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OZET

Bu tez calismasinda, evsel atiksu aritma tesisi ikincil aritim desarj suyu
kullanilarak mikroalg biyokiitlesi iiretilmesi ve bu biyokiitlenin biyodizel {iretim
potansiyelinin degerlendirilmesi arastirilmustir.

Evsel atiksu ve karisik tiirlerden olusan mikroalg biyokiitlesi kullanilarak,
laboratuvar sartlarinda, agik havuzlarda yapay 1sik ve siirekli CO, gazi ilavesiyle
gerceklestirilen biyokiitle iiretim caligmalarinda, mikroalgler i¢cin gereken besin
ortami sadece atiksudan saglanmistir. Atiksuda sabit biiylime kosullarinda (1s1k
yogunlugu, sicaklik, pH) membran filtrasyonu kullanimi ile reaktorler yari-kesikli
calistirilarak biyokiitle konsantrasyonu 3000 mg/L’ye kadar ¢ikartilmistir.

Karigik kiiltiiriin toplam lipit (polar ve nétral) igeriginin belirlenmesinde Bligh
and Dyer metodu modifiye edilerek kullanilmis ve karigik kiiltiiriin toplam lipit
yiizdesi biyokiitlenin %26,24+0,6’s1 olarak ol¢tilmiistiir. Mikroalgal lipitlerin icinde
toplam gliserit (nétral lipit) yiizdesi ise GC analizleri sonucunda %74,4 olarak
belirlenmistir.

Mikroalglerden biyodizel iiretiminde, asit katalizor varliginda tii¢ farkh
transesterifikasyon yontemi kullanilmis, mikroalg biyokiitlesinin yag asidi metil
esteri (YAME) igerigi ve biyodizele doniisim verimleri belirlenmistir. GC
analizleriyle belirlenen yag asidi profilinin temel olarak palmitik, palmitoleik,
stearik, oleik, linoleik ve linolenik asit metil esterlerinden olustugu saptanmistir. Bu
sonuglar ve gliserit yiizdesinin toplam lipit i¢inde yliksek olmasi {iretilen kiiltiiriin
biyodizel doniisiimii i¢in uygun olabilecegini gostermistir. Bu ¢alismada en yliksek
biyodizel doniisiim verimi olan %93,0+4,1 (YAME/lipit) yiizdesine mikrodalga
destekli in-situ transesterifikasyon yontemi ile ulasilmistir.

Calisma sonuglari, evsel atiksu aritma tesisi ikincil aritim desarj suyuna adapte
olarak iireyen karisik kiltliriin, sentetik besin ve temiz su kullanarak {iretilen saf
kiiltiirlerle benzer kalitede ve miktarda lipit tirettigini ve dolayisiyla daha az maliyetli

bir alternatif ortaya koydugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Evsel Atiksu, ikincil Aritim Cikis Suyu, Mikroalg, Lipit,

Biyodizel, Transesterifikasyon.



SUMMARY

In this thesis study, the biodiesel production potential of the microalgal

biomass grown in secondary domestic wastewater was investigated.
The biomass production was carried out using mixed microalgae culture grown in
domestic effluent, in lab-scale open ponds, under artificial light source, with
continuous carbondioxide (CO;) delivery and the wastewater with its constituents
were the only nutrient source for the production of microalgal biomass. The biomass
concentration could be increased to 3000mg/L in semi-continuous, membrane
filtration rectors at constant growth conditions (constant pH, light density and
temperature).

A modified Bligh and Dyer method was utilized for determination of total lipid
content (polar and neutral lipids) of the mixed culture and the total lipid content was
found as 26.2%=0.6 of dry weight biomass. Moreover, the GC results showed that
the percent of glycerides in microalgal lipids were 74.4%.

In biodiesel production from microalgae, three different transesterification
methods were used and, also the fatty acid methyl esters (FAME) content and
biodiesel conversion yield of the FAMEs were determined. In GC analysis, it was
found that the fatty acid profile of the microalgae mainly consists of palmitic,
palmitoleic, stearic, oleic, linoleic and linolenic acids methyl esters. These results
and high glyceride percentage in total lipids indicated that the microalgal biomass
produced is suitable for biodiesel production. The highest biodiesel conversion yield
of 93%+4.1 (FAME/lipid) was reached using microwave assisted in-situ
transesterification.

The results of this study reveals that the mixed culture grown in secondary
domestic wastewater effluent could have similar lipid content (both in quality and in
quantity) with pure culture grown in artificial medium and, therefore it becomes a

low-cost alternative for microalgal biomass production for biodiesel production.

