23 1-6 2-6 19-81 8-40 4-42
Bakteri 8-10 10-11 11-12 25-28 14-17 -

Son yar1 yiizyllda mikroalg yaglarinin yenilenebilir enerji iiretiminde 6nemli bir
alternatif kaynak oldugu goriilmektedir. Mikroalgler 3. nesil biyoyakit teknolojisinde
kullanilan ve biyodizel iiretiminde yiiksek verim (biyokiitle lipit iiretimi) ve enerji
saglayan onemli bir kaynaktir. Ayrica, ¢evre dostu olmalar1 dolayisiyla da umut

vericidirler.

Son yillarda nanoteknolojinin gelismesiyle nanoteknolojinin temelini olusturan
nanopartikiiller de fen ve miihendislik alanlarinin ¢ogunda biiyilk 6nem kazanmistir
ve kullanilmaktadir. Calismamizda, lipit verimine etkisini degerlendirmek ig¢in mikro
yesil alg Chlorella sp. kiiltiiriine nano-Fe° partikiilii kullanilmistir. Mikroalgler
tizerinde nanopartikiillerle yapilan ¢alismalarin geneli toksisite ¢alismalaridir. Nano-
FeO partikiilleri ise diger metal nanopartikiillerine gore ¢cok az ¢alisilmistir. Daha ¢ok
sularin remediasyonunda kullanilmaktadir. Mikroalglerde lipit iiretiminin artirilmasi
tizerinde bu nanopartikiiliin etkisinin incelendigi yeteri kadar literatlir olmamas1 ve
enerji ihtiyaci ¢ok fazla olan Tiirkiye’de alternatif bir biyokiitle enerji kaynagi
olusturulmasi iimidiyle, ¢alismamizin yapilacak yeni arastirmalara katki saglamasi
diisiiniilmistiir. Calismada farkli ¢evresel kosullar altinda, yani nanopartikiil igeren
fotoototrof, miksotrof ve heterotrof kosullarda Chlorella sp.’nin yag kompozisyonuna
etkisi tespit edilmistir. Nanopartikiillerin organizmalara etkisi tlire 6zgii olsa da tiiriin
yasam ortamlarma adaptasyonlar1 tepkilerinin farklilagsmasina sebep olabilir.
Calismada kullanilan dogal sus Chlorella sp. tiiriniin degisen ortam kosullarina
verebilecegi tepkilerin ve lipit veriminin anlagilmasina biitiinciil bir yaklasim

getirecektir.



Bazi mikroalg tiirlerinin lipit metabolizmalarinin efektifligi cevresel kosullarla
modifiye edilebilir. Mikroalg bazli yaglardan elde edilen biyodizeli endiistriyel
baglamda iiretmek isteyen birinin farkinda olmas1 gereken sey su ki yiiksek yag orani
elde etmek icin disaridan kuvvet veya lipit indliksiyon tekniklerinin uygulanmasi
gerekmektedir. Bir¢gok mikroalg tiirii ideal biiylime kosullarinda gelistirilmesine
ragmen lipitlerinin gidasal degeri yiiksek olmakta, ancak biyodizel i¢in ideal seviyenin
altinda kalmaktadir. Bununla birlikte ¢ogu alg tiirii dis kuvvetlerle ve lipit
indiiksiyonlariyla biyodizel i¢in ¢ok cazip hale gelmektedir. Ornegin tatlisu mikroalg
tiri C. vulgaris’in lipit igerigi diisik azot medyumlariyla %40’a kadar
arttirilabilmektedir. Buna ek olarak kadmiyum, demir, bakir ve ¢inko gibi agir
metallerin de bazi mikroalglerin lipit igerigini arttirdigi bilinmektedir. C. vulgaris’e
Fe®" eklentisi biyokiitlenin kuru agirhgindaki toplam yag oranmi %356.6’ya kadar

arttirdig goriilmiistiir (Sharma ve ark., 2012).

Chlorella, tek hiicreli, 3 ila 12 um ¢apinda elipsoidal bir yapiya sahip yesil bir algdir.
Chlorella tiirleri, diinya ¢apinda birgok durumda biyiiyebilen  giiglii
mikroorganizmalardir. Biyodizel iiretimi i¢in lipitleri biriktiren karbon kaynagi olarak
sifir veya negatif maliyetlerle atik kaynaklardan glikoz, gliserol, asetat veya atik
kaynaklardan elde edilen diger organik bilesiklerle saglanan heterotrofik ve mikotrofik
biiylimeler i¢in bir 6rnek olarak kullanilabilirler (Heredia-Arroyo ve ark., 2010).
Chlorella tiirlerinin, farkl kiiltiir kosullarina uyum saglamada yiiksek esneklige sahip
olduklar1 ve biyoyakit hammaddesi olarak fototrofik ve heterotrofik kosullar altinda
yetistirilebilen mikroalgal tiirleri arasinda oldugu bildirilmistir (Xu ve ark., 2006;
Xiong ve ark., 2008). Heterotrofik C. protothecoides %40-60 oraninda lipit, %10-28
oraninda protein, %11-15 oraninda karbonhidrat ve %6 kiil icerir (Xu ve ark., 2006).

Mikroalgin kimyasal kompozisyonu cogunlukla tiire ve kiiltlir sartlarina gore
degisiklik gostermektedir (Zhu, 2015). Mikroalgler, genellikle ototrofik olarak
yasarlar, yani 15181 ve inorganik maddeleri kullanarak fotosentez yapip biyokiitlesini
artirirlar. Ancak, bazi tiirler spesifik 6zelliklere sahiptir. Ototrofik kosullarin disinda
heterotrofik (1s1ksiz ortamda hazir beslenme) veya miksotrofik (1sikli ortamda karigik
beslenme) olarak da gelisebilirler. Ornegin, mikro yesil alglerden Haematococcus

pluvialis (Kobayashi ve ark., 1992), Chlorella pyrenoidosa (Wang ve ark., 2012), C.
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sorokiniana (Kim ve ark., 2013), C. vulgaris (Mitra ve ark., 2012) ototrofik,
heterotrofik ve miksotrofik sartlarda gelisebilmektedir.

Heterotrofik yetistirme iiretkenligi arttirmanin en pratik ve umut verici yolu olarak
kabul edilmektedir. Ototrofik biiylime kosullar1 altinda, Chlorella vulgaris’in hem
biyokiitle hem de lipit verimleri heterotrofik biiyiimeden daha diisiik kaydedilmistir
(Liang ve ark., 2009).

Mayo ve Noike (1994), graniiler glikozun gilinliik 25-700 mg/L arasinda degisen
konsantarsyonunda organik karbon kaynagi olarak Chlorella vulgaris tiiriine
verilmesinin yilikleme hizi ile arttigini, ancak asir1 yiiklemenin alg sagligina zarar
verdigini bildirmistir.

Bir baska calismada, ototrofik sartlar altinda biiyiitiilen Chlorella protothecoides,
kiiltiirlerde 15181n ve CO2 kullaniminin biiylime-uyarici etkilerinin, neredeyse ayni
spesifik biiyiime oranlarina sahip olan heterotrofik ve miksotrofik kiiltiirlerden daha
diisiik bir biiyiime hizina ve daha diislik nihai hiicre konsantrasyonuna sahip oldugu

tespit edilmistir (Heredia-Arroyo ve ark., 2010).

Demir, yerkabugunun dordiincii en bol bulunan elementidir (%5.63) ve yaygin bircok
olarak kullanilmaktadir. Ancak, bir nanopargacik olarak demir; kobalt, nikel, altin ve
platin gibi diger metallerle karsilastirildiginda bir 6l¢iide ihmal edilmistir. Demir ¢cok
giiclii manyetik ve katalitik 6zellikleri de dahil olmak {izere nano 6l¢ekte sunacak gok
ozelliklere sahiptir (Huber, 2005). Son caligmalarda demir nanoparcaciklar: farkli
uygulama alanlarinda kullanilmaya baslanmis ve bu alanda yapilan ¢alismalar hiz
kazanmistir. Son yillarda yeralt1 sularindan ve atik sulardan kirleticilerin basarili bir
sekilde artiminda sifir degerlikli demir nanopartikiillerinin kullaniminin arttig1
goriilmektedir (Fu ve ark., 2014). Sifir degerlikli demir kullanirken partikiil boyutunun
oldukca 6nemli oldugu gortilmiistiir. Sifir degerlikli demir nanopartikiillerinin fosfat
uzaklagtinmi i¢in kullanmildigr bir arastirmada, verimliligin mikro olgekli sifir
degerlikli demir partikiillerine oranla 13.9 kere daha fazla etkili oldugu ortaya
konulmustur. Yapilan arastirmada 10 m%/L olan yiizey alaninda fosfat uzaklastiriimasi
icin kullanilan sifir degerlikli demir nanopartikiilleri (yaklasik 16 nm) 30 dakikalik bir

siire icerisinde yaklasik %96’lik uzaklagtirim gergeklestirirken, mikro Slgekli sifir
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degerlikli demir partikiilleri (<10 pum) %23’liik bir fosfat (Co = 5 mg PO4*-P/L)
uzaklagtirnmi gergeklestirmistir (Almeelbi ve Bezbaruah, 2012).

Alg biyoteknolojisinde nanomalzemelerin uygulanmasi heniiz ¢ok yenidir. Alg
kiltlirlerinde nanopartikiillerin  uygulanmasini  kolaylastirmak i¢in, bunlarin
ozelliklerinin deneysel yaklagimlar1 ve kontrolii hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.
Bununla birlikte, alglerden biyodizel iiretiminde nanopartikiiller uygulandiginda
risklerin ¢ok daha diisiik oldugu diistiniilmektedir. Fakat yiiksek konsantrasyonlu
nanoparcaciklarin alg veya biyokiitle tarafindan emilmesinin ya da gida veya ilaglarda
kullanildiginda halk sagligi risklerine neden olabileceginin dikkate alinmasi gerektigi
belirtilmektedir (He ve ark., 2017). Yapilan caligmalarda sifir-degerlikli demir
nanoparcaciklarmin (5.1 mg/L) ¢esitli yesil alg ve Eustigmatophyceae alglerinin

biliylimesini artirdig tespit edilmistir (Padrova ve ark., 2015).

Padrova ve ark. (2015) nano-Fe° partikiilii Nanofer 25 (katki maddesi igermeyen
nanopartikiillerin saf su silispansiyonu) ve Nanofer 25S (Nanoiron Ltd., Rajhrad,
Cekya) ile yaptiklar1 calismada, Nanofer 25’in biliylime inhibisyonunun Nanofer
25S’den diisiik oldugunu gostermislerdir.

Padrova ve ark. (2015) yesil mikroalg Parachlorella kessleri ile yaptigi ¢alismada,
kontrol kiiltiirii ile nano-Fe® partikiilleri eklenmis (5.1 mg/L konsantrasyonlu) kiiltiirii
karsilastirdiginda, nano-Fe® partikiilii bulunan kiiltiirin hem biyokiitlesinin (19.4
g/L’den 29.3 g/L’ye) hem de yag iceriginin (%27.1’den %30.9’a) artis gosterdigini
bildirmistir. Ayn1 konsantrasyonda nano-Fe® partikiilleri eklenmis Trachydiscus
minutus kiiltiiriinde kontrol kiiltliriine nazaran biyokiitlenin 10.4’ten 13.7 g/L’ye, yag
iceriginin ise %26’dan %35’e yiikseldigi kaydedilmistir. Siyanobakteri tiirli olan
Arthrospira maxima tiiriinde ise nano-Fe® partikiillerine maruz birakildiginda yag
igerikleri artarken, biyokiitle oraninda degisim olmamistir. Toplam yag oranina olumlu
etkisiyle birlikte degerlendirildiginde, bu demir kaynagi (sifir degerlikli demir
nanopartikiilleri) yag asitlerinin liretimini arttirmada etkin rol oynayabilir (Padrova ve
ark., 2015).

