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OZET

Chlorella vulgaris’de Biyodizel Hammaddesi Uretimi Uzerine Borlu Bilesiklerin

Etkilerinin Degerlendirilmesi

Feyzullah YILMAZ
Yiisek Lisans Tezi, Nanobilim ve Nanomiihendislik Anabilim Dali,
Nanobilim ve Nanomiihendislik Programi
Danisman: Dog. Dr. Turgay CAKMAK
Aralik 2019 34 Sayfa.

Bor (B) biitiin bitkisel organizmalarin biiyiime ve gelisimi i¢in gerekli bir elementtir. Bu tez
calismasinda, ¢esitli borlu bilesiklerin (Borik asit, Kolemanit ve Uleksit) Chlorella vulgaris’in
bliylime ve biyodizel hammaddesi olarak kullanilan triagilgliserol (TAG) {iretimi iizerine
etkileri incelenmistir. Bununla birlikte biiylimede en az baskilanma ile nétral lipid igeriginde
en fazla artisin kaydedildigi B konsantrasyonlar1 belirlenerek B elementinin ve borlu
bilesiklerin  mikroalglerden biyodizel hammaddesi tretiminde kullanilabilirliginin
tanimlanmas1 hedeflenmistir.

Bu amagla, C.vulgaris igerisinde artan yogunluklarda borlu bilesiklerin bulundugu biiyiitme
ortaminda kiiltiire alinmis ve 30 giinliik inkiibasyon siiresince mikroalglerin biiyiime, toplam
lipit, notral lipit, TAG, Yag asidi metil ester (YAME) igerikleri ile toplam klorofil, karotenoid,
protein ve karbohidrat igerikleri de belirlenmistir.

C.vulgaris’in biiylime ortamina artan konsantrasyonda borlu bilesikler uygulandiginda TAG
iiretimi artmis, yag asidi metil ester icerigindeki ¢oklu doymamis yag asidi oraninda da azalma
kaydedilmistir. Bununla birlikte bu calismada, 0,93mM Uleksit uygulamasinin biiyiimede
diistik diizeyde sayilabilecek bir baskilanma ile kisa siirede lipit liretiminde artis1 tetikledigi,
boylece 8 giin boyunca 0,93mM Uleksit uygulamasinin C.vulgaris’ten biyodizel hammaddesi
dretimi i¢in diger uygulamalara gore daha Ustiin oldugu belirlemistir. Sonug olarak bu tez
caligmasi ile farkli konsantrasyonlarda uygulanan borlu bilesiklerin C. vulgaris de biyodizel
hammaddesi iiretimi amaciyla kullanilabilecek ekonomik ve potansiyel bir yaklasim oldugu
degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyodizel, Borik asit, Chlorella vulgaris, Uleksit
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ABSTRACT

Evaluation of the Impact of Boron Compounds on Biodiesel Feedstock Production from

Chlorella vulgaris

Feyzullah YILMAZ

Master Thesis, Nanoscience and Nanoengineering Department, Nanoscience

and Nanoengineering Program
Supervisor: Dog. Dr. Turgay CAKMAK

December 2019. 34 Pages.

Boron (B) is an element which is necessary for growth and development of plant-like
organisms. In this thesis research, impact of different boron compounds (Boric acid, Colemanit,
Ulexit) on growth and triacylglycerol production, used as biodiesel feedstock, was investigated.
Moreover, it was aimed to identify potential use of B for maximization of biodiesel feedstock
production from microalgae by determining the level of B concentration causing least decrease
in growth and highest increase in neutral lipid production.

With this aim, C.vulgaris was cultred in growth media with increasing concentrations of B-
compounds and growth, total lipid, neutral lipid, TAG, fatty acid methyl ester (FAME) content,
total chlorophyll, carotenoid, protein and carbohydrate contents were determined during 30
days of incubation period.

Increased concentrations of B-compounds induced TAG production which was accompanied
by decrease in polyunsaturated fatty acid levels in C.vulgaris. Besides, 0.93mM Ulexit
application stimulated a rapid induction of lipid productivity which was evaluated as more
favourable than other applications for biodiesel feedstock production from C.vugaris. To
conclude, this thesis research showed that application of different concentrations of B-
compounds may stand as a potential economic approach for production of biodiesel feedstock
from C.vulgaris.

Key Words: Biodiesel, Boric acid, Chlorella vulgaris, Ulexit
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1. GIRIS

Diinya genelinde yenilenebilir enerji kaynaklarina olan ilgi her gecen giin artmaktadir.
Fosil yakitlarin belirli rezerv 6miirleri, artan niifus, hizla gelisen teknoloji ve sanayi bu durumun
sebepleri arasinda gosterilebilir (1,2). Biyokiitle, hidrogiig, jeotermal, giines, riizgar ve dalga
enerjisi yenilenebilir enerji kaynaklar1 olarak adlandirilabilir (3,4). Bu kaynaklar igerisinde
biyokiitleye olan ilgi, son donemlerde daha da artmistir (5,6). Ana bileseni karbonhidrat olan
bitkisel ve hayvansal tiim organik madddeler biyoyakit kapsaminda degerlendirilebilir.
Biyokiitlelerden biri olan bitkisel yagdan, biyodizel ve biyoetanol gibi tiriinler elde edilmesi
miimkiindiir (7). Biyoyakitlar geleneksel enerji kaynaklarina kiyasla daha avantajli ve ¢evre
dostudurlar (8). Enerji kaynagi olarak biyoyakitlarin tercih edilmesi, fosil yakitlardan
kaynaklanan karbondioksit salinimini ve ¢evre kirliligini azaltir ayrica enerji glivenligine katk1
saglar (9). Yagl bitki ve atik yaglardan da biyoyakitlar elde edilmektedir (10). Ancak bu
kaynaklar mevcut ihtiyag i¢in yeterli olmamakta ve mikroalgler bu konuda umut vaat eden bir
ham madde kaynagi olmaktadir (6,11).

Biyoyakit iiretiminde kullanilan diger kara bitkileriyle mukayese edildiginde
mikroalglerin fotosentez hizinin yaklasik 50 kat fazla oldugu goriiliir (12). Ayrica mikroalglerin
kara bitkilerine gore biyoyakit verimlilikleri de daha fazladir (13). Yetistirilmeleri i¢in verimli
topraklara gerek duyulmamasma ek olarak; trigliserit iiretiminde mikroalglerden kara
bitkilerine kiyasla 45 ila 220 kat daha fazla verim elde edilebilmektedir (14). Bu ¢alismada bir
mikroalg cinsi olan Chlorella vulgaris’in biyodizel hammaddesi {iretimi iizerine borlu
bilesiklerin etkileri degerlendirilecektir.

1.1.Mikroalg

Mikroalgler tek veya ¢ok hiicreli yapilara sahip olabilen, basit mikroskobik heterotrofik
velveya ototrofik, fotosentez yapabilen ve sucul ortamlarda gelisimini siirdiiren
organizmalardir (15). Hizli sekilde ¢ogalma 6zelligine sahip olup prokaryotik veya dkaryotik
yapida bulunabilirler. Tek hiicreli veya basit ¢ok hiicreli yapilar1 onlar1 olumsuz cevresel
sartlardan korur ve bu kosullarda bile hayatta kalmalarini saglar (16). Kimyasal stokiyometrileri
kimi kaynaklarda COq.4sH1.83No.11Po.01 (17, 18) olarak, kimi kaynaklarda ise C106H181045N16P1
(19) olarak gecer. Simdiye kadar yaklasik 30000 farkli mikroalg tiirii belirlenmis olsa da
yeryliziinde yaklasik 80000 farkli mikroalg tiirii oldugu tahmin edilmektedir (16). Yapilarinda
degisen miktarlarda lipit, karbonhidrat ve protein bulunur. Onceden yapilan arastirmalarla bazi
mikroalg tiirlerinin kuru agirlikca %70’den fazlasinin lipit oldugu ortaya ¢ikmustir. (12, 13).
Mikroalglerin kimyasal yapisi tiirleri ve kiiltiir kosullar1 degismektedir (15). Genellikle
ototrofik yasayan mikroalgler, klorofilleri yardimiyla fotosentez yapabilir ve karbondioksit, su
ve glines 151811 biyokiitleye doniistiirebilir (7,15). Ancak chlorella vulgaris’in de aralarinda
bulundugu baz: tiirler ototrofik gelisime ek olarak heterotrofik ve miksotrofik olarak da gelisme
kapasitesine sahiptir (26, 27). Heterotrofik mikroalgler karanlik kosullar olustugunda organik
karbonu karbon kaynagi olarak kullanir (28). Organik karbondan elde edilen enerji, hiicre
sentezinde kullanilir. Kimyasal enerji ise 151k enerjisinden doniistiiriiliir ve depolanir (27).



1.2.Chlorella vulgaris

Chlorella ismi Yunanca yesil anlamina gelen bir sézciik olan chloros ile, mikroskobik
biiyiikliigiine ithafen verilen ella ekinin birlesiminden olusur. Hem bilinen en eski canlilardan,
hem de en eski besin gruplarindan biridir. Chlorella 2.5 milyar yildir yeryiiziinde varligini
siirdiiren organizmalardan biri olup giliniimiize dek genetik kombinasyonu biiyiik bir degisiklige
ugramamustir. Cogunlukla 5 ila 8,5 micron gapinda kiiresel goriiniime sahip bir canlidir.
Kloroplastlar: kase goriiniimiinde olup, bazi durumlarda pyrenoidler bulundurmayabilir (20).
Yesil okaryotik mikroalglerden biri olan C. vulgaris, protista aleminin chlorophyta subesine ve
bu subenin trebouxiophyceae sinifina mensuptur. Takimi chlorellales olup, familyas1 ise
chlorellaceae’dir (C. Safi, vd., 2014). Hollandali bir arastirmaci olan Martinus Willem
Beijerinck ilk algi 1890°da iyi bir sekilde belirlenmis niikleusu ile tanimlamistir (22). Erken
1900’lerden baslayarak %355 1 askin protein igerigiyle Alman bilim insanlarmin dikkatini
cekmis ve o zamana kadar bilinmeyen yeni bir besin grubu olarak kullanilmaya baslanmistir.