Key Words: Domestic Wastewater, Secondary Effluent, Mixed Microalgae,

Lipid, Biodiesel, Transesterification.
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1.GIRIS

Giiniimiizde niikleer enerji ve hidroelektrik enerjisi disinda diinya enerji
thtiyacinin biiyiik ¢cogunlugu petrol, komiir ve dogal gazdan saglanmaktadir. Fakat
ilerleyen teknoloji ve artan niifus oram1 goz Oniine alindiginda, bu kaynaklarin
mevcut kullanim oranlarinin siirli ve kisa siire sonra tiikkenecek olmasi nedeniyle
enerjiye olan ihtiyag giin gectikce daha da artmaktadir. Yerli sektordeki ve
endiistrilesen diinyadaki biiyiik enerji ihtiyac1 ve fosil yakitlarin yaygin kullanimi
nedeniyle olusan kirlilik problemleri (sera etkisine bagli olarak atmosferin 1sinmasi
ve iklim degisiklikleri, yagis anormallikleri, kirli sis, asit yagmurlari, saglik
problemleri), sinirsiz siire kullanim imkan1 sunacak, daha diisiik gevresel etkileri olan
ve daha biylik enerji gilivenligi bulunan yenilenebilir enerji kaynaklarinin
gelistirilmesini gerekli kilmaktadir. Bu durumun petrol bazli yakitlara alternatif olan
yenilenebilir yakitlara olan ilgiyi bu noktada canlandirdigi belirtilmektedir. Bu
yakitlar arasinda ozellikle biyokiitleden firetilen biyodizel, biyoetanol, biyogaz ve
biyohidrojen gibi farkli tipteki biyoyakitlarin en uygun yenilenebilir ve alternatif
enerji kaynaklarindan biri oldugu belirtilmektedir [Meher et al., 2006], [Pragya et al.,
2013].

Biyokiitle enerjisi kiiresel yenilenebilir enerji arzinin %77,4’linli temsil eden en
biiylik yenilenebilir enerji kaynagi olarak gosterilmektedir [Suganya et al., 2016].
Farkl1 biyokiitle enerjisi kaynaklarindan son yillarda 6n plana ¢ikan ve 6nemi giderek
artan yenilenebilir hammadde kaynaklarindan birisi mikroalglerdir. Mikroalg gibi
yenilenebilir kaynaklardan biyoyakit liretimi, sera gazi emisyonlarinin azaltilmasina
yardimct olmak ve ekonomik siirdiiriilebilirlik icin fosil yakitlarin yerini alabilecek
potansiyele sahip olan biyodizel ve biyoetanol iiretimi i¢in en siirdiiriilebilir se¢enek
olarak degerlendirilmektedir [Maity et al., 2014]. Mikroalg tiretimi igin ekilebilir
araziye ihtiya¢ duyulmamasi, sahip olduklar1 yiliksek biiytime hizlari, yiiksek
biyokiitle verimliligi, yiiksek lipit igerikleri ve atik baca gazlarindan karbondioksiti
(CO,) 6ztimseme yetenekleri nedeniyle mikroalgler biyodizel tiretimi i¢in alternatif
bir hammadde kaynag: olarak gosterilmektedir [Sturm and Lamer, 2011], [Chen et
al., 2015]. Ancak simdiye kadar mikroalglerden biyodizel {iretimi igin ticari bir tesis
kurulmamistir. Mikroalgal biyokiitleden biyodizel iiretimi biyokiitlenin iiretimi,

hasatlanmasi, hiicrelerden lipitin ekstraksiyonu ve lipitin biyodizele doniigiimiini



igeren sirali bir siiregtir [Kim et al., 2013]. Mikroalglerden biyodizel iiretim siireci,
genel olarak prosesten kaynaklanan zorluklardan dolay1 teknolojik agidan fazla
gelisememis, sadece laboratuvar calismalari, pilot ve kiigliik 6lgekli denemelerle
sinirli kalmistir. Prosesle ilgili zorluklarin biiyiik boliimii siirecin toplam maliyetinin
yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir [Say vd. 2010], [Yang et al., 2011]. Mikroalg
tiretimi haricindeki diger siireclerin (hasatlama, ekstraksiyon ve biyodizele doniisiim)
toplam biyodizel iiretimi maliyetinin %60’na tekabiil ettigi belirtilmektedir [Kim et
al., 2013]. Cogu arastirmaci tarafindan petrol bazli dizelle ekonomik olarak rekabet
edebilecek bir tiir biyodizel elde edebilmek amaciyla, mikroalg tiretim maliyetinin
diistiriilmesinin gerekli olduguna dikkat ¢ekilmektedir [Chisti, 2007], [Li et al.,
2008], [Pittman et al., 2011], [Sturm and Lamer, 2011].