Bharte ve Desai (2019), Chlorella tiirlerine demir oksit nanopartikiilii eklentisinin
manyetik hasat yonetiminde hasat maliyetlerini diisiirmekle birlikte enerji ve zaman

tasarrufu da saglamakta oldugunu bildirmislerdir.
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Yag asitlerinin kompozisyonu (zincir uzunlugu, ¢ift bag sayilari) kalite ve 6zellikleri
bakimindan ilgili trigliseritlerden tiretilen biyodizeli tanimlar (setan sayisi, yogunluk,
viskozite, kayganlik, 1s1l deger, NOx emisyonlari). Metal stresine karsi yag asitlerinin
kompozisyonunu degistirmek i¢in mikroalg hiicreleri biyodizel iiretiminin kalitesini
ve Ozelliklerini arzu edilen seviyeye ¢ekmek i¢in uygulanabilir. Yakin donemde, nano-
Fe® partikiillerinin Arthrospira maxima (mavi-yesil alg), Desmodesmus subspicatus
(yesil alg) ve Parachlorella kessleri (yesil alg) kiiltiirlerinde lipit tiretimini sirasiyla
%40, %2.75 ve %60 arttirdig: rapor edilmistir. Ayn1 zamanda nano-Fe° partikiillerinin
(5.1 mg/L) Desmodesmus subspicatus tiiriiniin biiyiimesini %73 oraninda arttirdigi
rapor edilmistir. Metal stresi bununla beraber mikroalg hiicrelerinin yag asiti

profillerinde degisiklige sebep olmaktadir (Miazek ve ark., 2015).

Subramaniyam ve ark. (2016) atiksuda yetistirdikleri Chlorella sp.’nin azot, toplam
fosfor ve toplam organik karbon gibi Kkirleticileri tamamen temizledigi ve bu
stoklardan yararlandigini bildirmistir. Calismada, Chlorella sp. biyokiitlesi organik
kiire seklinde demir nanopartikiilleri sentezlemis ve agir metal kirliligine ¢are olma

yolunda bu tiiriin biiyiik bir potansiyele sahip oldugunu gostermislerdir.

Alglerin mevcut lipit icerigini artirmaya yonelik incelenen g¢evresel parametreler
cogunlukla 151k (siddeti, siiresi, rengi, mesafesi gibi), sicaklik ve besi ortamlaridir
(farkl kiiltiir ortamlari, niitrient eksikligi veya fazlaligi). Ancak farkl tiirler farkl

degiskenlere farkli sekillerde yanit verirler.

Tsuzuki ve ark. (1990), farkli CO2 konsantrasyonu uygulanan Chlorella vulgaris
tiirlinde yag asitleri icerigini incelemisler, CO2 miktar1 artisinin yag asitleri oranini
arttirdigini ve linoleik asit ile a-linoleik asit oraninin 6nemli derecede degistigini tespit

etmislerdir.

Loseva ve ark. (1998), yiiksek sicakligin (45 °C) ve yiiksek tuz oraninin (NaCl, 450
uM) Chlorella hiicrelerine etkisini incelemislerdir. Calismada belirli araliklarda
yiiksek sicaklik ve yiiksek NaCl uygulamalar1 yapilmis ve sonra tekrar normal kosullar
saglanarak Chlorella hiicrelerinin durumu goézlenmistir. Calismada canlinin stres

faktorlerine adaptasyon siirecinin uzunlugu ortaya ¢ikarilmistir.

[liman ve ark. (2000), eksik azot uygulamasinin biiyiime ve lipit icerigine etkisini fakli

Chlorella tiirlerinde (C. emersonii, C. minutissima, C. protothecoides, C. vulgaris)
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incelemislerdir. Calisma sonunda hem normal kosullarda hem de diisik N
uygulamasinda C. vulgaris tiirlinlin ¢aligilan diger tiirlere gore en iyi gelisme

gosterdigi belirlenmistir.

Scragg ve Shales (2003), dizel motorlarin yaglar1 gibi is gorecek, parga igerikli uzun
stire korunan yakitlar {izerinde ¢alismiglardir. Birgok alg, 6rnegin Chlorella vulgaris
gibi tek hiicreli ve 5-10 pm boyutundaki tiir, emiilsiyonun igerigi bakimindan uygun
bulunmustur. Arastirma sonucunda degisiklik yapilmayan tek silindirli dizel bir

motorda C. vulgaris’in yakit olarak kullanilabilirligini belirlemislerdir.

Bazi mikroalglerin heterotrofik gelisimi, biyokiitlenin ve lipit gibi baz1 metabolitlerin
verimli iiretimi i¢in kullanilmigtir (Shi et al., 2000, 2002; Wen et al., 2002). Miao ve
Wu (2006), Chlorella protethecoides tiiriinden yiiksek kalitede biyodizel {iretimi igin
entegre bir yontem ortaya koymuslardir. C. protothecoides’in heterotrofik
biiylimesinin, yiiksek lipid i¢eriginin (%55) hiicrelerde birikmesine neden oldugunu,
hiicre yogunlugunun ise 6nemli diizeyde arttigi (15.5 g/L) belirlenmistir. Biiyiik
miktarda mikrogal yagi, bu heterotrofik hiicrelerden n-heksan kullanilarak verimli bir

sekilde ekstrakte edilmistir.

Liu ve ark. (2008), yiiksek demir konsantrasyonunun C. vulgaris tiiriinde 6nemli

Olciide lipit birikimi olusturabilecegini gostermistir.

Bulut (2009), C. vulgaris tiiriiniin yag igerigi ve protein miktari {izerine etkilerini
belirlemek amaciyla besin eksikligi ve farkli azot kaynag: faktorlerini kullanmistir.
Calismada %50 N, %100 N, %50 P + %50 N , %50 P eksikligi ve nitrit eklemesi
uygulanmistir. Deney sonunda en yiiksek yag icerigi %100 N eksikligi uygulanan
grupta tespit edilmistir. Bu grupta kuru madde 0.18 g/L, klorofil-a degeri ise 9.252

mg/L olarak saptanmuistir.

Farkli deniz ve tathisu mikroalg tiirlerinin prodiiktivitesi ve yag igerikleri
incelendiginde Chlorella’nin biyodizel {iretimi igin iyi bir segenek oldugu
goriilmektedir. Ciinkii lipit icerigi 2.0 — 63.0 (% kuru agirlik biyokiitle), lipit
prodiiktivitesi 11.2 — 50.0 (mg/L/giin), biyokiitlenin hacimsel verimliligi 0.02 — 7.70
(g/L/giin), biyokiitlenin bolgesel verimliligi 0.57 — 130 (g/m?/giin) arasindadir (Mata
ve ark., 2010).
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Diisiik maliyetli alg yag: liretimi gelistirmek i¢in mikroalg, seker ve organik asitler
gibi organik karbonlarin karbon kaynagi olarak islev gordiigii heterotrofik kosullarda
kiltlirlenebilir. Bu kiiltiir modu 151k gereksinimini ortadan kaldirir ve bu nedenle hiicre

yogunlugunu ve iiretkenligini biiyiik 6l¢ilide artirir (Liang et al., 2009).

Ototrofik, heterotrofik ve karbondioksit kosullarinda Chlorella sorokiniana’nin
biliyiime hizi, organik karbon ve besin giderim etkinliginin incelendigi ¢aligmada,
mikroalglerin biliylime orani, N ve P giderimi heterotrofik kosullar altinda biiyiitiilen

kiiltiirde anlamli olarak daha yiiksek kaydedilmistir (Kim ve ark., 2013).

Hizli biyokiitle birikimini kolaylastiracak ve daha sonra maksimum lipit tiretkenligi
elde etmek icin lipit birikimini indiikleyecek bir besin yOnetimi stratejisinin
gelistirilmesi gerekmektedir (Wu ve ark., 2012). Mikroalglerin heterotrofik kiiltiirti
uzun zincirli yag asitleri kaynagi i¢in iyi bir yoldur (Wen ve Chen, 2003). Hatta
heterotrofik kosullarda mikroalg yetistiriciligi daha ucuz olmaktadir. Ancak
mikroalglerden biyodizel iiretimi i¢in simdiye kadar bu yontem ¢ok az tercih

edilmistir.

Al-Twayzy ve ark. (2014), kontrol gruplarina nazaran FeCls katilmig C. vulgaris
numunesinin sonuclari, lipit iceriginin ve lipit verimliliginin sirasiyla %8.9’dan
%19.3’¢ ve 0.74 mg/L ila 2.19 mg/L arasinda anlamli bir sekilde arttirdigini
bildirmiglerdir.

Glikoz, mikroalg yetistiriciliginde karbon kaynagi olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir, ancak heterotrofik biiyiime i¢in CO2 yerine glikoz ihtiyaci, kiiresel
1sinma sorunu agisindan daha az ilgi cekmektedir (Widjaja et al., 2009). Yiiksek lipit
iiretimi i¢in en uygun glikoz konsantrasyonunun %2 oldugu bildirilmistir (Suali ve

Sarbatly, 2012).

Mikroalglerden elde edilen biyodizel iiretiminin daha ¢ok fotoototrofik yetigtirme
tizerine yogunlastigr bildirilmis, miksotrofik yetistirme nadiren arastirilmistir. Wang
ve ark. (2013), Chlorella sorokiniana’nin biyokiitle verimi, lipit igerigi ve lipit
verimini fotoototrofik, heterotrofik ve miksotrofik yetistirme yontemleri ile
karsilastirmistir. Glikoz, bes farkli konsantrasyonda (0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0; %w/v)
organik karbon kaynagi olarak kullanilmistir. Sonuglar, glikozun kiiltiirlerde mikroalg

bliylimesini 6nemli dl¢iide arttirdigini gostermistir. En yiiksek biyokiitle verimi, 1.178

15



g/L/glin ve en yilksek lipit verimi olan 582 mg/L/giin, %2.0 glikoz ilavesi ile
miksotrofik kiiltiirde goézlenmistir. C. sorokiniana’nin lipit igerigi, iistel faza gore
duragan fazda daha yiiksek kaydedilmistir. En yiiksek lipit igerigi %49.37 ile %2.0
miksotrofik kiiltiirde, %47.09 orani ile de %2.0 heterotrofik kiiltiirde gbzlenmistir.