Chlorella tiirleri vitamin, mineral, aminoasit, protein, DNA ve RNA gibi niikleik asitler, temel
yag asitleri, enzim ve karotenoidleri iizerinde barindirip biriktirebilen énemli bir organizmadir.
Bu besinleri tamamen saf ve katkisiz olarak bulundurmasiyla basli basina bir besindir.
Yapisinin en az yarisini proteinler olusturur ve buna ilaveten demir, iyot, ¢inko, magnezyum,
fosfor ve kalsiyum da igerir. Sigir karacigerinin igerdiginden daha fazla miktarda B12
vitaminine sahiptir. Bu sebeple de giinlimiizde besin takviyesi olarak kullanilmaktadir.
Chlorella’nin trinleri buna ek olarak ilag, boya, hayvan yemi, kiiltiir ve kozmetik iiriin
iiretiminde kullanilabilir.

Mitochondrion 0
/ Chloroplast
Cytopl
Chlorophyll & Carotenoids
Vacuole s
Cell wall

Lipid droplets Pyrenoid

Golgi bedy = R
O Thylakoids

O Starch

Mucleus Chloroplast envelope

Sekil 1. C. vulgaris’in organelleriyle gosterildigi sematik morfolojisi (C. Safi vd., 2014)

Giliniimiizde Japonya, medikal amaglarla Chlorella tiiketiminde diinya lideridir (23, 24).
Immiin sistemi diizenleyen ve anti-kanser 6zelliklere sahip olmasi bu durumu olusturan en
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onemli sebeplerdir. Fare ve tavsanlar {izerinde yapilan ¢alismalar gostermistir ki Chlorella’nin
yasla beraber gelisen kardiyovaskiiler hastaliklara, yiliksek tansiyona ve katarakta karsi
koruyucu ozellikleri bulunmaktadir. Ayrica ateroskleroz riskini digiiriip ciltteki kolajen
tiretimini de artirir. Biitiin bunlara ek olarak C. vulgaris 6nemli miktarda lipiti 6zellikle nitrojen
aclig1 sonrasi sundugu yag asidi profiliyle, biinyesinde biriktirme kapasitesine sahiptir ve bu
ozelligi onu biyodizel iiretimi i¢in 6nemli bir organizma yapar.

1.3.Borun 6nemi

Bor bitkisel organizmalarin biiyiimesine olan katkilar1 sebebiyle, bu canlilarin biiyiime
ortamlarinda mutlaka bulunmasi gereken 6nemli bir elementtir. Fakat farkli bitkilerin bor
elementine gereksinimleri birbirinden farkli oldugu tespit edilmistir. Lateks iireten bitkilerin
bor elementine olan gereksinimleri en fazla iken, otsu bitkilerde bor ihtiyaci en disiiktiir (28).
Borun bitkisel hiicreler i¢in en énemli rolii hiicre duvarinin yapisina katilan pektin sentezi ile
ilgilidir (29). Bor elementinin hiicre duvar1 bulundurmayan bazi mayalar (30) ile hayvanlarda
embriyo gelisimine bir takim sinirlandirici etkileri bulunmaktadir. (31).

Bor periyodik tablodaki yar1 metaller arasinda en diisiik elektronegativiteye sahip
elementtir. Bu 6zelligi kimyasal ve biyokimyasal siire¢lerde baskin bir rol oynamasinin 6niinii
acmaktadir (32). Bu element elmasa yakin bir sertlige sahip olup, 15181 kirabilir. Atom numarasi
5°tir ve sembolii ‘B’dir. Dogada serbest halde bulunmayip, uygun kosullar meydana geldiginde
yiiksek seviyede yanici ve patlayici 6zellikler gdsterebilmektedir. Disar1 1s1 ¢ikisinin gozlendigi
bu kimyasal tepkimenin sonucunda gaz emisyonu ise olmamaktadir. Bu 6zelligi borun alternatif
bir yakit olarak kullanilmasi fikrinin olusmasina yol agmistir.

Bor elementinin bitki biiylimesine olan katkilari ise ilk olarak gectigimiz yilizyilin baglarinda
belirlenmistir. Giiniimiizde ise bitkilerin biiyiimesinde olmazsa olmaz bir rol oynayan esansiyel
bir element oldugu kanitlanmistir. Bitkilerdeki oncelikli roliiniin hiicre duvarinin yapisi ve
gorevleriyle iliskili oldugu gosterilmistir. Bu element yalnizca bitkiler i¢in degil, ayn1 zamanda
mantar, hayvansal hiicreler, siyanobakteri ve algler i¢in de siirekli ihtiya¢ duyulan bir element
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Su anda bitki, mantar, maya ve alg kiiltiirlerine disardan eklenen
ve siirekli bulunmasi gereken tek yari metal durumundadir. Farkli tiirdeki mikroalglerin
biiyime ortamlarinda ne kadar bor bulunmasi gerektigine dair yeterli bir ¢aligma heniiz
yayinlanmamustir. Cesitli mikroalg tiirlerinin bor gereksinimleri ile ilgili olarak simdiye dek
yalnizca bazi diatomlarda hiicre duvari olusumu (32) ve bazi siyanobakterilerde ise heterosist
olusumu tizerine bulgular edinilmistir (33). Bu c¢alisma, bor igerigince zengin besiyerinde
bulunan Pinnularia gibba mikroalginin 6zellikle erken biiyiime evrelerinde lipit igerigini hizli
bir sekilde arttirmasindan hareketle yapilmistir (34).



1.4.Boratlar

Bor elementi ii¢ oksijen atomu ile birleserek (BO3)™ anyon kokiinii olusturur. Kalsiyum,
sodyum, magnezyum gibi katyonlar da bu anyonik kok ile birleserek 100 kadar minerali
meydana getirir. Boraksit diginda biitiin boratlar kristal suyu tagir. Volkanizma yakinlarinda
bulunan baglantisiz géllerde bu volkanizmadan etkilenen borun evaporatik olarak ¢okelmesiyle
olusurlar. Ozellikle bat1 Anadolu’da neojen gollerinin i¢inde biriken bor mineralleri Diinya’nin
en Oonde gelen bor cevherlerini olusturmaktadir. Bu yataklarda en ¢ok asagida siralanan bor
mineralleri goriiliir:

Bor Minerali | Kimyasal Formiilii
Boraks Na2B407.10H,0
Kernit NazB407.4H,0
Ueksit NaCaBs0s.8H,0
Pandermit CasB10013.7H,0
inyonit Ca2Bs011.13H20
Meyerhoferit | Ca;Bs011.7H.0
Kolemanit Caz2B6011.5H,0
Hidroborasit | CaMgBe0O11.6H.0
Veagit Sr4B22037.7H,0
Tunelit SrBe010.4H,0

Tablo 1. Cesitli bor mineralleri ve kimyasal formiilleri

1.4.1.Uleksit

Kristallenmesi triklinik sistemde gergeklesir. Genellikle yuvarlak koseli, yigisimlar, kilcal
kristalli veya asikiiler, gevsek yapili, lif, rozet veya pamuk yumagi goriinlimiinde bulunur.
Fiziksel 6zellikleri bakimindan miikemmel dilinimli, sertligi 2.5, yogunlugu ise 1.96°dir. Ipek
veya cam pariltili olabilir ve rengi beyazdir. Bilesimine bakildiginda degisen oranlarda (%7.7)
Na0O, (%13.8) CaO, (%43) B0z ve (%35.5) H20, ayrica az miktarda KO ve MgO
bulundurdugu goriiliir.

Ipek parlakligi, yumusak goriiniimii, lifsel konumu ve diisiik 6zgiil agirligi ayirt edici
ozelliklerini olusturur. Soguk suda c¢ozlinmeyip, sicak suda kopiirerek ergir. Gollerde
buharlagma iiriinii olarak ortaya ¢ikar. En ¢cok boraks ve kolemanit ile beraber goriiliir.



Sekil 2. Farkli goriiniimlerde iileksit

1.4.2. Kolemanit

Kristallenmesi monoklinik sistemde gerceklesir. Genellikle kisa prizmatik, masif
kompakt ve taneli olarak bulunup, miitkemmel dilinimli bir fiziksel goriiniise sahiptir. Sertligi
4-4.5, yogunlugu ise 2.4’tlir. Cams1 pariltili bir goriiniimdedir. Renksiz bulunabilecegi gibi
beyaz, sar1 veya gri de olabilir. Bilesiminde degisen oranlarda (%27.2) CaO, (%50.9) B203 ve



(%21.9) H20 bulunur. Uflegte ¢itirdayip alevi yesile boyamasiyla ayirt edilebilir. Kapali tiipte
isitildiginda ise bol miktarda su agiga c¢ikarir. Kristal bir sekle sahiptir ve borakstan daha sert
bir yapis1 vardir. Genellikle tersiyer yasl gol ¢okelleri iginde bulunur. Diger bor mineralleri ile
kil ve kalkerli malzemeler kolemanite eslik eder. Ulkemizde Balikesir, Kiitahya, Eskisehir ve
Bursa’da neojen yash kalker, marn, kif, tiif tabakalar1 i¢inde degisen kalinliklardaki seviyesiyle
killerle karisik olarak karsimiza ¢ikar.