Fotosentetik sucul mikroorganizmalar olan mikroalglerin endiistriyel 6lgekte
retimi i¢in CO; ve 151k kaynaginin yanisira, yiiksek miktarda temiz su ve tipik
olarak nitrat ve orta-fosfat formundaki azot (N) ve fosfor (P) gibi niitrient
kaynaklarini igceren 6nemli miktarda kimyasal veya inorganik giibre kullanimina
ihtiya¢ duyulmaktadir. Fakat evrensel olarak bugiin her zamankinden daha fazla
stratejik dneme sahip olan temiz su kaynaklarinin mikroalg iiretimi i¢in kullanilmas,
su kaynaklarini nicelik ve nitelik olarak ciddi anlamda tehdit altina sokmaktadir
[Abdel-Raouf et al., 2012]. Yine mikroalglerin tiretimi igin gerekli sentetik olarak
uretilen azot ve fosfor kaynaklarmmin tiretimi ve kullanimi sirasinda ¢evreye
verdikleri zararlar nedeniyle, uzun vadede kimyasal giibre kullanimi biyodizel
tiretimi amaciyla mikroalg yetistirilmesinde siirdiiriilebilir olmaktan ¢ikmaktadir
[Lam and Lee, 2012]. Bu amagla mikroalglerin ihtiyact olan su ve temel besin
maddelerinin evsel ve bazi endiistriyel atiksu ortamlarindan saglanmasi, hem temiz
su kullanimini azaltmak, hem sentetik azot ve fosfor kullanimini en aza indirmek,
hem de alici ortamin kirlilik yiikiinii hafifletmek i¢in 6nemli bir girisim olarak
sayllmaktadir [Wu et al., 2012]. Bircok atiksu kaynagi yiksek N ve P
konsantrasyonu icermektedir ve mikroalgler niitrient bakimindan zengin bu
ortamlarda etkili bir sekilde biiyiime ve bu niitrientleri metabolizmalarina katma
yetenegine sahiptirler [Pittman et al., 2011], [Lam and Lee, 2012].

Algal biyokiitleden biyodizel elde etme siirecinde biyokiitlenin hasatlanmasi,
genel olarak zorlu ve iirlin maliyetini arttiran bir asama olarak degerlendirilmektedir.
Hasatlama yonteminin toplam biyokiitle iiretim maliyetinin yaklasik %20 — 30’unu

kapsadigi, bu islem daha sonraki kurutma proseslerini de igeriyorsa iiretim



maliyetinin daha da arttig1 belirtilmektedir [Brennan and Owende, 2010], [Sturm and
Lamer, 2011], [Rajvanshi and Sharma, 2012], [Suali and Sarbatly, 2012], [Pragya et
al., 2013]. Bu nedenle siirecin basarisi i¢in mikroalg biyokiitlesinin isletme, bakim ve
enerji maliyetlerini arttirmayacak bir yontemle sudan ayrilmasi 6nemlidir. Bununla
birlikte mikroalg hasatlamasinda evrensel bir yontem bulunmamakla birlikte, uygun
ve ekonomik bir hasatlama metodunun gelistirilmesi yoniindeki ¢alismalarin da halen
devam ettigi bildirilmektedir [Sim et al., 1988], [Mata et al., 2010], [Velasquez-Orta
et al., 2014], [Barros et al., 2015]. Maliyeti ve enerjiyi diisiirmek i¢in kullanilacak
hasatlama yonteminin mikroalg biyokiitlesinin kirlenmesine ya da zarar gormesine
izin vermemesi ve daha sonraki lipit ekstraksiyonu adimini da zorlagtirmamasi
gerekmektedir. Ayrica diisiik enerjili hasatlama segeneklerinin mikroalg hiicre
boyutu ile sinirli oldugu da belirtilmektedir. Ornegin filtrasyon ile hasatlama
yapilacaksa, mikroalg hiicre boyutunun 70 mikrondan biiyiik olmasi 6nerilmektedir
[Aitken and Antizar-Ladislao, 2012].