Molekiiler seviyede aragtirma, yag asiti bilesimini iyilestirmek ve yiiksek kalitede

biyodizel iiretmek i¢in yararl bir arag olabilir (Diinahay ve ark., 1992)

Biyodizel iiretimi i¢in en uygun mikroalg tlirlerinin se¢iminde sadece yliksek yag
igerigi ve yiiksek biliylime hizi olan mikroalg tiirlerinin belirlenmesi degil, bununla
birlikte, hiicre iginde mevcut yag iceriginin arttirilmasini uyaran stres faktorlerinin de
hesaba katilmasi gerekir. Mikroalglerin spesifik ¢evresel kosullar altinda gelisebilme
yetenekleri vardir. Tiim bu parametreler, biyodizel {iretimi i¢in en uygun tiir veya
suslarin se¢iminde es zamanli olarak diisiiniilmelidir. Dogal mikroalg suslarinin
potansiyel yenilenebilir enerji kaynagi olarak yag icerigi ve yag asiti

kompozisyonunun ortaya konulmasi olduk¢a dnemlidir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Yesil alglerden Chlorella (Chlorophyta, Trebouxiophyceae, Chlorellales,
Chlorellaceae) tatlisularda yaygin bulunan mikroskobik bir tiirdiir. Calismada
Chlorella sp.’nin se¢ilme nedeni yiiksek protein iceriginin yaninda, yiiksek lipit
retkenligi, ototrofik, miksotrofik ve heterotrofik sartlarda biiylime yetenegi olan
tirler icermesidir. Caligmamizda kullanilan Chlorella sp. Ordu ili sinirlart iginde

bulunan Turnasuyu Cayi’ndan plankton agi ile toplanan 6rneklerden izole edilmistir.

Sekil 3.1°de Chlorella sp.’nin kiiltiir ortamimdaki mikroskobik gériintiisii verilmistir.
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Sekil 3. Chlorella sp. (Turnasuyu Cayi, Ordu, Tirkiye); 1-2: Kiiltiiriin biiytimesi

3.1.1 Chlorella sp.’nin Izolasyonu ve Cogaltiimasi

Alg kiiltliriine baglamadan 6nce kullanilacak tiim ekipman, cam malzemeler ve kiiltiir
ortamlari sterilize edilerek aksenik kiiltiir kosullar1 saglanmistir. Chlorella sp. tiiriiniin
izolasyonu ve ¢ogaltilmasi i¢in proteoz medyum (PM) sivi besiyeri kullanilmistir.
Aksenik kiiltiirler i¢in uygun, genel amacgli bir tatlisu ortami olan PM Bristol
medyumun (BM) (Bold, 1949) modifiye edilmis seklidir. Chlorella igeren plankton
ag1 ornegi PM icinde tek koloniden iiretme temeline dayali saf kiiltiir elde etme

yontemi kullanilarak ¢ogaltilmistir (Sukatar, 2004; Parvin ve ark., 2007). Petrilere
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hazirlanan proteoz medyumlu agarli kati besiyerleri iizerine Steril biyogiivenlik
kabininde (Class Il tip, Bilser BLF2000) Chlorella sp. igeren plankton agi
orneklerinden steril 6ze yardimiyla ¢izgi ekim ve yayma yontemleriyle inokiilasyon
(ekim) yapilmigtir. Kat1 besiyerindeki Chlorella sp. kiiltiirlerinin yaklasik iki hafta
boyunca  iklimlendirme  kabininde =~ (GROTECH/GR08,  UNITRONIKS®
VISION350™) 28+1 °C’de gelismesi saglanmistir. Agar plaklari iizerinde iireyen
Chlorella kolonileri tekrar 6n zenginlestirme besi ortamina (PM) alinarak saf kiiltiirleri
elde edilmistir (Sekil 3.1 ve 3.2). Daha sonra PM igeren 10 mL’lik kapakli steril cam
tiiplere steril 6ze yardimiyla yiizeyden dikkatlice mikroalg 6rnegi alinip tiip i¢indeki
ortama ekilmistir. Bir kisim petri kiiltliri parafilm ile kapatilip buzdolabinda
saklanmigtir. Elde edilen stok kiiltiir deneysel caligmalarda ve kesikli kiiltiirlerde

kullanilmastir.

Chlorella sp.’nin izolasyon ve gogaltma asamalarinda kullanilan proteoz medyumun
hazirlanisi (UTEX, 2019) asagida agiklanmistir (Cizelge 3.1). PM hazirlanirken
kullanilan tiim kimyasallar Merck Life Science’dan (Merck KGaA, Darmstadt,

Germany) temin edilmistir.

Sekil 3.2 Chlorella sp.’nin kati ve s1v1 besiyerlerinde ¢ogaltilmasi
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Cizelge 3.1 Bristol Medyum Hazirlamada Kullanilan Maddeler

No Bilesik Miktar Stok Soliisyon Konsantrasyonu
1. NaNOs 10 mL/L 10 g/400 mL dH.O
2. CaCl2-2H:0 10 mL/L 1 g/400 mL dH20
3. MgSO,-7H20 10 mL/L 3 9/400 mL dH:0O
4. K2HPO4 10 mL/L 3¢ /400 mL dH20
5. KH2PO4 10 mL/L 79 /400 mL dH0O
6. NaCl 10 mL/L 19 /400 mL dH:0O

» Her bir stok soliisyon 400’er mL distile su (dH20) i¢inde belirtilen miktarlarda

hazirlanir.

Toplam 1 L proteoz medyum (PM) hazirlamak i¢in asagidaki prosediir takip edilir:

1 L’lik 6lgekli silindire 940 mL dH.O konur.

Uzerinde yukaridaki bilesenlerin (1-6 nolu) her biri sirayla siirekli karigtirilarak
ilave edilir.

Toplam hacim dH20 ile 1 L’ye tamamlanur.

Bristol ortamina 1 g/L proteoz pepton (HIMEDIA®) eklenir.

Hazirlanan medyum otoklavlanir cam siseye (boro 3.3) aktarilir. ~pH 6.8 olarak
ayarlanir. Agzi kapatildiktan sonra ortam otoklavlanir (121 °C, 15 dak.).

Steril ortam oda sicakligina sogutulduktan sonra buzdolabinda (+4 °C) muhafaza
edilir.

Bu medyumdan %1.5’lik agarli kat1 besiyeri hazirlamak i¢in ortama 15 g/L (w/v)
agar (Bacto™ Agar) ilave edilir, karistirllmadan ortam 121 °C’de 15 dak.

otoklavlanarak sterilize edilir.

Chlorella sp.’nin gelismesi i¢in iklimlendirme kabininin ortam sicakligi 28+1 °C,

1siklanma periyodu 16/8 saat aydinlik/karanlik ve 4500 lux (max) 151k yogunlugu

uygulanmistir. Isik kaynagi olarak fliioresan lambalar kullanilmistir ve dikey olarak

konumlanmustir.

Stok kiiltiirleri hazirlamak i¢in iki asamali 6n kiltiir hazirlanmistir (Sanchez ve ark.,

2000). Birinci asamada, 10-20 adet 10 mL’lik steril cam tiiplere 6 mL PM ve 2 mL
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stok (Chlorella sp.) asilanmistir. Iklimlendirme kabininde oda sicakhiginda, siirekli
aydinlatma altinda 7 giin boyunca gelismesi saglanan kii¢iik hacimli kiilttirler (10 mL

cam tiipler) giinde iki kez el ile ¢alkalanarak dibe ¢okmeleri engellenmistir.

Ikinci asamada, bir hafta sonra gelisen kiiltiirlerden 40 mL alinarak (5 test tiipii) i¢inde
100 mL PM bulunan 250 mL vida kapakli erlenmayer siselere (boro 3.3) aktarilmigtir
(toplam hacim 140 mL). Erlenmayerler steril iklimlendirme kabininde 28+1 °C
sicaklik, 18/6 aydinlik/karanlik periyodunda kabin i¢inde bulunan bir dijital orbital
calkalayictya (SHO-2D, DAIHAN Scientific Co., Ltd., S. Korea) yerlestirilerek, 180
rpm’de 5-7 giin boyunca mikroalgin cogalmasi saglanmigtir. Hiicresel biiyiime
oranlarini tespit etmek i¢cin UV-VIS spektrofotometre (Shimadzu UV-1800, Japan)
kullanilarak 680 nm’de (ODego) optik yogunluk o&lgiilmiistiir. ODesgo’de 0.9-1.0
araliginda okunan gelismis kiiltiirler stok olarak kullanilmak tizere buzdolabinda (+4
°C) muhaza edilmistir. Bu stoklar haftada en az bir kez ¢alkalanmistir (stok yiiksek
kondisyonu siirdiiriilebilirse, buzdolabinda alt1 ay muhafaza edilebilir). Alt kiiltiirlerin

cogaltilmasi islemi deney boyunca siirdiiriilmiistiir.

Yapilan 6n ¢alismalarda, Chlorella sp. kiiltiirleri 500 mL ve 1000 mL yiiksek hacimli
ortamlarda yukaridaki kiiltiir kosullarinda cogaltilmistir. Yapilan kesikli kiiltiir
tekniginde kiiltiir biiylidiikge yigin kiltiirlerin (bach kiiltlir) slispansiyon halinde
tutulmasi i¢in akvaryum motoru ile kiiltiirlere siirekli hava verilerek sistem
havalandirilmigtir. Ancak on ¢alismalarda, y1gin kiiltiirlerin geligsimi istenilen diizeyde
olmayinca kullanilan ortam (medium) ve sicaklik degerleri degistirilmistir. Kiiltiir
ortami olarak Bold Basal Medyum (BBM) hazirlanmis (UTEX, 2019b), kabin
sicakligr da 25°C+1’ye ayarlanmistir. Cizelge 3.2°de BBM i¢indeki maddeler ve stok
konsantrasyonlari verilmis ve ortamin hazirlanis prosediirii agiklanmistir. BBM
hazirlanirken kullanilan tiim kimyasallar Merck Life Science’dan (Merck KGaA,

Darmstadt, Germany) temin edilmistir.
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Cizelge 3.2 Bold Basal Medium (BBM) Hazirlamada Kullanilan Maddeler

Bilesik Agirhik (g) Distile Su (mL)*  mL Stok/ 1L dH,O
KoHPO, 1.875 250 10
KH2PO4 4.375 250 10
MgS04.7H0 1.875 250 10
NaNOs; 6.250 250 10
CaCl2.2H:0 0.625 250 10
NaCl 0.625 250 10
s 1
A ] 1
H3:BOs 1.142 100 1
ZnS04.7H,0 0.353 25 0.1
MnCl..4H20 0.058 25 0.1
CuS04.5H,0 0.063 25 0.1
Co(NOs3)2.6H20 0.020 25 0.1
Na>Mo004.2H,0 0.048 25 0.1

*Her bir stok soliisyon sirastyla 250 mL, 100 mL ve 25 mL dH20 iginde berlirtilen

miktarda hazirlanir.

Toplam 1 L BBM hazirlamak i¢in su prosediir takip edilir:

e Olgekli silindire (1000 mL) 900 mL dH2O konur.

e (izelge 3.2°de belirtilen stok soliisyonlarin her biri sirasiyla belirtilen miktarlarda
ilave edilerek karistirilir.

e Toplam hacim dH20 ile 1 L’ye tamamlanir.

e Hazirlanan ortam otoklavlanir cam siseye (boro 3.3) konulup agzi kapatildiktan
sonra otoklavlanir (121 °C, 20 dak.).

e Steril ortam buzdolabinda (+4 °C) muhafaza edilir.
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» Deney diizeneginde, farkli kiiltiir ortamlarin1 hazirlamak i¢in, BBM ortamina 5
mg/L NP-Fe® (Nanografi Co. Ltd.) ve/veya 5 g/L susuz D(+)-glukoz (dekstroz)
(Merck Millipore GmbH) ilave edilip ayni kosullarda otoklavda sterilize edilir.