Sekil 3. Kolemanit



2. LITERATUR OZETi

Bu proje Ju Z.’nin 2011 yilinda yaptig1 bor igerigince zengin besi yerinde bulunan
Pinnularia gibba mikroalginin erken biiyliime evrelerinde hizla lipit igeriginin arttiginin rapor
edildigi caligmas1 goz ontine alinarak yapilmistir. Bor atik sularin ¢ogu i¢in toksik etki gosterse
de, Chlorella tiirii arindirma islemi i¢in olumlu sonuglar gostermekte, alglerin bor biriktirme
ozelligi ile ilgili fikir vermektedir (Tastan B. E. 2012). Anabaena PCC 7119 ve Anacystis
nidulans tiirlerinin yiiksek bor konsantrasyonlarinda biiylime, fikobiliprotein, klorofil,
fotosentetik oksijen degisimi, nitrat alimi ve nitrat rediiktazda azalmaya sahip oldugu
gosterilmis, bunun yani sira fotosentezden etkilenmedigi ve karbonhidrat ile lipit igerigini
artirdig1 ortaya konmustur. Ancak bu konularda yapilan ¢alismalar yeterince kapsamli degildir.
Ustelik biyodizel iiretimi ile de iliskilendirilmemistir.

Bu c¢aligsma i¢in yapilan 6n arastirmalar farkli bor konsantrasyonlarinin tek hiicreli bir model
organizma olan Chlamydomonas reinhardtii’nin biiyiimesi lizerine bir takim etkileri oldugunu
gostermistir. Bu 6n ¢aligmalarda Tris-Asetat-Fosfat (TAP) besiyeri kullanilmis ve 10 kata kadar
yapilan bor konsantrasyonu artisinda mikroalgin optimum biiyiime hizinin degismedigi ancak
notral lipit iceriklerinin dnemli 6l¢iide arttigl gdzlenmistir.

2.1.Alternatif Enerji Kaynag Olarak Biyodizel

Glinlimiizde enerji ihtiyacinin %70’1 petrol bazli kimyasal iiriinlerden giderilse de, zaman
icinde yeraltindan ¢ikan petrol miktarinda azalma gerceklesmekte, petrol ¢ikarmanin maliyeti
artmakta ve petrol fiyatlarinin giinden giine artmasina yol agmaktadir (Gouveia, L., A. Oliveira
A. 2009.) Asagidaki tablodan iilkemizin petrol iiretimi ile tiikketimi arasindaki fark agikca
goriilebilir.

Uretim Tiiketim
. 4 . Artas Artas

Yil Uretim Ithalat Thracat Tiiketim i i

Orana Oran
2008 198.418 789 1.122 198.085 3.6% 4,3%
2009 194.813 812 1.546 194.079 -1,8% 294
2010 211.208 1.144 1.918 210.434 8.14%% 8.,4%
2011 229.315 4.556 3.645 230.300 8.6%0 9.4%
2012 239417 5.826 2.954 242 370 4.,4%% 5,2%
2013 240.154 7.429 1.227 246.357 0.3%0 1.6%
2014 251.963 7.953 2.696 257.220 4.9% 4,4%%
2015 261.783 7.153 3.194 265.724 3.,9%% 3.3%
2016 273.387 6.400 1.442 278.345 4,4%%6 4,7%

Kaynak: Enerj ve Tabu Kawynaklar Bakanhig:, Diinya ve Tiirkive Enerjn ve Tabii Kawynaklar
Gorlintimii 2017, s.13.

Tablo 2. 2008-2016 yillari arast Tiirkiye’nin trettigi ve tiikettigi petrol miktari.
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Maliyetinin yani sira petrol stratejik bir {irtin olup, enerjide disa bagimliligi bulunmayan
devletler daha giiclii bir konuma yiikselmektedir. Buna ilaveten giinlimiizde petrol ve tiirev
yakitlar kullanilmasinin zararlar1 da bilinmektedir. Araglardan ¢ikan yakitin yanmasiyla olusan
gazlarin hava kirliligi sorununa énemli 6l¢giide katkida bulundugu bilinen bir gergektir (Kim, J.
2004). Ozellikle biiyiik sehirlerde yasayan insanlarin bu sorundan ciddi sekilde etkilendigi ve
astim benzeri sorunlar ile oto-immiin hastaliklar1 gelistirmelerinin hizla arttig1 gozlenmektedir
(Sheppard, L. 1999).
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Grafik 1. Diinya genelindeki petrol alternatifi kimyasallarin {iretimi (biyodizel ve etanol). Biyodizel
tiretimi 6zellikle son yillarda gelismeye baglamistir (mavi renkli kisim).

Bu durum diinya genelinde alternatif bir yakit iiretimi konusunu giindeme getirmistir.
Misir ve aycigeginden biyodizel, riizgar tribiinleri, giines enerjisi iizerine ¢aligmalar uzun
siiredir devam etmektedir. Ozellikle musir gibi bitkiler ile alglerden biyodizel iiretimi énemli
bir yer tutmaktadir.

Biyodizel, dizel motorlar i¢in kullanabilen bitkisel ve hayvansal yaglar gibi
kaynaklardan tretilebilen geleneksel yakitlara alternatif olarak ortaya ¢ikmaktadir. Avrupa
Birligi’nin direktifi ile 2005 y1l1 sonunda fosil yakitlara %2 oraninda biyoyakit eklenmesi bir
zorunluluk halini almistir. Biyodizel toksik olmayan, dogada kolay bozulabilen, ¢cevre dostu bir
yakit tiirii olmas1 nedeniyle her gegen giin daha da ragbet gormektedir. Biyodizel tiretiminin
temel yontemini transesterifikasyon reaksiyonu olusturur. Bu reaksiyon sirasinda serbest yag
asit seviyesi, alkoliin kimyasal yapisi, katalizor tipi, reaksiyon sicakligi ile reaksiyon siiresi
biyodizel iiretimini etkileyen 6nemli parametreler olarak karsimiza ¢ikar.



Biyodizel, petrol gibi ¢evre kirliligine yol a¢mamaktadir. Suya birakildiginda
biyodizelin 28 giinde neredeyse tamami (%95°1), motorinin ise yaridan azi (%40°1) bozunur.
Asagidaki grafikten normal dizel yerine biyodizel kullanildiginda kimi maddelerde olusacak
emisyon degisikligi gosterilmektedir.
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Grafik 2. Petrol yerine biyodizel kullanildiginda; havadaki kirli gazlarin emisyon degisimi ( U.S. EPA
2002)

Gegtigimiz yillarda biyoetanol iiretimine daha cok agirlik verilmistir. Fakat son yillarda
biyoteknolojideki ilerlemeler ile alglerin yag potansiyelinin kesfi gibi gelismeler mikroalg
kullanimini yayginlagtirmistir.

2.2.Mikroalglerden Biyodizel Uretimi

Is1gin, suyun, minerallerin varlig1 tipki diger fotosentetik organizmalar gibi mikrolaglerin
de biyiimesi ve gelismesi i¢in ihtiya¢ duyduklart kaynaklardir. Mikroalgler de diger
fotosentetik organizmalara benzer sekillerde degisen oranlarda karbonhidrat, protein ve lipit
icerigine sahiptir. Alglerin iirettikleri dogal yag formu biyodizel {iretimi i¢in uygun yapidadir.
Karasal bitkilerle kiyaslandiginda mikroalgler ¢ok daha hizli biiyiimeleriyle goze carparlar.
Genellikle 24 saatten kisa bir siirede sayilarini iki katina ¢ikarma kapasitesine sahiptirler. Bazi
algler ise biiyiime evrelerinin en {ist noktalarmna her 3.5 saatte bir boliinerek ulasir.
Mikroalglerdeki yag miktar1 %20 ila %50 arasinda olup, %80’e kadar c¢ikabilmektedir.
Alglerden elde edilecek biyoyakitlar sayesinde karbondioksit salinimi Onemli o&lgilide
azaltilabilir. Bu sebeple de mikroalgler global ger¢evede yakit talebini karsilamada en giiglii
kaynak olarak goriilmektedir.
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Sekil 4. Mikroalglerden biyodizel {iretiminin sematik gosterimi

Biyodizel iiretiminde kullanilan algler genellikle tek hiicreli yesil alglerdir. Bu tiir algler
fotosentetik canlilar olup, yiiksek biliylime orani ve yiiksek popiilasyon yogunluguna sahiptir.
Bu 6zellikleri bu canlilar1 biyodizel iiretimi konusunda 6nemli bir kaynak yapmaktadir (Chisti,
2007). 2010 yilinda Donald Danforth Bitki Bilimleri Enstitiisii’niin kendi web sitesinde yaptigi
aciklamaya gore; Enstitii alg bazli biyodizel tretimi icin Birlesik Devletler Enerji
Departmanindan 44 milyon dolar biitge almustir. Ozel sirketler de son yillarda alglerden
biyoyakit iiretimi konusuna daha ¢ok ©nem vermeye baslamiglardir. Amerika merkezli
Greenfuel Technology Corporation bu konu igin 13.9 milyar dolar biitge ayirmistir.