Mikroalg biyokiitlesinden biyodizel {iretiminin bir sonraki asamasi hiicreden
lipitin ekstraksiyonudur. Lipit estraksiyonunda tiiketilen enerji, mikroalgal biyodizel
tiretimi i¢in harcanan toplam enerji tiiketiminin %50’sinden fazlasini olusturmaktadir
[Kim et al., 2015]. Lipit ekstraksiyonu sirasindaki yiiksek enerji tiiketiminin temel
nedeni olarak mikroalg biyokiitlesinin kompleks karbonhidrat ve glikoproteinlerden
olusan kalin ve sert bir hiicre duvarina sahip olmasi gosterilmektedir [Kim et al.,
2013]. Mikroalg biyokiitlesinden lipitin ekstraksiyonunda laboratuar 6lgekli bir ¢ok
yontem kullanilmasina ragmen, standart ve diisik enerjili bir ydntem
bulunmamaktadir. Literatiirde, c¢esitli solventler yardimiyla mikrolglerden lipit
ayristiritlmast konusunda pek ¢ok calisma yer almakta ve en ¢ok kullanilan iki
metodun Soxhlet (hekzanin kullanildigi) ve Bligh and Dyer (kloroform/metanoliin
kullanildig1) metotlar1 oldugu gorilmektedir [Mansour, 2005], [Johnson and Wen,
2009], [Sanchez et al., 2012]. Ayrica hiicresel lipitin ekstraksiyonunu kolaylastirmak
amaciyla ultrases, mikrodalga ve bead-beating gibi c¢esitli hiicre pargalama
metotlarinin kullanilarak lipit ekstraksiyonu veriminin arttirilmasinin hedeflendigi
caligmalar da mevcuttur [Shen et al., 2009], [Lewis et al., 2000], [Lee et al., 2010],
[Chen et al., 2015].

Mikroalglerden biyodizel {iretim siirecinin son adimi hiicreden ekstrakte edilen
lipitlerin  transesterifikasyon = yontemi ile  biyodizele  doniistiirilmesidir.

Transesterifikasyon kisa zincirli bir alkol (metanol ya da etanol) ve katalizor (asit,



baz ya da enzim) varliginda mikroalgal lipitlerin (trigliseritler ve serbest yag asitleri)
diisiik molekiil agirlikli yag asidi metil/etil esterlerine doniistiiriilmesi prosesidir
[Pragya et al., 2013]. Mikroalglerden biyodizel iiretimi ¢alismalarinda ¢ogunlukla
mikroalg lipitinin yiiksek serbest yag asidi (SYA) icerigi nedeniyle homojen asit
katalizorlii transesterifikasyon yontemi oOnerilmektedir [Miao and Wu, 2006],
[Sanchez et al., 2011]. Ayrica son yillarda biyodizel iiretim maliyetini azaltmak i¢in
lipit ekstraksiyonu adiminin ihmal edilerek tek adimda biyodizel {iretiminin
gergeklestirildigi direkt (in-situ) transesterifikasyon yontemi de kuru ve 1slak
mikroalg biyokiitlesine uygulanmaktadir [Johnson and Wen, 2009], [Ehimen et al.,
2010], [Kim et al., 2013]. Bununla birlikte yine biyodizel iiretimi veriminin
arttirllmas1 amaciyla kimyasal (co-solvent kullanimini i¢eren) [Ehimen et al., 2012],
[Martinez-Guerra et al., 2014a], [Najafabadi et al., 2015] ve mekanik destekli
(ultrases ve mikrodalga kullanimini igeren) in-situ transesterifikasyon yontemlerinin
de uygulandig1 goriilmektedir [Ehimen et al., 2012], [Kim et al., 2013], [Ma et al.,
2015].

Mikroalg biyokiitlesinin yag asidi kompozisyonunun ve yakit 6zelliklerinin
sistematik analizi, biyodizel iiretimi i¢in uygun tiirlerin se¢imi i¢in ¢ok Onemlidir.
Kullanilan mikroalg tlirii ve bunun yamisira kiiltiir ortaminin, mikroalglerin lipit
igerigini ve yag asitlerinin yapisini etkiledigi bilinmektedir [Islam et al., 2013]. Yag
asitlerinin doymamislik derecesi, zincir uzunlugu ve karbon zincirinin dallanmasi
gibi yapisal 6zellikleri, biyodizelin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini etkilemektedir.
Bu yilizden mikroalgal yag asidi profilinin biyodizel karakterizasyonu i¢in uygun

olup olmadiginin analiz edilmesi gerekmektedir [Bucy et al., 2012].