» Calismamizda Chlorella sp. biyokiitlesine ve 6zellikle lipit igerigine etkisi tespit
etmek igin nano-Fe® partikiilii (30-40 nm, %99.55 saflikta) kullanilmistir.
Nanopartikiil Tiirkiye’den Nanografi Co. Ltd.’den satin alinmistir. Nanopartikiiller
BBM igerisine katilmadan 6nce ayr1 ayr1 100 mL dH20 i¢inde 10 dak. siire ile
ultrasonik banyoda (WUC-A02H, Witeg Labortechnik GmbH, Germany) tutularak
siispanse edilmistir. Aglomerasyonu azaltmak i¢in yapilan bu islemden sonra
hazirlanan ortama ilave edilmistir.

> 96  kuyucuklu mikroplakalarda  mikroalg icin  optimum  nano-Fe°
konsantrasyonlarinin taranmasi gerceklestirilmistir. Yapilan giincel ¢alismalar da
dikkate aliarak (Padrova ve ark., 2015), litrede 5 mg nano-Fe® konsantrasyonunun

en uygun miktar olduguna karar verilmistir.

3.1.2 Chlorella sp. Uretiminde Kullanilan Diizeneklerin Hazirlanmasi

Chlorella sp. yigin kiiltiiriinde, farkli kosullar altinda, mikroalgin biiylime
performansini, yag verimini ve yag asiti igerigini test etmek amaciyla kontrol grubu
ve ii¢ farkli deney grubu olusturulmustur. Calisma hacmi 2 L olan borosilikat seffaf
cam siselerde (ISOLAB, Germany) 1 L’lik ortama Chlorella sp. stok kiiltiirlerinden
%10 oraninda asilama (ODego nm’de ~0.25 yogunlukta) yapilarak ayarlanmistir. Isiga
ve kullanilan maddelere bagh olarak kontrol (K), ototrofik (Grup 1, G1), miksotrofik
(Grup 2, G2) ve heterotrofik (Grup 3, G3) deney setleri sonug hacimleri 1 L olacak
sekilde hazirlanmistir. Calismada; stres faktorii olarak sifir degerlikli demir
nanopartikiilii (NP-Fe®), karbon kaynagi olarak da D-glikoz kullamilmistir. Kiiltiir
ortamma ilave edilen NP-Fe® miktar1 5 mg/L, glikoz miktar1 ise 5 g/L’dir. iklim
kabinin ortam kosullar1 sicaklik, nem, isilanma periyodu ve 1sik siddeti sirasiyla
25°C=+1, %50 nem, 16/8 aydinlik/karanlik ve 4500 lux seklinde ayarlanmustir. Alglerin
medyum ic¢inde ¢cokmesini engellemek i¢in hava motoruyla siirekli havalandirilmistir.
Toplam 120 saat (5 giin) boyunca siiren kontrollii deneyler iki set halinde yapilmstir.
Cizelge 3.3’te deney setlerinin hazirlanmasi, Sekil 3.3’te ise iklimlendirme kabininde

kiiltiriin gelisimi goriilmektedir.
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Cizelge 3.3 Chlorella sp. Kiiltiirii Deney Setlerinin Hazirlanigi

Kontrol (K) Ototrofik Miksotrofik Heterotrofik

Kiiltiir (G1) Kiiltiir (G2) Kiiltiir (G3)
BBM v v v v
Isik N4 v N4 _*
NP- Fe° - v V4 J
D-Glikoz - - V4 v

*Heterotrofik mikroalg kiiltiiriiniin etrafi aliiminyum folyo ile sarilarak kapatilmig ve karanlik ortamda
mikroalgin gelismesi saglanmistir.

Sekil 3.3 iklimlendirme kabininde alg kiiltiir setlerinin gelistirilmesi (1: Kontrol, 2:
Grup 1 (Gl, ototrofik kiiltiir), 3: Grup 2 (G2, miksotrofik kiiltiir), 4: Grup 3
(G3, heterotrofik kiiltiir).

3.2. Analitik Yontemler

3.2.1 pH Olg¢iimii

Kiiltiir ortamlarinin hazirlanmasinda ve gilin asir1 kiiltiir deney setlerinden alinan
numunelerin pH o6lglimiinde HANNA HI 2020 edge® pH metre (£0.01 pH)
kullanilmistir.

3.2.2 Hiicre Biiyiimesinin Ol¢iimii

Biyokiitle biiylimesinin etkinligi, gorliniir radyasyonun absorpsiyonu olarak
tanimlanan optik yogunlugun (OD) 6lglilmesiyle kontrol edilmistir. ODggo Ve OD729
nm dalga boylarindan O6lglim yapilmistir. 680 nm’deki optik yogunluk klorofil

emilimini, 720 nm’deki optik yogunluk 1s1k sagilimini ifade etmektedir (Zuliani ve
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ark., 2016). Giin asir1 olarak, kiiltiir setleri homojen olarak karistirildiktan sonra steril
serolojik pipet yardimiyla 2 mL 6rnek alinip kuvars kiivetlere konularak optik
yogunluk UV-VIS spektrofotometre kullanilarak (Shimadzu UV-1800, Japan)
Olciilmiis ve kaydedilmistir. Kor olarak her bir deney grubunun medyumu

kullanilmistir. Chlorella sp. kiiltiirlerinin biiytimesi bu sekilde takip edilmistir.

3.2.3 Hiicre Saymm

Birim hacimdeki (hiicre/mL) Chlorella sp. biyolojik kiitlesini belirlemek i¢in 1 mL
hacimli Sedgewick-Rafter (S-R) sayim kamarasi kullanilmistir. Kiiltiir setlerinden giin
asirt alinan numunelerden 1 mL 6rnek S-R sayim kamarasina yerlestirildikten sonra,
sayim iglemi Leica DM IL LED inverted mikroskopta (Leica Microcystems, Wetzlar,
Germany) 200’liik (10x20) biiyiitmede yapilmistir. Toplam hiicre sayis1 asagidaki
formiil kullanilarak hesaplanmistir. Her set i¢in 2 tekerriirlii sayimlar1 yapilip
ortalamasi alinmistir (APHA, 1995).

.. CxVyxFq
Hiicre/mL = Ny, (1.2)
C ! Saymm sonucunda bulunan organizma sayisi
V1 : Sedimantasyondan dnceki 6rnegin ilk hacmi (mL)
F1 : S-Rsayim hiicresinin toplam kare sayist (1000)
V. : Sedimantasyondan sonra kalan 6rnegin hacmi (mL)
F2 : S-Rsayim hiicresinin incelenen kare sayisi

Sekil 3.4’te hiicre sayim igleminde kullanilan diizenek goriilmektedir.

Sekilr 3.4 Invert mikroskopta hiicre sayimi
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3.2.4 Kuru Madde Analizi

Kuru madde analizi “single-step” yani tek adim metoduyla belirlenmistir
(Pszczotkowska ve ark., 2019). Deney setlerinden giin asir1 alinan numunelerden 1 mL
mikroalg siispansiyonu Onceden tartilan 1.5 mL hacimli ependorf tiiplerine
aktarilmigtir. Mikro santrifiijde (KUBOTA 3500, Japan) 3000 RCF hizda 18 °C’de 15
dak. santrifiijlenmistir. Stipernatant ¢ikarilip hiicre topagi saf su ile yikanip ayni1 hizda
tekrar santrifiijlenmistir. Siipernatant ¢ikarildiktan sonra ependorf tiipler 7 saat
boyunca 60 °C’de etiivde (Memmert, Germany) kurutulmustur (Hosseinizand ve ark.,
2018). Sabit agirliga kadar kurutulan ornekler desikatorde oda sicakligina kadar
sogutulup 0.0001 g duyarli hassas terazide (Radwag AS 220/C/2, Poland) tartilmistir.

Kuru madde miktar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir.

(A—B)x 1000

Kuru agirlik (mg/L) = T p—— (3.1)
A Kabm agirlig1 + kuru tortu (mg)
B : Kabmilk agirligi (mg)

3.2.5 Fotosentetik Pigment Analizi

Biyomas tahmini i¢in klorofil-a (kl-a) analizi en iyi yontemlerden biridir. Bunun igin
her bir kiiltiir setinden 8 mL numune Whatman GF/F filtre kagidindan (0.7 pm, 47 mm
¢ap, Whatman, Maidstone, UK) vakum filtrasyon setinde siiziilmiistiir. Asiditenin
artmasini ve pigmentin zarar gérmesini onlemek amaciyla filtrasyon sirasinda 2 damla
% 1°1ik MgCOs soliisyonu eklenmistir. Filtreler analiz yapilincaya kadar kapakli 15
mL’lik santrifiij tiipiine alinip etrafi aliiminyum folyo ile sarilarak analiz yapilincaya
kadar derin dondurucuda muhafaza edilmistir. Analiz yapilacagi zaman tlizerine 10 mL
%9011k aseton eklenip tiiplerin kapaklari kapatilmis, tiipler siddetle ¢alkalanip 1siktan
korunmasi i¢in aliiminyum folyo ile sarildiktan sonra buzdolabinda (+4 °C) 24 saat
ekstraksiyon igin bekletilmistir. Tipler 3500 rpm’de +4 ©°C’de 10 dakika
santriijlendikten sonra siipernatant temiz bir kuvars kiivete dokiiliip analize hazir hale
getirilmistir. Bu igslemler yapilirken ortamdaki 1s181n oldukea diisiik olmasina dikkat
edilmistir. UV-VIS spektrofotometrede (Shimadzu UV-1800, Japan), her bir okuma
yapilmadan Once blank ile sifirlama yapildiktan sonra (%90’lik aseton),

siipernanatlarin 630, 645, 665 ve 750 nm’de absorbsiyon degerleri kaydedilmistir.
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Klorofil-a konsantrasyonu asagidaki esitlikten yararlanarak hesaplanmistir (Parsons
ve Strickland, 1963).

Klorofil-a (Kl-a) = 11.6 X ODsgs - 0.14 X ODs3o - 1.31 X ODeus (3.2)

3.3. Klorofil-a (ug/L) =Kl-axv/IxV (3.3)

3.4. Toplam karotenoit (ug/L) =[10 x (OD480 — 3 x OD750) x v] / V x |
(3.4)

v . Kullanilan asetonun hacmi (mL)
V . Filtre edilen su 6rnegi hacmi (L)
I . Kiivetten gecen 151k yolu uzunlugu (1 cm)

3.2.6 Hasat ve Kurutma

Kiilttirlerde logaritmik evrenin bitimi ve duraklama evresinin izlenmesi, klorofil-a ve
optik yogunluk degerlerine gore yapilmistir. Hasat islemi santrifiij teknigi ile
yapilmistir. Her bir deney setindeki kiiltiirler 50 mL falkon tiiplere alimip 15 dak.
boyunca 4000 rpm’de +18 °C’de santrifiijlenmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan
sonra dH20 ile iki kez yikama islemi yapilmistir. Hasat sonrasi elde edilen yas alg
pastas1 dnceden tartimlar1 kaydedilmis tiipler i¢inde tartilmistir. Bir sonraki onemli bir
adim olan biyokiitlenin kurutulmasi islemi i¢in Ordu Universitesi Merkezi Arastirma
Labaratuvari’ndaki liyofilizator (LABCONCO Freezone 12 Plus, 0.110 mBar, -85°C)
kullanilmistir. 28 saat boyunca sabit agirliga kadar kurutulan 6rnekler daha sonra
hassas terazide (RADWAG AS 220/C/2) tartilmistir. Lipit ekstraksiyonu yapilincaya
kadar kuru numuneler -20 °C’de muhafaza edilmistir. Numunelerin nem igerigi (%)
asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmigtir.