Uygun ¢aligmalarin ardindan mikrolaglerin biyodizel tiretiminde petrole iyi bir alternatif
olabilecegi diisliniilmektedir. Amerika’da yapilan bir arastirma iilkenin petrol ihtiyacinin
tamaminin alg bazli biyodizelle karsilanmasi durumunda bu iiretim i¢in yalnizca 5.4 milyon
hektar alan gerektigini ortaya koymustur.

B Hurma Ekim 3%
Alani ' = Alg Ekim
Alani

B Geriye Kalan o
Tarim Alani w Geriye Kalan
Tarim Alani

Sekil 5. Yag iceren bitkilerin (a) ve alglerin (b) petroliin yerine tamamen ge¢mesi durumunda ekilmesi
gereken tarim alanlarinin dagilimi
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2.3.Ulkemizde Biyodizel Uretiminde Durum

Bir tarim iilkesi olarak Tiirkiye, biyodizel iiretimi i¢in biiylik bir potansiyel tasimaktadir.
Biyodizel her gesit bitkisel, hayvansal ve kullamlmis yaglardan iiretilebilmektedir. Ulkemizde
iklime uygun cesitli yag bitkilerinden biyodizel {iiretilebilmektedir. Ancak karasal {iriinlerin
donemsel olarak biiyiimeleri ve sahip olduklar1 yag miktarlarinin genellikle %20 ile %50
arasinda bulunmasi, Tiirkiye’de de alg bazli biyodizel iiretimine dncelik verilmesi gerektigini
gostermektedir. Ulkemizde biyodizel iiretimi bitkisel kaynaklardan yag elde edilmesiyle
baslamis ve gliniimiizde ¢ok biiyiik bir degisiklige ugramamastir.

Her ne kadar konvansiyonel yontemlere gore daha avantajli olsa da mikroalglerden
biyodizel tiretimi yeterli seviyede degildir. Bunun en biiyiik sebebi olarak petrol ile miicadele
edememesini verebiliriz. Bu caligma kapsaminda bor kullaniminin alglerden biyodizel
tiretimini nasil daha ekonomik hale getirebilecegi iizerine yogunlasilmistir. Eger maliyetlerle
ilgili bir takim bilgiler vermek gerekirse, ABD’de dizelin litre fiyat1 2.564 dolardir. Suanki
teknolojiyle alglerden 1 litre biyodizel iretilmesi ise 2.10 dolar civarinda bir paraya
malolacaktir. Bu miktarin biyodizel tiretiminde yapilacak optimizasyonlarla (alglerin boliinme
hizinin arttirilmasi, yag igerigi zengin algler tiretilmesi vb.) 0.48 dolar gibi bir degere diismesi
beklenmektedir (Coyle, W. 2007; Chisti, Y. 2007).

KAYNAK YAG iCERIKLERIi
(Litre/Doniim)

Soya 446

Jatropha 1892

Palmiye 5950

Mikroalg (%70 Yag Icerikli) | 136900

Tablo 3: Algler ve diger biyodizel kaynaklarinin karsilastirilmasi
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3. MATERYAL VE METOT

3.1.Kiiltiir sartlar1 ve deneysel yaklasim

Bu calismada kullanilan Chlorella vulgaris sp. TMCC6 (Sekans# KP259884.1) tiirii
Nemrut kalderasindan izole edilmis olup Istanbul Medeniyet Universitesi mikroalg kiiltiir
kolleksiyonunda muhafaza edilmektedir. Mikroalgler 250 mL hacimli cam erlenlerde 100 mL
kiiltiir ortaminda 120 rpm devir hizina ayarlanmis sicaklik ayarli calkalamali inkiibatérde, 25+2

°C sicaklikta 100 umol foton m2s™! siirekli 151k siddeti altinda kiiltiire alinmistir.

Deneysel c¢alismalar i¢in Chlorella vulgaris; igerisinde 0,882mM NaNOsz, 0,3mM
MgSO47H-0, 0,175mM K>HPO4, 0,25mM CaCl»2H20, 0,0312mM sitrik asit, 0,03mM Ferrik
amonyum sitrat, 2,8uM Na:EDTA2H.0, 0,189mM NaCOsz, 1uM H3BO3z, 0,158uM
MnCl24H;0, 1uM ZnS047H-20, 0,01uM CuSO45H20, 0,01uM (NH4)6M070244H20, 0,3uM
Thiamine HCI, 2nM Biotin, 0,37nM Cyanocobalamin i¢ceren BG-11 ortaminda (Rippka ve

Herdman, 1993) kiiltiire alinmistir.

Biiyiitme ortami olarak kullanilan BG-11 ortamindaki H3BOs yogunlugu 1puM iken, ortam
H3BO3s yogunlugu 184 kat dahi artirildiginda biiylimede 6nemli bir degisim goriilmemistir. 184
pM H3BOs yogunlugu, TAP ortami ve BBM temel iiretim ortamlarinda kullanilan H3BO3
yogunlugudur. Bu sebeple biiyiitme ortami olarak BG-11 kullanmamiza ragmen kullanilan B
element yogunlugu 184 puM olarak belirlenmis, artan konsantrasyonlarda borlu bilesik
konsantrasyonlar1 da bu degere gore hesaplanarak uygulanmistir. Bu degerlendirmelere gore
calisma icin kullanilan siyanobakteri ve mikroalglere uygulanan borlu bilesiklerin

konsantrasyonlar1 asagidaki tabloda belirtildigi sekli ile uygulanmistir (Tablo 4).

Borlu Bilesik yogunluklar Mikroalgler uygulanan
1x H;BO; 0.184 mM

10x H;BO, 1.84 mM

25x H;BO; 4.6 mM

50x H;BO, 9.2 mwV

25x CaB;0,(OH);H,0O (Kolemanit) 1.54mmM

50x CaB;0,(OH);H,0 (Kolemanit) 3.08 mwV

25x NaCaB;0,8H,0 (Uleksit) 0.93 mM

50x NaCaB;0,8H,0 (Uleksit) 1.85 mM

Tablo 4. Ilk biiyiime analizi sonrasinda C.vulgaris’e uygulanan borlu bilesik konsantrasyonlari.
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3.2. Toplam lipit tayini

Toplam lipit miktarlar1 Bligh ve Dyer (1959)’a gore tespit edilmistir. 500 mg mikroalg
ornegi 10 ml metanol igerisinde vortekslenerek, 5 ml kloroform ve 1 ml ddH2O ilave edilip 1
dakika boyunca vortekslendi. Daha sonra santrifiij edildi (5000 rpm, 15dk) ve iist kisimda
bulunan metanol/su tabakasi uzaklastirildi. Alt kissmdaki metanol/kloroform tabakasi ise temiz
bir tiipe aktarildi. Elde edilen lipit sivist Whatmann no 1 filtre kagidi kullanilarak filtrelendi ve
rotary evaporator kullanilarak (50°C sicaklik ve diisiik basing altinda) metanol ve kloroformun
buharlastirilmasi saglandi. Tiipler tekrar tartilarak lipit miktar1 agirliksal olarak hesaplandi.

Ornekte bulunan lipit miktarinin yiizde olarak hesaplanmasinda ise asagidaki formiil kullanild
Lipit yiizdesi = (ekstrakt edilen lipit miktar: (gr) / mikroalg érnek agirligi (g)) x 100

3.3. Sitoplazmik Lipit Cisimlerinin Floresans Goriintiilenmesi

Mikroalglerde olusan sitoplazmik lipit cisimlerinin goriintiilenmesi amaciyla
mikroalgler Elsey vd. (2007) tarafindan tarif edildigi sekilde Nil kirmizis1 ile boyanmistir. Buna
gore, 680nm dalga boyunda yapilan 6l¢iime gore alinarak absorbans degerleri 0,2-0,3 araliginda
seyreltilmis olan 1 ml hacimde mikroalg Orneklerinin icerisine Spug/ml Nil kirmizisi
(Invitrogen) ilave edilmis ve mutlak karanlikta 15dk boyunca oda sartlarinda hafif sekilde
calkalanmak suretiyle karistirilmistir. Inkiibasyon sonrasinda érneklerin floresans gériintiileri
TXRED (560nm ex-630nm em) filtresi ile floresans mikroskop sistemi (Zeiss AX1O Imager
M2) kullanilarak elde edilmistir.

3.4. FT-IR analizi ile Triagilgliserollerin miktarsal tayini

Mikroalglerin {irettikleri triagilgliserollerin (TAG) miktarsal tayinleri Fourrier
Transform Infrared Spektroskopisi (FT-IR) analizi ile nishi olarak belirlenmistir. Ol¢iim icin
50mg liyofilize edilmis mikroalg ornekleri pens yardimiyla dogrudan ATR modiili ile
desteklenmis  FT-IR  (PerkinEImer-L160000A, USA) cihazinin 6rnek  modiiliine
yerlestirilmistir. Numune alicisinin kizilétesi spektrumu, 4000-400 cm™ dalga boyu araliginda
128 tarama ile kaydedilmistir. FTIR analizinde cevresel kosullardan fazla etkilenmiyen
absorbsiyon bandi olan Amid 1 (1652 cm™) degeri dogrulama degeri olarak segilmistir.
Boylece, trigliseritlerin ester grubunun (C=0) titresimi (1744 cm™) ile verdigi absorbsiyon
degerinin Amid 1 degerlerine oranlanarak mikroalglerdeki triagilgliserol miktarinda meydana

gelen degisiklikler tespit edilmistir (Mairet vd., 2011). Daha sonra farkli konsantrasyonlarda
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Borik asit, Uleksit ve Kolemanit uygulanan mikroalglerden elde edilen TAG/Amid 1 oranlari,

kontrol grubu ile elde edilen TAG/Amid 1 oranina boliinerek mikroalglerin TAG igeriklerinde

meydana gelen nisbi degisim “—n kat1 degisim” olarak grafiklendirilmistir.