Nem icerigi (%) = [Myas ale — Mkuru aig] X100 / Myas alg (3.4)
M: Alg agirhg

3.2.7 Lipit Ekstraksiyonu ve Analiz Islemleri

3.2.7.1 Toplam Lipit Miktar1 Analizi

Lipit iireten mikroalglerden tam olarak yararlanmanin 6niindeki en 6nemli engellerden
biri, hiicre biyokiitlesinden elde edilen yagi1 basarili ve verimli bir sekilde ¢ikarma
kabiliyetidir. Toplam lipit degeri % kuru biyomas oranina gére hesaplanmistir. Lipit
ekstraksiyonu ve toplam lipit analizi i¢in Folch Metodu (Folch ve ark., 1957) modifiye
edilerek uygulanmistir. Hasat ve kurutma isleminin ardindan elde edilen kuru

maddeler porselen havanda doviiliip toz haline getirildikten sonra hassas terazide
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(Radwag AS 220/C/2) her bir gruptan 200 mg tartilarak cam siselere (boro 3.3) alinmig
ve lizerine 120 mL kloroform:methanol (2:1) karisimi eklenmistir. Daha sonra bu
karistm 30 dak. boyunca ultrasonik banyoda (Daihan WiseClean® WUC-AQO2H,
Daihan Scientific, S. Korea) hiicrelerin fiziksel olarak par¢alanmasi i¢in bekletilmistir.
Ekstraksiyonu siirdiirmek i¢in karisim +18 °C’de karanlik ortamda bulunan dijital
orbital ¢alkalayicida (SHO-2D, DAIHAN Scientific Co., Ltd., S. Korea) 30 dakika
boyunca 140 rpm’de calkalanmistir. Ardindan karistma 20 mL %0.73’lik NaCl
cozeltisi eklenip Whatman GF/F filtre kagidindan (1.5 pm, 47 mm ¢ap, Whatman,
Maidstone, UK) vakum filtrasyon seti kullanilarak kati partikiillerin ayrilmasi iglemi
yapilmistir. Filtrasyon sirasinda filtre kagidi ilizerine 1 g susuz sodium siilfat
(anhydrous NaSQyg) ilave edilmistir (Prommuak ve ark., 2012). Filtrasyon sonucu elde
edilen siizintii numunelerin faz ayriminin gergeklestirilmesi i¢in 3000 rpm’de 10 dak.
santrifiij edilmistir. Faz ayrimi1 gergeklesen numunelerin iist fazlart cam pastor
pipetleri kullanilarak dikkatlice ¢ekilmis ve uzaklagtirilmistir. Alt kloroform fazi
onceden 105°C’de 2 saat tutulan ve darasi alinan balon jojelerde toplanmistir. Balon
jojelerde toplanan kloroform-toplam yagdan ¢oziiciiyii uzaklastirmak igin evaporator
kullanilmistir (Heidolph rotay evaporator, Laborota 4000). Doner buharlastiricinin
sicakligi 60 °C, doniis hizi 150 rpm olarak ayarlanmistir. Balon iginde kalan
Kloroformun tamaminin ugurulmasi i¢in balon jojeler 60 °C’de 1 saat etiivde
tutulmustur. Ardindan balon jojeler hassas teraziye almnip ¢ikan ham lipit miktart
gravimetrik olarak Ol¢lilmiistiir. Toplam lipit (%) ve lipit prodiiktivitesi asagidaki

formiiller kullanilarak hesaplanmistir:

Toplam Lipit (TL, %) = [(Balon darasi + toplam lipit, g) — Balon darasi, g] x 100 /
Ornek miktari, g (3.5)

Lipit Prodiiktivitesi (LP, mg/L) = Lipit icerigi (%) x Kuru biyomas (mg/L) (3.6)

3.2.7.2 Yag Asitleri Kompozisyonunun Belirlenmesi

Lipitlerin yapisinda ¢esitli yag asitleri bulunur. Bu yag asitlerinin gaz kromatografi
cihazinda analizinin yapilabilmesi i¢in polar olmayan ugucu ve kararli yapiya sahip
olan metil esterleri gibi tiirevlerine donistiiriilmesi gerekir. Bu ¢alismada lipitler
igindeki yag asitlerini metil esteri tiirevlerine doniistiirmek igin AOAC 996.06 (1990)

yontemi kullanilmistir. Yag asitleri kompozisyonu Ordu Universitesi Merkezi
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Arastirma Laboratuvari’ndaki Gaz Kromatografi-Alev Iyonizasyon Dedektérii (GC-
FID, SHIMADZU GC-2010 Plus) kullanilarak belirlenmistir (Sekil 3.5). Kolon olarak
Teknokroma TR-CN 100 (100 m x 0.25 mm x 0.2 pm) kullanilmustir.

Yag asitleri analizi igin oncelikle numuneler hazirlanmistir. Deney setlerindeki ham
lipit 6rneklerinden 35 pL alinip bir viale aktarilmis, izerine 750 pL tiirevlendirici (0.5
g sodium metoksit, 80 mL metanol, 20 mL n-hekzan) ilave edilmistir. Karisim karanlik
bir ortamda 12 saat bekletildikten sonra tizerine 750 pL n-hekzan ilave edilip
calkalanmistir. Faz olugmasi igin 3 dak. beklenmis ve olusan iist fazdan 700 pL alinip

ayr1 bir viale aktarilmistir. GC analizi i¢in bu numune kullanilmigtir. GC-FID otomatik

ornekleyicisine (AOC-20i) 1 uL hacminde numune yerlestirilmistir. Standart olarak
Restek—-FAME MIX 37 kullanilmistir.

Sekil 3.5 GC-2010 Plus Gaz Kromograi Sistemi

3.2.8 istatiksel Analizler
Verilerin tanimlayici istatistiksel analizleri, gruplar arasindaki benzerlik/farklilik
analizleri i¢in SPSS ver. 22.0 (IBM Co., Armonk, NY, ABD) kullanilmistir. 0.05’ten

kiiciik p degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Deney periyodu boyunca farkl: kiiltiir ortamlarinda olgiilen pH degerlerinin zamana
bagl degisimi Sekil 4.1°de goriilmektedir. Zamana bagli olarak nano-Fe® eklentisinin
pH oraninda ¢ok degisiklige yol agmadigi, kontrol grubu ile birlikte dogru orantili

olarak bazik yone dogru degistigi, ancak glikoz eklenen gruplarda (G2 ve G3) bu

durumun tersi yoniinde kiiltiir ortaminin asitli§inin artmasma neden oldugu

gozlemlenmistir.
K Gl G2 G3
12
10
8
L6
4
2
0
0h 24 h 72h 120 h

Zaman (saat)

Sekil 4.1 Farkl Kiiltiir Ortamlarinda Zamana Bagli pH Degisimi

Chlorella sp.’nin biiyiime performansi ODego Ve OD720 nm’de dl¢iilmiistiir (Sekil 4.2).
Zamana bagli olarak alg kuru agirligi da OD gibi artis gostermistir (Sekil 4.3).
Mikroalg kiiltiirlerinin biiylimeleri gézlemlenirken yapilan 6lgiimlerde kontrol ve
G1’deki diizenli artis hiicrelerin bityiimesinden kaynaklidir. Ancak bununla birlikte 72
ve 120°nci saatlerde D-glikoz katilan G2 ve G3 deney setlerinde alg artiginin yani sira
fungal biiyiime de gozlenmis ve biyokiitlenin yiiksek ¢ikmasina dolayisiyla da optik
yogunlugun fazla dlgiilmesine neden olmustur. Glikozun fungal liremeye yol agmasi
ve mikroalglerin 5 giiniin sonunda durgunluk fazina gegmesiyle deney
sonuclandirilmistir. Tiim deney setleri 120 saatin sonunda (5 giin) tamamlanmis ve
hasat islemi yapilmistir. Optik yogunluk grafiklerinde de goriildiigii gibi, nano-Fe°

katilmis G1 setinde kontrol grubuna gore daha fazla biiyiime 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 4.2 680 nm ve 720 nm’de Chlorella sp.’nin Zamana Bagli Biiyiime Performansi
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Sekil 4.3 Kuru Agirlik ve Biyomasin Zamana Gore Degisimi a) Zamana
Bagli Kuru Agirlik Degisimi b) Biyomas Prodiiktivitesi

Ekim yapildiktan 24 saat sonra birbirine olduk¢a yakin olan kuru madde miktarlari
72’nci saatte belirgin sekilde li¢ grupta da kontrol gurubuna gore artis gostermistir.
Yalnizca nano-Fe® bulunan birinci grupta biyomas miktar1 kontrole nazaran iki kattan
fazla artis gdstermis ve ortamda yalnizca nano-Fe® bulunmasinin Chlorella sp. tiiriinde
biyokiitle artisin1 sagladig ortaya konulmustur. Hem nano-Fe® hem de glikoz bulunan
miksotrofik grupta (G2) ise bu artis dort kattan fazla, 120°nci saatte ise bu artis 4.5
kata yakin olmakla birlikte; heterotrofik grupta (G3) biyomas artisinin yine kontrol ve

ototrofik gruptan (G1) fazla oldugu goze ¢arpmaktadir. Kontrol ve G1’e kiyasla G2 ve
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G3’te kuru madde agirliginda yukar1 yonde degisime sebep olan durum ise ortamda

glikoz bulunmasinin fungal liremeye yol agmasindan kaynakli olabilecegidir.

Farkli deney setlerinde hiicre sayis1 ve fotosentetik pigment analizleri sonuglari

zamana baglh degisim gostermistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 Fotosentetik Pigment Miktarlarinin Zamana Gore Degisimi a) Zamana Bagh
Hiicre Biiyiimesi b-c) Zamana Bagli Klorofil-a Degisimi d-¢) Zamana Bagli
Toplam Karotenoid Miktar Degisimi
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Hiicre sayis1t zamana bagl olarak tiim gruplarda artis gostermistir. K grubu dogrusal
bir artig ¢izgisi gosterirken, G1 grubu 72°nci saatten sonra duraklama gostermistir. G2
grubunda ise 24 ila 72 arasinda hizla artmis ancak sonrasinda kuvvetle muhtemel
fungal {ireme sebebiyle azalmistir. G3 grubu ise G1’e benzer bir grafik gdsterse de

toplam hiicre sayis1 olarak ondan geride kalmistir.

Bu grafikler gostermektedir ki nano-Fe° katkismnin fotosentezi hizlandirdig: ve buna
miiteakip biyokiitle artisina sebep oldugudur. Ancak G2 ve G3’te ortamda bulunan
glikoz klorofil sentezlenmesini smirlandirmistir.  Besinci  giinde  Klorofil-a
konsantrasyonundaki azalmanin nedeni olarak, fungal {iremenin fotosentezi
smirlamas1 da olabilir. Ortamdaki glikozu fungal hiflerin de kullanmasi ve 15181
sinirlandirmas1  da  kiiltiiriin - erken duraklama fazina girmesine yol actig
diistiniilmektedir. G3’te ise (heterotrofik grup) isik olmamasina karsin klorofil-a
miktarinda bir miktar artma ve yine ikinci gruba benzer fungal ¢ogalma sebepli

ortamda bagka bir tiiketicinin bulunmasi kaynakli azaldig: diistintilmektedir.