3.5. Mikroalgal lipitlerin transesterifikasyonu ve yag asidi metil ester (YAME) analizi

Siyanobakteri ve mikroalglerin yag asidi profillerinde meydana gelen degisimin belirlenmesi

amaciyla yag asitlerinin ekstraksiyonu, metillestirilmesi ve analizi i¢gin Xu vd. (2010),

tarafindan Onerilen yontem modifiye edilerek uygulanmistir. Bu amagla, liyofilize edilmis

100mg mikroalg ya da siyanobakteri biyomas 6rnekleri kullanilmistir.

a.

Icerisinde 100mg biyomas bulunan vida kapakli tiiplere 300 pl ekstraksiyon
solisyonu (metanol igerisinde hazirlanmis %?2’lik H2SOs c¢ozeltisi) ilave
edilmisgtir.

Internal standart olarak, kor numune dahil her tiipe 30 pg nonadecanoic acid ilave
edilmistir.

Ornekler 2 saat boyunca 80 °C sicaklikta termomikser yardimi ile 750 rpm devir
hizinda siirekli ¢alkalanarak hiicrelerin par¢alanmasi ve lipitlerin agiga ¢ikmast
saglanmistir

Inkiibasyon sonrasinda drnekler 10 dk oda sartlarinda bekletilmis ve sicakligin
diismesi saglanmistir

Tiiplerin igerisine 300 ul %0,9 konsantrasyonda NaCl ve 300 ul hekzan ilave
edilmistir.

Boylece metanolde bulunan lipitlerin hekzan fazina gegmesi i¢in drnekler 30 sn
boyunca vortekslenmis ve 10 dk boyunca da nutating mikser iizerinde
calkalanmistir

Daha sonra ornekler 3 dk boyunca 20 °C sicaklikta 3000 g devir hizinda
santrifiijlenmistir

Son olarak tstteki hekzan tabakasindan 150 pl 6rnek alinarak GC-MS tiiplerine
aktarilmigtir

Tiiplere aktarilan Ornekler analiz igin Agilent marka GC-MS cihazina
yerlestirilmistir. Ol¢iim icin cihaza 130°C baslangic sicaklik, 240°C ye kadar her
5°C de 5 dk beklenmesi talimati islenmistir.

Standart olarak 37 komponentli YAME (Supelco FAME-37) karisimi

kullanilmustir.
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k. Olciim sonucu elde edilen pikler analiz edilmis, alan hesaplamasi1 yapilarak

belirlenen metil esterlerin ylizdeleri oransal olarak sunulmustur.

3.6. Toplam nisasta tayini

Sivi kiiltiirden toplanarak santrifiijlenmis ve 80°C de 48 saat kurutulmus olan mikroalg
orneklerinden 50 mg tartilarak alinmis nisasta ekstraksiyonu igin ornekler lizerine 10 kat
hacimde etanol ilave edilerek 90°C’ye ayarlanmig su banyosu igerisinde, inkiibasyon siireleri
degismekle birlikte ornekler tiimiiyle homojenize olup, mikroalg/etanol ¢ozeltisi tliimiiyle
renksiz bir hal alincaya kadar inkiibe edilmistir (siire 6rnege gore 10 dk ile 70 dk arasinda
degismistir). Inkiibasyondan sonra esit hacimde %35’lik perklorik asit ilave edilmis, 5 dk
vortekslendikten sonra 2 ml H2SO4 ilave edilerek 3 dk daha karistirilan drnekler siiziilerek 490
nm dalga boyunda absorbans Sl¢iimleri yapilmistir. Elde edilen degerler glukoz standartlari

kullanilarak % nisasta % kuru agirlik olarak sunulmustur (Sekil 6) (Rose vd., 1991).

2,5
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Sekil 6. Toplam karbohidrat tayini i¢in kullanilmis olan standart grafik.

3.7. Toplam protein tayini

Bu amagla liyofilize edilmis mikroalg 6rnekleri liziz tamponu (50 mM Tris—HCI pH 8,0, %2
SDS, 10 mM EDTA, ve protease inhibitor mix) igerisinde yeniden siispanse edilmis, 1 dk
boyunca sonikasyona maruz birakilmis (%60 giic 7W/pin) ve 4°C sicaklikta 13000rpm devir
hizinda santrifiijlenmistir. Orneklerdeki protein miktar1 Bichinconinic asit (BCA) metodu
kullanilarak belirlenmistir (Smith vd., 1985). Calisma soliisyonu karigimi olarak 1 kat %4 bakir

stilfat / 50 kat Bicinchoninic asit sollisyonu (Sigma) oda sicakliginda karanlikta saklanmustur.
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Standart i¢in 0,5 mg/ml Bovin Serum Albumin ¢6zeltisinden kuyucuklara sirasiyla -0, -1,5, -3,
-5, -7,5 ve -10 ul ilave edilerek son hacim saf suyla 10 ul’ye tamamlanmigtir. Mikroalg
ekstraktlarindan Sul alinarak 96 kuyucuklu mikroplakaya aktarildi ve son hacim 10 pl’ye
tamamlanmistir. Hazirlanmis olan ¢alisma soliisyonundan 190 pl alinarak Ornekler ve
standartlarin iizerine ilave edilmistir. igerisinde standart ve 6rnekler bulunan 96 kuyucuklu
mikroplaka 60°C de 30 dk boyunca inkiibasyona birakilmig ve inkiibasyon sonunda 6rnekler 5
dk oda sicakliginda bekletilmis ve meydana gelen renk degisimi 562 nm de okunmustur. Elde
edilen degerler, Bovin serum albumin ile hazirlanmis olan standart grafikten yola ¢ikilarak
(Sekil 7) mikroalg Orneklerinin protein degerleri mg protein/gr Ornek olacak sekilde

hesaplanmustir.
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Sekil 7. Protein tayini i¢in hazirlanmis standart grafik

3.8. Toplam Klorofil ve Toplam Karotenoidlerin Spektrofotometrik Tayini

Mikroalglerin igerdikleri toplam klorofil ve karotenoid miktar1 Jeffrey ve Humphrey
(1975)‘den modifiye edilerek spektrofotometrik metodla belirlenmistir. Tayin i¢in 100mg
mikroalg 6rnegi lizerine 500 pl %90°lik aseton ilave edilerek 15 dk boyunca karistirilmis ve
10000 xg devir hizinda 5 dk boyunca 4°C’de santrifiij edilmis, 250pul siipernatant 96 kuyucuklu
plaga yiiklenmistir. Siipernatan absorbanslar1 sirasiyla 750, 664, 647, 470 ve 630 nm’dalga
boylarinda %90’lik aseton koriine karsi okunmustur. Toplam klorofil ve karotenoid miktarlari
Jeffrey ve Humphrey (1975) tarafindan bildirilen denklemler kullanilarak hesaplanmis olup

toplam klorofil sonuglar1 klorofil a ve b’nin toplam1 olarak sunulmustur.
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Chla= (11,85(Ess4-E750)-1,54(Es47-E750)-0,08(Es30-E750) ) xdiliisyon orani
Chlb= (-5,43(Es64-E750)+21,03(Es47-E750)-2,66(Es30-E750) ) ¥ diliisyon orani
Toplam karotenoid=(1000E470-(1,86%xChla)-(74,08xChlb))/206

Synechocystis sp. siyanobakterisinin igerdigi klorofil-a yogunlugu Zaviel vd., (2015)’e goére
belirlenmistir. Bu amagla yaklasik 50mg siyanobakteri 6rnegi 1,5mL metanol (%100, 6nceden
4°C’de sogutulmus) igerisinde ¢oziilmiis, 1dk boyunca vortekslenmis ve 20dk boyunca karanlik
ortamda oda sartlarinda rotator {izerine yerlestirilerek alt-iist edilmistir. Daha sonra 6rnekler
10000cg de 5dk boyunca santrifiijlenmis ve siipernatantin absorbansi 664 ve 720nm dalga
boylarinda okunarak degerler kaydedilmistir. Siyanobakterideki Klorofil-a yogunlugu

asagidaki formiil kullanilarak belirlenmistir.
Chla [mg/L] = 12,9447 (Eess — E720)

3.9. Istatistik hesaplamalar

Grafiklerde belirtilen degerler en az 3 farkl kiiltiirden iki farkli zamanda alinmis verilerin
ortalamasidir (n>3). Uygulamali gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklar Student ttest (2;2)

analizi ile belirlenmistir (P<0,05).

4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Uygulanacak Borik asit yogunlugunun belirlenmesi

Bu tez galigmasinda kullanilan C.vulgaris TMCC6 mikroalginin kiiltiire alindigi BG-11
biiylitme ortaminda 1 uM yogunlukta uygulanan H3BOgs, yine yesil mikroalglerin kiiltiire
alindigt BBM ve TAP ortamlarinda 0.184 mM yogunlukta uygulanmaktadir. Bu sebeple,
oncelikli olarak C.vulgaris, igerisinde 1,10, 25, 50, 100, 184 uM yogunlukta HsBO3 bulunan
BG-11 ¢ozeltisi igerisinde 20 giin boyunca kiiltiire alinmis ve biiylimeleri takip edilmistir.
Olgiimler, ortam H3BOsyogunlugunun 0.184mM’a kadar ¢ikarildiginda bu mikroalgin

biiylimesinde dnemli bir degisim olmadigin1 gostermistir (Sekil 8).
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C. vulgaris
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Sekil 8. C.vulgaris’in biiylimesi {izerine artan H3BOs yogunlugunun etkileri.