Toplam karotenoid iiretiminde ise G1 (ototrofik grup) zamana bagli olarak diger
gruplara nazaran en yiiksek tiretimi gergeklestirmistir. G2 ve G3 setlerinde ise 72’nci
saatten sonra toplam karoteniod iiretiminde azalma egilimi gozlemlenmistir. Yukarida
da deginildigi iizere, sadece nano-Fe® katilan grupta fotosentezin hizlanmasi, toplam

karotenoit iiretiminin de artmasina yol agmustir.

120 saat sonunda hasattan elde edilen K, G1, G2 ve G3 Chlorella sp. alg pastasinin
ortalama yas agirliklari sirasiyla 1.74 g/L, 2.03 g/L, 8.8 g/L ve 5.6 g/L; kuru agirliklar
ise sirasiyla 0.3 g/L, 0.33 g/L, 0.782 ve 0.916 g/L olarak ol¢tilmiistiir. Kiiltiirlerin %
nem igerigi de sirasiyla %82.8, %83.7, %91.1 ve %83.6 olarak hesaplanmustir.

Deney setlerinde analizleri yapilan bazi parametrelerin sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirilmis ve Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

ODeggonm Ve OD720nm Olglim sonuglarina gore gruplar arasinda istatiksel olarak bir
farklilik goriilmemistir (ODegonm: 0.794, p>0.05, OD720nm: 0.523, p>0.05). pH
Olctimlerinde K ile G1 birbirine benzer, G2 ile G3 birbirine benzerdir ve istatistiksel

acidan 6nemli oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
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Cizelge 4.1. SPSS Istatistiksel Analiz Sonuglar1 (Duncan’a gére)

Klorofil-a Toplam Kuru pH Yas Agirhk Kuru Agirhik
(Ort+S.H.) Karetenoid Madde

Kontrol ~ 3.11:1.112b 3.062° 250.00°  8.80° 1.542 0.24?
G1 4.97+1.412 4.26° 383.33*  9.01° 2.08° 0.322b
G2 0.78+0.18" 1.84be 900.00°  6.71° 8.31b 0.78¢
G3 0.33+0.16° 0.89¢ 666.67°  6.76° 4.27¢ 0.72b¢

» Aym siitunda farkl st karakterlerle ifade edilen gruplar istatistiksel olarak birbirinden
farklidir (p<0,05).

Yas agirlikta K ile G1 birbirlerine benzerken, G2 ile G3 bunlardan farkli ve istatiksel
acidan 6nemli oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Kuru madde degisiminin istatiksel
agidan onemsiz oldugu goriilmiistiir. Fotosentetik pigment klorofil-a’da ise G2 ile G3,
K ile G1 ve K ile G2 birbirlerine benzerken, toplam karetanoid miktarinda ise K ile
Gl1, G2 ile G3 ve K ile G2’nin benzer ve istatiksel agidan 6nemli oldugu tespit
edilmistir (p<0.05).

Deney setlerindeki lipit igerigi (% kuru agirhik) K, G1, G2 ve G3’te sirasiyla 31.5,
35.5, 95.1 ve 93.3 olarak hesaplanmistir. Lipit prodiiktivitesi ise sirasiyla 19, 23, 149
ve 171 mg/L/giin’diir. Miksotrofik ve heterotrofik gruplarin lipit iiretiminin ototrofik
gruplardan ytiksek oldugu goriilmektedir. Lipit tiretimi ve yiizde lipit icerikleri kontrol
grubuna nazaran G1’de kismen de olsa artis gosterirken G2 ve G3’te kayda deger bir
artig sergilemistir. Giinliik lipit {iretiminin nano-Fe® eKlentisiyle az da olsa artt131, buna
ilaveten glikoz eklenmesiyle 151kl (G2) ortamda 8, 1s51ksiz (G3) ortamda ise 9 kata
yakin arttig1 goriilmiistiir (Sekil 4.5).

Yapilan benzer caligmalarda ototrofik kosullarda biiylime ve lipit veriminin
miksotrofik ve heterotrofik kosullardan diisiik kaydedildigi bildirilmistir (Liang ve
ark., 2009; Heredia-Arroyo ve ark., 2010). Mata ve arkadaslarinin (2010) biyodizel
tiretiminde en yaygin kullanilan bazi alg tiirlerinin lipit icerigi ve lipit verimlerini
inceledikleri calismasinda, lipit igeriklerinin %20-50 arasinda degistigini

bildirmislerdir. Caligmamizda G2 ve G3’te %90 1n {izerindeki yiiksek lipit iceriginin
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nanopartikiiliin yanisira C kaynagi olarak glikozun etkisinin ve bu kiiltiir ortamlarinda

fungal bliylimenin katkisinin oldugu diisiiniilmektedir.
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K G1 G2 G3

% Lipit icerigi = Lipit liretimi (mg/L/giin)
Sekil 4.5 Lipit icerigi (%) ve Lipit Uretimi

Deneyler 120 saatin sonunda sonlandirildiktan sonra kuru biyokiitleden ham yag
ekstrakte edilmistir. Ham yaglar metil esterlerine doniistiiriildiikten sonra GC-FID
cihazinda yag asitleri kompozisyonu tespit edilmistir. Chlorella sp. yag asiti bilesimi
doymus yag asitleri (SFA), tekli doymamais yag asitleri (MUFA) ve ¢oklu doymamis
yag asitleri (PUFA) dahil toplam 13 farkli yag asitinden olugsmustur (Cizelge 4.2).
Farkli kiiltiir ortamlarinda yetistirilen Chlorella sp. hiicrelerinden elde edilen lipitlerin
transesterifikasyon sonucu elde edilen yag asiti metil esterlerinden C16 ve C18 karbon
numaralarinca zengindir. C16 ve C18 yag asitleri degerleri (% alan olarak) sirasiyla
20.83 1la 25.37 ve 73.01 i1la 78.1 araliginda kaydedilmistir. C16 en yiiksek G2’de, C18
en yiikksek G1’de olciilmistiir. Heterotrofik kiiltiir SFA ile MUFA bakimindan,
ototrofik kiiltlir ise PUFA bakimindan zengindir (Sekil 4.5).

GC-FID analiz sonuglarina gore deney setlerinin yag asitleri kompozisyonu (% alan
olarak) Cizelge 4.2°de gosterilmistir. Buna gore kontrol grubuna kiyasla degisimlerin

kaliteli biyoyakit eldesi i¢in umut vaat edici oldugu diistiniilmektedir.
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Cizelge 4.2 Farkl: Kiiltiir Ortamlarinda Chlorella Sp.’nin Yag Asiti Kompozisyonu

Yag asitleri K Gl G2 G3
C12:0 nd nd 0.092 nd
C14:.0 nd nd 0.2 0.197
C16:0 21.251 20.297 25.17 22.97
C16:1 0.732 0.53 0.197 0.304
C17:1 0.462 0.81 0.201 0.205
C18:0 14.649 14.153 12.979 19.609
C18:1n9c 14.657 15.737 33.339 34.538
C18:2n6¢c 18.502 19.145 21.616 18.641
C18:3n6 29.414 29.065 5.076 1.93
C20:0 nd 0.263 0.487 0.818
C21:.0 0.157 nd nd nd
C22:0 0.175 nd 0.321 0.442
C24:0 nd nd 0.322 0.346
SFA 36.232 34.713 38.671 44,382
MUFA 15.851 17.077 33.737 35.047
PUFA 47.916 48.21 26.692 20.571

Biyodizel ¢ogunlukla 16 ile 18 C atomu igeren yag asit esterleri karigimidir.
Calismamizda % alan olarak bu karbon numarali yag asitlerinin fazlaligi yenilebilir
enerji kaynagi olarak, Turnasuyu Cayi’ndan izole edilen dogal sus Chlorella sp.
tiiriiniin biyodizel tiretiminde kullanilabilecek biyokaynak olarak énemli bir potansiyel

oldugunu gostermektedir.

uSFA mMUFA =PUFA

G3
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G1

Sekil 4.6 SFA, MUFA, ve PUFA’nin karsilastiriimasi



Gliniimiizde kiiresel 1sinmayla birlikte yenilebilir enerji kaynaklarma yonelim hizla
tesvik edilmektedir. Kiiresel biyoenerji arastirmalarinda ise mikroalglere dayali
biyoyakit tiretimi oldukg¢a dikkat ¢cekmektedir. Birgok calismada da belirtildigi iizere,
mikroalgler bircok tarim iirliniinden daha fazla yag icerigine sahip oldugu igin
alternatif biyoyakit tiretiminde olduk¢a 6nemli bir potansiyele sahiptir. Besin eksikligi
ya da farkli stress kosullarinda iiretildiklerinde ise lipit igerigi arttirilabilmektedir.
Ornegin, en uygun kosullarda %90 oraninda lipit biriktiren algler vardur.
Mikroalglerde genellikle lipitler triagilgliserol formunda olup C16-18 yag asitlerince
zengindirler. Mikroalglerin lipit igerigi ve verimi ise siirdiiriilebilir ve yenilenebilir

enerji acisindan oldukca 6nemlidir.

Fotoototrofi, heterotrofi ve miksotrofi yoluyla biiyiime igin ii¢ beslenme modu
gelistirmis olan mikroalgler, ayn1 zamanda yasam ortamlarina uygun olarak beslenme
modlarin1 degistirebilecek kapasiteye sahip 6zel bir gruptur. Pek ¢ok mikroalg asiri
hizl1 biiyiir ve bu nedenle tarla bazli iirlinlerden ¢ok daha verimlidir ve yag asitleri
icerigi baz1 alg tiirlerinde % 60-70 kuru agirlik kadar olabilir (Hu ve ark., 2008).
Bununla birlikte, lipidlerin birikmesine neden olan biyolojik tetikleyiciler hakkinda
hala pek bir sey bilinmemektedir, Ozellikle, yag biyosentezini ve mikroalgde
depolamay1 kontrol eden diizenleyici mekanizmalarin anlasilmasi oldukga sinirlidir

(Fan ve ark., 2014).

Chlorella gibi fotosentetik mikroalgler, besinsel yaglar ve biyoyakitlar icin hammadde
gorevi gorlirken, heterotrofik yetistirme biiylime oranlarii arttirabilir, yiiksek hiicre
yogunluklarim1 destekleyebilir ve triacilgliserol (TAG) lipid igerigini artirabilir.
Bununla birlikte, bu tiirler fotoototrofik ve heterotrofik &zelliklerine gore onemli
ol¢iide farklilik gosterirler. Cogu tatli su yesil algleri karakteristik ve tipik olarak C16
ile C18 yag asitleri ile doymamis yag asitleri bakimindan zengin olup, tiim Chlorella
tiirleri toplam yag oranlarin1 ve TAG seviyelerini heterotrofik ortamda arttirmaktadir

(Rosenberg ve ark., 2014).

Mevcut ¢alismamizda da gorildigi iizere, % alan olarak tiim Chlorella sp. kiiltiir
setlerinde en fazla C18 yag asitleri elde edilmistir (Cizelge 4.2). En yiiksek C18 yag
asitleri nano-Fe® katilmis fotoototrofik grupta (%78.1) kaydedilmistir. Sonra sirasiyla
kontrol (%77.22), heterotrofik (%74.72) ve miksotrofik grup (%73.01) gelmistir. C16
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yag asitleri ise en yiliksek miksotrofik (%25.37), sonrasinda sirayla heterotrofik
(%23.27), kontrol (%21.98) ve fotoototrofik grupta (%20.83) kaydedilmistir.
Doymamis yag asitlerine bakildiginda (MUFA+PUFA), en yiiksek deger nano-Fe°
katilmis fotoototrofik grupta elde edilmistir (%65.29). Kontrol, miksotrofik ve
heterotrofik gruplarda sirasiyla bu oran %63.77, %60.429 ve %55.618’dir.