Ortam H3BO3 yogunlugu 1uM dan 0.184mM’a ¢ikarildiginda biiylimede 6nemli bir degisim
goriilmediginden dolayi yesil mikroalglerin kiiltiire alindig1 diger biiyiitme ortamlarinda oldugu
gibi BG-11 biiyime ortamimnda da 0.184mM H3BO3 yogunlugu referans H3BOs
konsantrasyonu olarak kullanilmig, Uleksit ve kolemanit bilesiklerinin uygulama
konsantrasyonlar1 da 0,184mM H3BOs ‘de bulunan Bor elementi yogunluguna gore
hesaplanarak uygulanmistir. Bu durumda yapilan hesaplama sonucunda 0,184mM H3BOs
kullanildiginda ¢ozeltideki Bor element miktart 2mg/L olarak hesaplanmig, Kolemanit
(CaB304(OH)3H20) ve Uleksit (NaCaBs098H20) konsantrasyonlari da i¢erdikleri Bor element
miktarina gore belirlenmis ve bilesikteki Bor elementi yogunluguna goére 25x ve 50x
konsantrasyonda uygulanmistir. Boylece proje ¢alismasi igin olusturulan deney gruplarimni

gosteren tablo asagida sunulmustur (Tablo 5).

Borlu Bilesik yvogunluklar: Mikroalgler uygulanan
1x H;BO, 0,184 mM

10x H;BO, 1,84 mM

25x H;BO 4,6 mM

50x H;BO, 9,2 mM

25x CaB;0,(OH);H.,O (Kolemanit) 1,54mmM

50x CaB,0,(OH);H.O (Kolemanit) 3,08 mM

25x NaCaB;O,8H,0 (Uleksit) 0,93 MM

50x NaCaB;0,8H.,0 (Uleksit) 1,85 mM

Tablo 5. ilk bilyiime analizi sonrasinda C.vulgaris’e uygulanan borlu bilesik konsantrasyonlari.
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Chlorella vulgaris mikroalginin biiyiimesi lizerine artan konsantrasyonlarda borlu bilesiklerin
etkilerini degerlendirmek amaciyla mikroalgler 30 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Kontrol ortaminda kiiltiire alinan mikroalgler inkiibasyonun 18. giiniinden itibaren lineer
bliylime evresine girmislerdir. Bu mikroalgde 30 giinliikk inkiibasyon siiresinde H3BOs3
uygulamas1 dikkate deger bir degisiklige sebep olmamustir. Diger taraftan artan
konsantrasyonlarda kolemanit ve uleksit uygulanan mikroalglerin biiyiimelerini inkiibasyonun
18.giiniinden itibaren 6nemli oranda baskilamistir. Ote yandan 50x konsantrasyonda Uleksit
(1,85mM) ve Kolemanit (3,08mM) uygulanan mikroalglerin eksponensiyal biiyiime evreleri
kisalmis, bu gruplar inkiibasyonun 14.giiniinden itibaren lineer biiylime evresine girmislerdir.
Sirastyla 1,54mM ve 3,08mM konsantrasyonda Kolemanit uygulanan C.vulgaris mikroalginin
biiyiimesi inkiibasyonun 18. giliniinde %21,1 ve %28,6 oraninda baskilanmisken 30 giinliikk
inkiibasyon siiresinin sonunda bityiimedeki baskilanma sirasiyla %30,7 ve %31,2 diizeylerinde
kaydedilmistir. Diger taraftan Uleksit uygulanan C.vulgaris’in biiyiimesi artan Uleksit
yogunluguna da net cevaplar sergilemistir. Bliylime ortamina 0,93mM konsantrasyonda Uleksit
uygulandiginda biiylimedeki baskilanma 22.giinden itibaren %12-15 diizeylerinde iken
1,85mM konsantrasyonda Uleksit uygulamasi biiytimenin 16. giliniinde yaklasik %16 oraninda
baskilanmis ve bu noktadan sonra artan biiyiimedeki baskilanma 30 giinliik inkiibasyon

sliresinin sonunda yaklasik %46,5 diizeylerinde belirlenmistir (Sekil 9).

C. vulgaris

0,184mM B
1,84mM B
4.6mM B
9,2mM B
1,54mM K
3,08mM K
0,93mM U
1,85mM U

Petitih

A

0.0

0 246 8101214161820 22 24 26 28 30
Inkibasyon suiresi (Glin)

Sekil 9. C. vulgaris’in bliyiimesi lizerine artan konsantrasyonlarda Borik asit (B), Kolemanit (K) ve
Uleksit (U) etkileri.
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4.2. C.vulgaris’in TAG, notral lipit ve toplam lipit icerigindeki degisimler

Chlorella vulgaris’in TAG, nétral lipit ve toplam lipit igerikleri ortamdaki borlu bilesiklerin
cesitleri ve konsantrasyonlarina cevapta artma egilimi sergilemistir (Sekil 10). Bu mikroalgin
bliyiitme ortamina 0,184mM olarak uygulanan H3BO3 yogunlugu 10 kat artirildiginda TAG
iceriginde 6nemli bir degisim kaydedilmemis olsa da H3BOsz yogunlugu 25 ve 50 kat
artirldiginda TAG igeriginde dikkate deger artislar belirlenmistir (Sekil 10a). Biiyiitme
ortaminda 4,6mM H3BOs bulunan C.vulgaris’in TAG igerigi kontrol grubuna (0,184mM)
kiyasla inkiibasyonun 8., 16. ve 24. giinlerinde sirastyla 1,31, 1,25 ve 1,42 kat daha yiiksek
diizeyde belirlenmistir. Biiyiitme ortamindaki H3BOs yogunlugu 9,2mM’a c¢ikarildiginda
kontrole kiyasla 8.,-16.,-24., giinlerde elde edilen veriler TAG igeriginin ortalama 1,25-1,67
arasinda daha yiiksek diizeylerde oldugunu gostermistir. Kolemanit ve Uleksit uygulamalarinin
bu mikroalgin TAG igerigi lizerine énemli etkileri olmustur. Biiylitme ortaminda 1,54mM
Kolemanit uygulanan C.vulgaris’in TAG igerigi ancak 24. giinde 1,22 kat daha yiiksek diizeyde
belirlenmis olsa da Kolemanit yogunlugu iki katina ¢ikarildiginda (3,08mM) inkiibasyonun ilk
8 giiniinde goriilen yaklasik 1,41 katlik artig inkiibasyon boyunca korunmus ve nihayet
inkiibasyonun 16. ve 24. giinlerinde de kontrol grubuna kiyasla sirasiyla 1,4 ve 1,47 kat daha
yiiksek diizeyde TAG igerigi belirlenmistir. Borlu bilesikler icerisinde Uleksit uygulamasi hem
borik asit ve hem de kolemanit uygulamalarina kiyasla C.vulgaris’de TAG iiretimi agisindan
daha etkili olmustur. Biiyiitme ortamina 0,93mM Uleksit uygulanan C.vulgaris’in TAG igerigi
logaritmik biiyiime evresini yansitan 8. ve 16. giinlerde sirasiyla 1,67 ve 1,63 kat daha yiiksek
diizeyde belirlenmisken ge¢ logaritmik biiylime evresini yansitan 24. giinde de TAG igerigi
kontrol grubuna kiyasla 1,81 kat daha yiiksek diizeyde belirlenmistir. Ortam Uleksit yogunlugu
2 kat artinlldiginda (1,85mM) dahi TAG igerikleri inkiibasyonun 8., 16. ve 24. gilinlerinde
kontrol grubuna gore sirasiyla 1,65, 1,96 ve 2,15 kat daha yiiksek diizeyde belirlenmistir (Sekil
10a,b,c).
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Sekil 10. C.vulgaris’in TAG (a), Notral lipit (b) ve Toplam lipit (c) tiretimi iizerine borlu bilesiklerin
(B, Borik asit; K, Kolemanit; U, Uleksit) etkileri. Ayn1 gruptaki kolonlar sirastyla 8., 16. ve 24. giinlerde
alman Ol¢lim sonuglarint gosterir. (*) ile isaretlenmis degerler en az %95 giiven araliginda kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak farkli oldugunu gosterir.

N

(%) Lipit / Kuru agirhk

N

AR
Al

AN

0,184mM B+
1,84mM B
46mMB
9,2mM B

1,54mM K
3,08mM K
0,93mM U
1,85mM U

C.vulgaris’in biliyime ortamina uygulanan 0,184mM H3BO3 yogunlugu 10 ve 25 kat
artirlldiginda bu mikroalgin nétral lipit igeriginde inkiibasyonun ilk 8 giiniinde 6nemli bir
degisim kaydedilmemis olsa da inkiibasyonun 16. ve 24. giinlerinde goriilen yaklasik %22,9-
%38,9 ve %35,1-%42,9 diizeylerindeki artislar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil
10b). Keza bu mikroalgin biiylitme ortamina 9,2mM H3BO3 uygulandiginda inkiibasyonun 8.,
16. ve 24. giinlerinde kaydedilen sirasiyla yaklasik %34,4, %42,3 ve %72,1 diizeylerinde
artiglar kaydedilmis, boylece zamana ve bor yogunluguna cevapta bu mikroalgin nétral lipit
iceriginde anlamli artiglarin oldugu anlasilmistir. Diger taraftan Kolemanit ve Uleksit
uygulamalar1 bu mikroalgin nétral lipit i¢eriginde benzer diizeylerde artislara sebep olmustur.
Sirastyla 1,54mM Kolemanit ve 0,93mM Uleksit uygulanan C.vulgaris’in nétral lipit igerigi
inkiibasyonun 8. giinlinde kontrol grubuna kiyasla yaklasik %20,7 ve %35,1 diizeylerinde iken
bu artislar inkiibasyon siiresince ¢ok bozulmamus, inkiibasyonun 24. giinlinde sirasiyla yaklasik
%47,1 ve %47,8 diizeylerinde artislar kaydedilmistir. Hem kolemanit ve hem de uleksit
konsantrasyonlar: iki kat artirildiginda da yine C.vulgaris’in nétral lipit igeriginde benzer

diizeylerde degisim kaydedilmistir (Sekil 10b).
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C.vulgaris’in igerdigi toplam lipit miktari, bilyiime ortamindaki H3BO3 yogunlugu arttiginda
istatistiksel olarak anlamli bir degisim sergilememistir. Ancak Kolemanit ve Uleksit
uygulamalar1 TAG ve noétral lipit iiretiminde oldugu gibi toplam lipit iceriklerinde de ciddi
artislara sebep olmustur (Sekil 10c). Biiyiime ortamina 1,54mM ve 3,08mM Kolemanit
uygulanan C.vulgaris’i toplam lipit igerigi inkiibasyonun 8. giiniinde kontrol grubuna kiyasla
yaklasik %44,3 ve 57,3 diizeylerinde daha yiiksek olarak belirlenmis, inkiibasyonun 24.
giiniinde de yine kontrol grubuna kiyasla yaklasik %22,1 ve 31,1 daha yiiksek diizeyde
belirlenmistir. Uleksit uygulamasi da benzer sonuglar vermistir. Biiylime ortaminda 0,93mM
ve 1,85mM Uleksit uygulanan C.vulgaris’in toplam lipit igerigi kontrol grubuna kiyasla
inkiibasyonun 8.; 16.; ve 24. giinlerinde sirasiyla %54,6 ve 91,8; 60,6 ve 40,2; ile 46,1 ve 39,5
diizeylerinde daha yiiksek olarak belirlenmistir.
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4.3. Sitoplazmik lipit cisimlerinin floresans goriintiilenmesi

0,184mM B 1,184mM B
. .
4,6mM B 9,2mM B
. .
1,54mM K 3,08mM K
. .
0,93mM U 1,85mM U

Sekil 11. Logaritmik biiylime evresinde mikroalglerin sitoplazmik lipit cisimlerinin floresans
goriintiileri (M.B. 40x10). Mikroalgler inkiibasyonun 12. giiniinde hasat edilmistir. A¢ik turuncu

renkte goriinen noktalar sitoplazmik lipit cisimleridir.
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Farkli konsantrasyonlarda Borik asit, Kolemanit ve Uleksit borlu bilesikleri uygulanan
tirlerin trettikleri sitoplazmik lipit cisimlerinin goriintiilenmesi amactyla Nil kirmizist ile
boyanan mikroalglerin floresans goriintiilenmesi yapilmigtir (Sekil 11). Yukaridaki resimde de
sunuldugu gibi C.vulgaris’in artan H3BO3z konsantrasyonlar1 ve diger borlu bilesiklerin
uygulanmasina cevapta sitoplazmik lipit cisimi iiretiminde artis kaydedilmistir. Ozellikle
Kolemanit uygulamasi mikroalglerde Uleksit uygulananlara kiyasla nétral lipit {iretimini daha
belirgin sekilde uyarmistir. Genel olarak floresans boyama ile gézlemlenen sitoplazmik lipit

cismi iiretimindeki degisiklikler spektro(floro)metrik 6l¢iimlerle uyumlu ¢ikmistir.
4.4. Mikroalglerin Yag asidi metil ester (YAME) analizleri

Mikroalglerin lipit igeriginin artirilmasina yonelik yiiriitillen caligmalarda yapilan
uygulama sonrasinda mikroalgler tarafindan liretilen yag asidi bilesenlerinin orani énem
tasimaktadir. Biyodizelin kalitesini belirleyen ana unsurlar olan setan numarasi, iodin numarast,
yanma noktasi, NOx emisyon degeri, oksidatif durgunlugu ve akiskanligi gibi degerler temelde
biyodizelin i¢indeki YAME profiline baglidir (Saraf ve Thomas, 2007; Francisco vd., 2010).
Doymamis yag asitleri kolay okside olduklarindan biyodizelin akiskanligini etkiler (Saraf ve
Thomas, 2007). Bu sebeple biyodizelin doymus (DYA) ve tekli doymamis yag asidi (TDYA)
icerigi yliksek, coklu doymamis yag asidi (CDYA) igerigi de diisiik olmalidir. Zira Avrupa
birligi EN 14214 standartlarina gore biyodizel amagli kullanilan yaglardaki DYA ve TDYA
oranlariin toplami1 %70’den yiiksek olmalidir (European standard EN 14214, 2008). Bu
calismada artan konsantrasyonlarda borlu bilesiklerin logaritmik biiyiime evresindeki
mikroalglerin tirettikleri lipitlerdeki YAME igerikleri iizerine etkileri degerlendirilmistir (Sekil
12).

C.vulgaris

100

YAME (%)

o

| 0.184mM B
1,84mM B
46mM B
9.2mM B
1,54mM K
3,08mM K
0.94mM U
1,85mM U

DYA (%) == TDYA (%) mmm CDYA (%)

Sekil 12. Artan konsantrasyonlarda borlu bilesiklerin logaritmik biiylime evresindeki mikroalglerin

iirettikleri lipitlerdeki YAME igerikleri tizerine etkileri.
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Biiyiitme ortaminda 0,184mM H3BO3 bulunan C.vulgaris’in CDYA igerigi inkiibasyonun
logaritmik biliylime evresi olarak belirlenen 16. giiniinde yaklasik %34,2 olarak belirlenmistir
(Sekil 15). Ortam H3BOs yogunlugu artirildiginda bu mikroalgin CDYA igeriginde dikkate
deger azalmalar kaydedilmistir. Sirasiyla 4,6mM ve 9,2mM H3BOs uygulanan C.vulgaris’in
CDYA igerigi toplam YAME iiretiminin %29,7 ve %251 diizeylerinde belirlenmistir. Ote
yandan Kolemanit uygulanan C.vulgaris’in CDYA igerigi toplam YAME iiretiminin yaklasik
%30,7-%33,9’u diizeylerinde iken Uleksit uygulanan C.vulgaris’te yaklasik %26,5
diizeylerinde belirlenmistir. Dolayisiyla bu mikroalge borlu bilesiklerin uygulanmasi ile

iiretilen YAME igerigi yine Avrupa standartlarina uygun oldugu degerlendirilmistir.
4.5.Mikroalglerin toplam protein ve karbohidrat iceriklerinde meydana gelen degisimler

C.vulgaris’in toplam protein igerigi borlu bilesik uygulamasina cevapta diisiis sergilemistir
(Sekil 13). Biiyiitme ortamindaki H3BO3 icerigi 25 ve 50 kat artirildiginda inkiibasyonun 8.
giiniinde %18,4 ve %31,9 diizeylerinde diisiis kaydedilmis, takip eden giinlerde de benzer
durumlar kaydedilmis, inkiibasyonun 24. giiniinde kontrol grubuna kiyasla mikroalgin toplam
protein igerigi sirasiyla yaklasik %22,2 ve %?24,6 diizeylerinde daha diisiik olarak
belirlenmistir. Yine Kolemanit ve Uleksit uygulamalari da bu mikroalgin toplam protein
iceriginde diisiise sebep olmustur. Kolemanit uygulamasi C.vulgaris’in toplam protein
iceriginde yaklasik olarak %24,8-%36,6 diizeylerinde azalmaya sebep olmustur. Ote yandan
0,93mM Uleksit uygulanan C.vulgaris’in inkiibasyonun 8. giiniinde sebep oldugu yaklasik
%17,9 oranindaki diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Son olarak 1.85mM Uleksit
uygulanan C.vulgaris’in toplam protein igerigi inkiibasyonun 8. giiniinden itibaren yaklasik

olarak %30,8-%33,7 diizeylerinde daha diisiik olarak belirlenmistir.
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Sekil 13. C.vulgaris’in toplam protein ve karbohidrat iiretimi iizerine borlu bilesiklerin etkileri. Ayn1
gruptaki kolonlar sirasiyla 8. 16. ve 24. giinlerde alinan 6l¢lim sonuglarini gosterir. (*) ile isaretlenmis
degerler kontrol grubuna goére en az %95 giiven araliginda farkli oldugunu gosterir.
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C.vulgaris’in toplam karbohidrat icerigi borlu bilesik uygulamasina cevapta artis sergilemistir
(Sekil 13). Ortam H3BOs yogunlugu artirildiginda toplam karbohidrat igerigindeki artis zamana
bagli olarak da siireklilik gostermistir. Ortamdaki H3BOsz yogunlugu 10, 25 ve 50 kat
artirildiginda inkiibasyonun 24. giinlinde sirasiyla %30,5, %60,2 ve %53,5 diizeylerinde artis
kaydedilmistir. C.vulgaris’in biiyiime ortamina 1,54mM ve 3,08mM Kkonsantrasyonlarinda
Kolemanit uygulandiginda inkiibasyonun 8. giiniinde sirasiyla %41,5 ve %29,2 diizeylerinde
artis kaydedilmis, takip eden giinlerde de artig siirmiis ve inkiibasyonun 24. giiniinde sirastyla
%82,3 ve %56,6 diizeyinde artis kaydedilmistir. Son olarak 0,93mM ve 1,85mM Uleksit
uygulamasi inkiibasyonun ilk gilinlerinde onemli bir degisime sebep olmamis, ancak
inkiibasyon siiresi uzadik¢a karbohidrat iceriginde artisa sebep olmus, inkiibasyonun 24.
giiniinde C.vulgaris’in toplam karbohidrat i¢erigi 0,184mM H3BOs uygulanan kontrol grubuna

kiyasla sirasiyla %40,7 ve %50,8 diizeyinde artisa sebep olmustur.
4.6.Mikroalglerin toplam klorofil ve karotenoid iceriklerinde meydana gelen degisimler