Biyodizelin 6zellikleri yag asitlerinin kompozisyonuna baghdir. Biyodizel yakitinin
Ozellikleri, her bir yag esterinin; zincir uzunlugu, doymamislik derecesi ve zincir
dallanmas1 gibi oOzelliklerinin ve yapisinin sonucudur. Yag asiti esterleri bu
parametreleri, setan sayisi, yanma 1sis1, soguk akis viskozitesi ve egzoz emisyonlarini
etkiler. Mikroalglerden elde edilen biyodizel; yenilenebilirlilik, emisyon azaltma ve
ekonomi agisindan potansiyel bir yakit olarak kabul edilir ve mevcut teknolojiye

uyarlanabilir (Al-lwayzy ve ark., 2014).

Mikroalgal biyokiitlenin biyodizele doniistiiriilmesi tek sorumluluk degildir. Gelismis
biyoyakitin geleneksel dizelin alternatifi olarak uygunluk kontrolii yapilmalidir. Bu,
biyodizelin 6nemli termo-fiziksel 6zelliklerini 6l¢erek ve ASTMD 675 veya EN 14214
gibi uluslararas: standartlarla karsilastirilarak kontrol edilir. Bu standartlarin amaci,
ulasim yakiti olarak ekonomik ve g¢evre dostu biyodizel kullanimini garanti altina

almaktir (Deshmukh ve ark., 2019).

Buradan yola ¢ikarak mikroalgal biyokiitlenin yaglarindan elde edilen yag asiti metil
esterlerinin kisaca biyodizelin ticari anlamda kullanilmasi isteniyorsa ve petrol bazli
biyodizelin yerini almast umut ediliyorsa verimli ve Kkaliteli bir yakit olmasi
gerekmektedir. Biyodizelin petrol bazli biyodizele alternatif olabilmesi i¢in dncelikle
diinyaca kabul gormiis standartlar1 yakalamasi gereklidir. Bu yakitlar arasindaki kalite
farklarin1 6lgmek adina gesitli parametler (Setan sayisi, viskozite, kalorifik deger vb.)
bulunmaktadir. Bu noktada ise yag igerigindeki yag asitlerinin miktarlari, karbon
sayllar1 ve tiirleri (doymus veya doymamis yag asitleri) devreye girmektedir.
Biyokiitleden elde edilen yag iceriklerinin ¢evresel faktorlerle degistirilebilecegi hem
kaynak taramalarimizda hem de deneylerimiz sonucunda gériilmiistiir. Ornegin, nano-
Fe? katilmus fotoototrofik kiiltiir hem C18 yag asitleri hem de doymamus yag asitlerince
zengindir. Bu da biyodizel tretimi i¢in Chlorella sp.’nin kullanilabilecegini

gostermektedir.
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Setan sayis1 ismi dizel yakitla birlikte anilir. Avrupa’da gecerli olan EN590 standart
icinde setan sayisinin 51°den yukarida olmas1 gerektigi goriilmektedir. Setan sayis1 bir
dizel yakitin tutugsma kalitesinin ifadesidir. Setan sayisi yiiksek olan yakitin tutusma
kalitesi yiiksek demektir (Ocal, 2007). Dolayisiyla, daha yiiksek hacimli ortamlarda
yapilacak olan mevcut calismamizdan elde edilecek olan biyodizelin bu analizlerinin
yapilip yakit kalitesinin belirlenmesi ve standartlarla uygunlugunun karsilagtirilmasi

gerekir.

Biyodizel cogunlukla 16 ile 18 karbon atomu igeren yag asit esterleri karigimidir. Yag
asiti icerisinde bulunan karbon atomlarinin sayisi ve tiirleri (doymus yag asitleri, tekli
doymamisg yag asitleri ve coklu doymamais yag asitleri) biyodizelin 6zelliklerini kontol
eden baslica faktorlerdir. Tek tek yag asiti metil esterleri goz niine alindiginda, setan
sayisi, erime noktasi, kaynama noktast, kalorifik deger ve vizkozite gibi 6zellikleri yag
asitlerinin zincir uzunlugu ile birlikte artan egilim gostermektedir. Sadece bir tiir yag
asitinin yilizdesinin yiiksek olmasi (yani doymus, tekli doymamis veya coklu
doymamus yag asitleri) iyi bir biyodizel eldesi igin cazip degildir. Ideal olarak uzun
zincirli doymus yag asitleri ile kisa zincirli tekli doymamis ve ¢oklu doymamis yag
asitlerinin iyi bir karisimi olmalidir. Bu 6zelliklerinin bazilarinin motor performansi
ve emisyon karakteristigi gibi etkileri géz Oniine alindiginda biyodizelde sadece
doymus veya sadece ¢coklu doymamis yag asitlerinin bulunmasi bu olumsuz etkisiyle
u¢ sinir degerlere yol agacagindan arzu edilmez (Deshmukh ve ark., 2019).
Caligmamizda tiim kiiltiir setlerinde en fazla bulunan doymus yag asiti (SFA) palmitik
asittir (C16:0); en yiiksek miksotrofik grupta (%25.17), sonra sirastyla heterotrofik
(%22.97), kontrol (21.25) ve fotoototrofik (%20.30) gruplarda bulunmustur. Tekli
doymamis yag asiti (MUFA) olan oleik asit (C18:1n9c) tiim kiiltiir setlerinde en fazla
bulunan yag asitidir. En yliksek deger heterotrofik grupta kaydedilmistir (%34.54). Bu
yag asiti miksotrofik grupta %33.34, ototrofik grupta %15.74 ve kontrol grubunda
%14.66 oraninda alan kaplamistir. Coklu doymamis yag asitlerinden (PUFA) ise
linolenik asit (C18:3n6) ile linoleik asit (C18:2n6c¢) en yiiksek olgiilen yag asitleridir.
Linolenik asit en yiiksek kontrol (%29.42) ve fotoototrofik (%29.07), linoleik asit ise
en yiiksek miksotrofik (%21.62) ve heterotrofik (%18.64) gruplarda kaydedilmistir.

Calismamizda, nano-Fe® partikiiliiniin ototrof, heterotrof ve miksotrofik kiiltiirde

yetistirilen Chlorella sp. tizerindeki etkisi biyomas 6l¢iim metotlar1 ve yag icerigi
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kompozisyonu analizi ile belirlenmis ve sonuglar her bir kiiltiir grubunun yukarida da
aciklandigr gibi biyodizel tiretimi i¢in etkili yag asitlerini icerdigi tespit edilmistir.
Dolayisiyla, dogadan izole edilen bu tiiriin biyoyakit olarak degerlendirilebilme
potansiyeli ortaya konulmaktadir. Sekil 4.6’da major ve Sekil 4.7°de minor yag

asitlerinin dagilimi goriilmektedir.
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Sekil 4.7 Farkli Deney Gruplarinda Major Yag Asitlerinin Dagilimi

Genel olarak yag asidi karbon zincirindeki arti, daha fazla miktarda CO, yanmamis
hidrokarbon ve duman emisyonuna neden olur. Ancak, NOx emisyonlar1 azaltilmistir.
Parcacik halindeki emisyonlar, daha yiliksek zincirli yag asiti ester molekiilleri
icerdikce ¢ok sayida ¢ekirdeklenme modu (5 ila 40 nm capinda) pargaciklar igerir.
Dizel yakit biyodizele kiyasla ¢ok sayida birikim modu partikiilii nedeniyle daha
yiiksek toplam partikiil emisyon kiitlesi yayar. Doymus ve doymamis yag asitleri
bilesiminin belirli bir mikroalg sinifi arasinda bile biiytik 6l¢iide degistigi agiktir. C16
serisi yag asiti esas olarak doymus yag asidi (palmitik asit, C16:0) formunda bulunur
ve az sayida tiirde palmitik asit yiizdesi %50 seviyelerine kadar bulunur. Oysa C18
serisi temel olarak doymamis formda bulunur (C18:1, C18:2 ve C18:3). Bazi tiirlerde,
oleik asit igerigi %60’a kadar bile bulunabilir (Deshmukh ve ark., 2019).

Calismamizda en yiiksek oleik asit icerigi nano-Fe® ve glikoz katilmis heterotrofik ve
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miksotrofik ortamlarda yetistirilen Chlorella sp. kiiltiirlerinde kaydedilmistir (%34.54
ve %33.34). Ototrofik kiiltiirlerde oleik asit igerigi %15 civarindadir.

Deshmukh ve ark. (2019)’na gore mikroalglerde linolenik asitin daha yiiksek olmasi,
mikroalgal biyodizelin ana sinirlayici parametresidir. Ozelliklerin bazilari, ¢ok yiiksek
miktarda c¢oklu doymamis yag asitlerinden dolay1 verilen standartlarin getirdigi
sinirlamalart karsilamayabilir. Bu nedenle, mikroalgler biyodizel yakit iiretmek igin
yiiksek potansiyele sahip olsa da, diistik kalite sunabilmesi dizel motor yakit1 olarak
kullanilmasinda bir barikat gorevi olusturabilir. Buna istinaden yaptigimiz deneyler
sonucunda Cizelge 4.2’de gorildigi gibi, GC-FID yag asiti analizlerinde kontrol ve
fotoototrofik gruplarda %29 oranlarindaki linolenik asit icerigi kaynak taramalariyla
ortiismekte ve en yiiksek ylizdeye sahip yag asiti olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ancak
ortama nano-Fe® ve glikoz katilmasi biyodizel yakit kalitesinde smirlayici olan
linolenik asitin %5’e (miksotrofik grupta), heterortofik grupta ise 1s18in kesilmesiyle
birlikte %2’ye diistigli goriilmektedir. G2 ve G3’te biyodizel kalitesinde sinirlayici
parametre olarak karsimiza ¢ikan ve biyodizel Avrupa standarti EN 14214 (yag asiti
metil esterleri) kapsaminda linolenik asit esterlerinin maksimum %212 olarak
belirlenmis limitin oldukga altindadir. Bununla birlikte kontrol ve diger gruplar
karsilastirildiginda, nano-Fe® eklentisinin palmitik asit metil esterinde biiyiik 6lgiilerde
degisim yaratmamasi sebebiyle kaliteli biyodizel eldesi agisindan uzun zincirli

doymus yag asiti dengesinin korundugu diisiiniilmektedir.