C.vulgaris’in toplam klorofil ve karotenoid igerigi ortam H3BO3 yogunlugundaki artisa cevapta
onemli bir degisim sergilememistir (Sekil 14). Diger taraftan bu mikroalgin biiyiime ortamina
1,54mM Kolemanit uygulandiginda yine toplam klorofil ve karotenoid igeriginde dnemli bir
degisim goriilmese de kolemanit yogunlugu iki katina ¢ikarildiginda ancak inkiibasyonun 24.
giinlinde toplam klorofil iceriginde istatistiksel olarak énemli bir azalma belirlenmistir. Son
olarak 1,85mM Uleksit uygulanan C.vulgaris’in toplam klorofil igerigi inkiibasyonun 8., 16. ve
24. giinlerinde %16,8, %21,1 ve %27,4 dlizeylerinde azalma gosterse de toplam karotenoid

iceriginde istatistiksel olarak anlamli sayilabilecek siirekli bir degisim belirlenmemistir.
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C.vulgaris C.vulgaris

Sekil 14. C.vulgaris’in toplam klorofil ve karotenoid icerigine borlu bilesiklerin etkileri. Ayn1 gruptaki
kolonlar sirasiyla 8., 16. ve 24. giinlerde alinan 6l¢iim sonuglarini gosterir. (*) ile isaretlenmis degerler
kontrol grubuna gdre en az %95 giiven araliginda farkli oldugunu gosterir.
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5. SONUC

Bor (B) biitiin bitkisel organizmalarin biiyiime ve gelisimi i¢in gerekli bir elementtir. Fotosentez
yapan mikroskobik canlilar olan mikroalglerin bir¢ogunun biiylime ortamlarinda da B elementi
kullanilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda c¢esitli bor bilesiklerinin Chlorella vulgaris TMCC6
mikroalginin biiyime ve biyodizel hammaddesi olarak kullanilan triagilgliserol (TAG)
iiretimleri {izerine etkilerinin incelenmesi amaglanmistir. Bununla birlikte biiyiimede en az
baskilanma ile noétral lipit iceriginde en fazla artisin kaydedildigi Bor konsantrasyonlarini
belirleyerek Bor elementinin ve borlu bilesiklerin yesil mikroalglerin biyodizel hammaddesi
olarak kullanilan TAG igeriklerinin artirilmasinda kullanilabilirliginin tanimlanmasi

hedeflenmistir.

Genel olarak mikroalglerin trettikleri depo metaboliti olarak rol oynayan nétral lipit
tretimindeki artig bitylimedeki baskilanma ile dogru orantili oldugu bildirilmistir (Sharma vd.,
2012). Notral lipit tretimi i¢in uygulanacak boron yogunlugunun belirlenmesi amaciyla
mikroalglerin biliyime ortamlarma artan konsantrasyonlarda HzBOs uygulanmis ve
biliylimelerindeki degisim takip edilmistir. Yapilan ¢alismada elde edilen biiyiime verileri
sonrast biiyiime ortaminda uygulanacak 0,184mM H3BO3z yogunlugu referans HsBOs3
yogunlugu olarak kullanilmis, Uleksit ve kolemanit bilesiklerinin uygulama konsantrasyonlari
da 0,184mM H3BO3 de bulunan Bor elementi yogunluguna gore hesaplanarak uygulanmistir.
Bu durumda yapilan hesaplama sonucunda 0,184mM H3BO3 kullanildiginda ¢ozeltideki Bor
element miktar1 2mg/L olarak hesaplanmig, Kolemanit (CaB3O4(OH)sH.O) ve Uleksit
(NaCaBs098H,0) konsantrasyonlari da igerdikleri Bor element miktarina gore belirlenmis ve
bilesikteki Bor elementi yogunluguna goére 25x ve 50x konsantrasyonda uygulanmistir.
Boylece, borlu bilesik konsantrasyonlari i¢in mikroalglerde ortam H3BO3 yogunlugu 0,184mM
uygulanan grup kontrol grubu olarak kullanilmis, deney gruplari1 da Tablo 1°de gosterildigi gibi
1,84mM H3BOgs, 4,6mM H3BOs3, 9,2mM H3BOs3, 1,54mM ve 3,08mM Kolemanit ile 0,93mM
ve 1,85mM Uleksit uygulanan mikroalg gruplar1 seklinde siiflandirilmstir.

C.vulgaris’in bliylimesinde ortam H3BO3s yogunlugundaki artisa cevapta 6nemli bir degisim
kaydedilmemistir. Bununla birlikte 6zellikle yiiksek konsantrasyonlarda Kolemanit ve Uleksit
uygulamalar1 bu mikroalgin biiyliimesini baskilamistir. Buna karsin artan konsantrasyonlarda
uygulanan biitiin borlu bilesikler bu mikroalgin sentezledigi TAG ve nétral lipit iiretiminde
artisa sebep olmustur. Ozellikle toplam lipit iiretimindeki artis Kolemanit ve Uleksit uygulanan

mikroalglerde 6nemli diizeyde belirlenmistir. Yine sitoplazmik lipit cisimlerinin floresans
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boyamasi ile elde edilen goriintiiler bu artislar1 dogrular niteliktedir. Bununla birlikte YAME
analizi ile elde edilen veriler borlu bilesik uygulanan C.vulgaris’in CDYA igeriginde azalma
ile lipit iretiminde artis1 tetikledigi anlagilmaktadir ki bu durum C.vulgaris’ten biyodizel
hammaddesi tiretimi ig¢in borlu bilesik uygulamasini avantajli kilmaktadir. C.vulgaris’in
toplam protein {liretimi artan konsantrasyonlarda borlu bilesik uygulamasina cevapta azalmas,
buna karsin toplam karbohidrat iiretiminde de onemli artiglart tetiklemistir. Son olarak bu
mikroalgin klorofil icerigi yalnizca yiliksek konsantrasyonda Uleksit uygulamasinda kararli
diisiis sergilemis ve yapilan tiim uygulamalarda karotenoid igeriginde stirekli bir degisim
belirlenmemistir. Dolayisiyla bu mikroalgde depo metabolitleri olarak kullanilabilen lipit ve
karbohidrat tiretimindeki artigla birlikte biiylime faaaliyetlerinde Onemli bir baskilanma
olmamas1 kullanilan borlu bilesiklerin metabolik faaliyetlerde kullanilabilecegini akla
getirmektedir. Bu yoniiyle degerlendirildiginde borlu bilesiklerin uygulandig: C.vulgaris’in
genomik, metabolomik ve hatta proteomik analizlerinin yapilmasi ile yeni biyoteknolojik

uygulama alanlarmin degerlendirilebilecegi diistiniilmektedir.

Sonug olarak;

e Bu arastirma projesinde artan konsantrasyonlarda Borik asit, Kolemanit ve Uleksit
uygulamalarina verilen fizyolojik cevaplar kullanilan borlu bilesigin ¢esidine ve
yogunluguna bagl olarak farkliliklar sergilemistir.

e C.vulgaris’in kiiltiire alindigi BG-11 ortamindaki H3BO3 yogunlugu son derece diisiik
(1uM)tiir. Oysa genel manada 4,6mM’a kadar uygulandiginda bu mikroalglerin
biiyiimelerinde kaydadeger bir degisim belirlenmemistir. Yiiksek yapili bitkilerin
biliylimeleri i¢in gerekli oldugu giris kisminda da belirtildigi gibi ¢cok sayida ¢alisma ile
belgelenmis olan bu elementin mikroalg biiylime ortamlarinda da kullaniminin test
edilmesi i¢in ¢ok yonlii ¢aligmalarin faydali olabilecegi degerlendirilmistir.

e C.vulgaris’in biiylime ortamina artan konsantrasyonda borlu bilesikler uygulandiginda
biyodizel hammaddesi iiretimi artmig, YAME igerisindeki CDYA oraninda da azalma
kaydedilmistir. Bununla birlikte bu ¢alismada, 0,93mM Uleksit uygulamasimin
biliylimede diisiik diizeyde sayilabilecek bir baskilanma ile kisa siirede lipit {iretiminde
artisi tetikledigi, boylece 8 giin boyunca 0,94mM Uleksit uygulamasinin C.vulgaris’ten
biyodizel hammaddesi iiretimi i¢in diger uygulamalara gére daha {istiin oldugu

degerlendirilmistir.
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