Lin ve Lin (2012)’e gore yag asitleri %38.91 oleik asit (C18:1), %25.38 linoleik asit
(C18:2) ve %22.31 palmitik asit (C16:0) igeren biyodizel, yiiksek asit yagindan elde
edilen biyodizel olarak anilmaktadir. Deneylerimiz sonucunda yapilan yag asitleri
analizlerine gore G2 (miksotrofik) ve G3 (heterotrofik) oleik asit, linoleik asit ve
palmitik asit oranlarmm yiiksekligi ve genel konsantrasyonun 3/4’{ini
olusturdugundan yiiksek asitli yag olarak tanimlanabilecegi diisiiniilmektedir.
Deneylerimiz sonrasinda ¢ikan sonuglara gére doymamis yag asiti igerikleri G2 ve

G3’te oldukga fazladir.
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Sekil 4.8 Farkli Deney Gruplarinda Mindr Yag Asitlerinin Dagilimi

Yine, Lin ve Lin (2012) ¢alismalarinda yiiksek asitli yagdan elde edilen biyodizelde,
doymus yag asiti igeriginin siiperkritik metanol transesterifikasyonu sonucunda
yaklagik %82 oraninda arttigini belirtmislerdir. Bu da doymus yag asiti igeriginin
artmasinin yakitta yiiksek oksidatif ve termal kararlilia neden olacagini ve lipit
karakteristiklerinin daha yavas bir bozulma oranina yol agacagini belirtmislerdir. Atik
yagdan elde edilen biyodizeldeki gogunluk olan yag asiti ¢esitleri ise oleik asit, linoleik

asit ve palmitik asit olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Buradan hareketle, deneylerimiz sonucunda yag asitlerine bakarak G2 ve G3’te yag
asit dagilimlarinin diinya genelinde kullanimi yaygin olan atik yagdan biyodizel
yakitmin yag asit parametrelerine yakin oldugu goriilmektedir. Bu da nano-Fe® ve
glikoz ilave edilmis Chlorella sp. miksotrofik ve heterotrofik gruplarin yag asit
igeriklerinin biyodizel iiretiminde kullanilmasinin daha uygun oldugu kanaatine yol

acgmaktadir.

Yiiksek asit yagindan elde edilen biyodizel en 1yi termal ve oksidatif kararliliga sahip
olmasina ilaveten, yiiksek sicakliktaki ortamlarda veya uzun siireli yakit depolamada
bozulmay1 geciktirir. Yakitin diisiik damitma sicakligi genel olarak agir bilesikleri az
icermesi anlamina gelir ve bu da daha uzun atesleme gecikmesi ile motor vuruntu

seviyesinin de yukari ¢ekilmesine yol agar. Damitma sicakligi sivi yakitta hafif ve agir
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kimyasal bilesiklerin uguculugunun ve dagilimimnin ana gostergelerinden biridir. (Lin
ve Lin, 2012). G2 ve G3 yiiksek asitli olarak degerlendirildiginde; termal ve oksidatif
kararliliginin yaninda, uzun siireli depolamada bozulmay: geciktirebilmesi sebebiyle
de umut vaat etmektedir. Ayrica yiiksek asitli yagdan elde edilen biyodizelde daha
uzun atesleme gecikmesi ile motor vuruntu seviyesinin de yukari cekilebilecegi

anlamin1 dogurmaktadir.

Knothe (2005) oleik asit (C18:1) gibi daha yiiksek miktarda tekli doymamais yag asiti
iceren biyodizelin genellikle daha yiiksek bir damitma sicakligina sahip oldugunu
bulmustur. Yapilan deneylerimiz sonucunda, kontrol grubumuzdaki %14.66 olan oleik
asit miktari, sirasiyla G1’de %15.74’e, G2’de %33.34°e ve nihayet G3’te ise %34.54
seviyesine ¢ikmistir. Bu da kanaatimizce oleik asitin kontrol grubuna kiyasla
miksotrofik (G2) ve heterotrofik (G3) gruptaki iki kattan fazla artisi damitma

sicakliginin da yukar ¢ekilebilecegi sonucunu dogurmaktadir.

Viskozite sivi yakitta direkt olarak atomizasyon, akiskanlik, carpma mesafesi ve
yanma efektifligiyle ilgilidir. Biyodizel genel olarak petrol bazli dizelden daha az
viskoziteye sahiptir. Yiiksek asitli yagdan elde edilen biyodizel ana igerik olarak uzun
karbon zincirli ve yiiksek molekiil agirlikli trigliseritlerden olustugundan bu durumu

tersine gevirmemistir (Lin ve Lin, 2012).
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5. SONUC ve ONERILER

Giliniimiizde kullanilan enerji kaynaklarinin ¢ogunlugunu fosil enerji kaynaklar
olusturmaktadir. Bu kaynaklarin tiikenebilir olmasi ve dogaya verdigi zararlar
nedeniyle diinya genelinde yenilenebilir enerji kaynaklarina egilim baglamistir. Birinci
ve ikinci nesil yakitlar, 6zellikle fosil yakitlar yenilenebilir degildir. Bunun yaninda,
cevre ve insan iizerinde, gida giivenligi gibi konularda olumsuz etkileri vardir. ikinci
nesil yakitlarin iiretimi i¢in de genis tarim arazilerine olan ihtiya¢ vb. nedenlerden
dolay1, hem avantajli hem de yenilenebilir olmasi bakimindan {i¢iincii nesil olarak
tanimlanan alg biyokiitlelerden enerji kaynagi olarak yararlanmak gliniimiiziin en
popliler konularindandir. Mikroalgler yiiksek yag icerigine sahip olduklar igin,
biyoyakit iiretimi agisindan onemli bir alternatif olarak goriilmektedir. Dolayisiyla,
yenilenebilir biyokiitle enerji kaynagi olarak onemli bir potansiyele sahiptir. Bu
kapsamda, biyodizel potansiyelini aragtirmak i¢in Turnasuyu Cayi’ndan (Ordu) izole
edip s1vi kiiltiir ortaminda farkli kosullarda ¢ogalttigimiz mikroalglerden Chlorella sp.
tiirlinlin yag asiti kompozisyonu incelenmis ve sonuclar karsilagtirilmistir. Gelisme
periyodu izlenerek 120 saat siiren deney sonucunda farkli kiiltiir ortamlarindan hasat
edilen mikroalgin yag asiti metil esterleri kompozisyonu incelendiginde; SFA, MUFA
ve PUFA dahil toplam 13 yag asitinden olustugu tespit edilmistir. Chlorella sp. tliriiniin
Cl16 ve CI18 yag asitleri bakimindan zengin oldugu gorilmiistir. Bu karbon
atomlarinca zengin olmasi ilgili mikroalgin biyodizel iiretimi i¢in kullanilabilecek
tiirlerden oldugunu gostermektedir. Calismamizda % alan olarak C16 ce C18 yag
asitleri degerleri sirasiyla 20.83 ila 25.37 ve 73.01 ila 78.1 araliginda kaydedilmistir.
C16 en yiiksek miksotrofik kosullarda, C18 en yiiksek ototrofik kosullarda elde
edilmistir. Heterotrofik kiiltiir SFA ile MUFA bakimindan, ototrofik kiiltiir ise PUFA

bakimindan zengindir.

Calismamizda farkli kiiltiir gruplarinda en fazla bulunan doymus yag asiti palmitik asit
olup, en yiiksek miksotrofik grupta (G2, %25.17), sonra sirastyla heterotrofik (G3,
%22.97), kontrol (K, 21.25) ve fotoototrofik (G1, %20.30) gruplarda kaydedilmistir.
Oleik asit (tekli doymamuis yag asiti) tiim kiiltiir setlerinde en fazla bulunan yag asitidir.
En yiiksek deger heterotrofik (%34.54) ve miksotrofik (%33.34) grupta
kaydedilmistir. Ototrofik ve kontrol grubunda ise sirasiyla, %15.74 ve %14.66

oraninda alan kaplamistir. Chlorella sp. kiiltiirlerinde en yiiksek olgiilen ¢oklu
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doymamis yag asitleri linolenik asit ile linoleik asittir. Linolenik asit en yiiksek kontrol
(%29.42) ve fotoototrofik (%29.07), linoleik asit ise en yiiksek miksotrofik (%21.62)
ve heterotrofik (%18.64) gruplarda kaydedilmistir.

Analiz sonuglarina gore, farkli kiiltiir kosullarinda Chlorella sp. yag asitleri
kompozisyonuna bakarak miksotrofik ve heterotrofik gruplarin yag asit dagilimlarinin
diinya genelinde kullanimi yaygin olan atik yagdan biyodizel yakitinin yag asit
parametrelerine yakin oldugu goriilmektedir. Bu da nano-Fe0 ve glikoz ilave edilmis
Chlorella sp. miksotrofik ve heterotrofik gruplarinin yag asit igeriklerinin biyodizel

tiretiminde kullanilmasinin daha uygun oldugunu gostermektedir.

Calisma sonucu, Turnasuyu Cayi’ndan izole edilen dogal sus Chlorella sp. tiirliniin
biyodizel iiretiminde kullanilabilecek biyokaynak oldugu gosterilmistir. Alg kiiltiir
ortaminda nanopartikiil (nano-Fe0) kullanmanin 6zellikle C18 yag asitleri ile PUFA
icerigini zenginlestirdigi, nanopartikiil ile glikozun birlikte kullanilmast durumunda

ise SFA ve MUFA bakimindan zenginlestigi tespit edilmistir.

Bundan sonra yapilacak arastirmalarda, ¢alismamizda dogal tiir olarak sectigimiz
Chlorella sp.’nin molekiiler analizi yapilip tiirli belirlendikten sonra, diger
mikroalglerle performansi karsilastirilip, farkli kiiltiir kosullarinda veya farkli stress

altinda lipit icerigi, verimliligi ve yag asitleri kompozisyonu degerlendirilebilir.

Mikroalglerden ticari boyut biyodizel iiretiminde hasat ile birlikte yag cikarimi ve
transesterifikasyon konulari1 halen daha iizerinde calisilmasi gereken noktalardir.
Mikroalgal biyokiitlenin  hasati, kurutulmasi, yagmin ¢ikartilip biyoyakita
dontstiiriilmesi maliyetli islemler olarak karsimiza ¢ikabilmektedir. Bu maliyetlerin
diisiiriilmesi i¢in biyokiitlenin hasati ve algal pastadan direkt yag ¢ikarimina istinaden
transesterifikasyonu halen iizerinde ¢aligilmasi gereken diger konular olarak karsimiza
cikmaktadir. Mikroalglerden elde edilen yaglarin tasitlarda %100 yag asiti metil esteri
yakiti olarak kullanimindan ziyade petrol bazli dizele katilmasiyla kullanilmas1 daha
uygun olacaktir. Keza buna istinaden 16 Haziran 2017 tarihinde Resmi Gazete’de
30098 say1 ile yayinlanan ve 1 Ocak 2018 tarihinde yiiriirliige giren “Motorin Tiirlerine
Biodizel Harmanlanmas1 Hakkinda Teblig” igeriginde belirtildigi gibi ilgili tarihten
sonra, dagitici lisansi sahipleri tarafindan bir takvim yili igerisinde sattiklart motorinin

toplamina en az %0.05 (v/v) oraninda yerli tarim iiriinlerinden ve/veya atik yaglardan
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tiretilmis biyodizelin hamanlanmis olmasi zorunlu hale getirilmistir. Bu noktada
tilkemizin disa bagimlili§inin azaltilmasi adina biyodizel iiretim faaliyeti gelecek vaat
eden bir firsat kapisi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Mikroalglerden biyodizel iiretim
kapasitesi diger yag bitkileriyle karsilastirildiginda birim alandan en yiiksek yagi
almak ise diger bir firsat kapisidir. Mikroalg iiretimi; {ilkemizdeki su potansiyeli,
belediyelerin mevcut su aritim tesisleri, gida isleme atiklari, hayvan ve belediye
atiksular1 gibi yerlerde tiretim yapilabilme potansiyeli, lilkemizin iklim sartlarinin
uygunlugu, olas1 yatirim kapsaminda yatirimin en az %50’sinin geri 6demesiz devlet
destegi kapsaminda olmas1 (Tarim ve Kirsal Kalkinmay1 Destekleme Kurumu) gibi
konular birlikte ele alindiginda ¢ok biiylik umut vaat eden bir yol olarak karsimiza

¢ikmaktadir.
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