1.1. Amac¢ ve Kapsam

Bu tez calismasinda mikroalg liretimi maliyetinin diisiiriilmesi i¢in evsel atiksu
aritma tesisi ikincil aritim desarj suyunu kullanarak mikroalg biyokiitlesi tiretimi ve
tiretilen  biyokiitlenin  biyodizel {iretimi  potansiyelinin  degerlendirilmesi
hedeflenmistir. Literatiirde mikroalglerle yapilan ¢aligmalarda ¢cogunlukla tek veya
birkag tiir lizerinde denemeler gergeklestirilmis ve mikroalglerin kiiltlir ortam1 olarak
sentetik kiiltiir ortam1 ya da steril edilmis atiksu ortamlar1 kullanilmistir. Bu
caligmada ise literatiirdeki calismalardan farkli olarak gercek atiksu ve karisik
mikroalg Dbiyokiitlesi birlikte kullanilmistir. Calisma kapsaminda laboratuvar
sartlarinda, cam reaktorler icinde yapay 151k ve siirekli CO, gazi ilavesi ile
gerceklestirilen biyokiitle iiretimi calismalarinda, mikroalgler icin gereken besin
maddeleri atiksudan karsilanmistir. Uretilen biyokiitlenin konsantre edilmesi ve
hasatlanmasinda ise batik membran filtrasyonu kullanilmistir.

Tez c¢alismasinin ikinci asamasinda elde edilen karisik mikroalg
biyokiitlesinden lipitin ekstraksiyonu i¢in ¢alismalar yiiriitiilmiis ve giivenilir bir
ekstraksiyon metodunun olusturulmasi hedeflenmistir. Bu amagcla literatiirde siklikla
kullanilan yontemlerden biri olan Bligh and Dyer metodu modifiye edilmis ve karisik
mikroalg biyokiitlesine uygulanmistir. Ayrica ekstrakte edilen lipitin biyodizele
doniisiim i¢in uygun bir hammadde kaynagi olup olmadiginin belirlenmesi i¢in Gaz
Kromatografisi (GC) ile toplam gliserit analizi ¢caligmalar yiiriitiilmistiir.

Tez caligmasinin ii¢lincii asamasinda biyodizel {liretimi amaciyla asit katalizor
varliginda farkli transesterifikasyon yoOntemleri kullanilarak karisitk mikroalg
biyokiitlesinin yag asidi metil esteri (YAME) igeriginin ve biyodizele doniisiim
verimlerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Yiiriitiilen deneyler sonrasinda yapilan GC
analizleriyle belirlenen yag asidi profiline gore, karisik mikroalg biyokiitlesinin

biyodizele doniisiim i¢in uygun olup olmadiginin degerlendirmesi yapilmistir.



2.LITERATUR OZETI

2.1. Yenilenebilir ve Siirdiiriilebilir Enerji Kaynaklar

Diinyada basglica enerji tiiketiminin %88’i, yakit kaynagi olan petrol (%35),
komiir (%29) ve dogal gaz (%24) gibi fosil yakitlardan, geriye kalani niikleer enerji
(%5) ve hidroelekrtikten (%6) saglanmaktadir [Brennan and Owende, 2010]. Fakat
fosil yakitlarin enerji iiretimi i¢in yogun kullaniminin fosil yakit rezervlerinin
azalmasina, saglik risklerine ve kiiresel iklim degisikligi tehdidi ile sonuglanan
olumsuz c¢evresel etkilere yol a¢tigi uzun zamandir bilinmektedir [Hughes and
Beneman, 1997], [Panwar et al., 2011], [Maity et al., 2014]. Fosil yakit kullanimi,
kiiresel 1sinma ile direkt baglantist olan atmosferdeki CO, seviyesinin artmasina
neden olmaktadir [Naik et al., 2010]. Ulasim, elekrik ve 1s1 tiretimi igin fosil
yakitlarin biiyiik 6l¢ekte kullanimi sonucu insan kaynakli sera gazi emisyonlarindaki
artis nedeniyle, sera gazi emisyonlarini azaltma tekniklerinin gelistirilmesi ve kiiresel
isinmanin etkilerini en aza indirecek politikalarin benimsenmesi bu nedenle giderek
daha 6nemli olmaktadir [Brennan and Owende, 2010]. Ayrica halen kullanilabilir
durumdaki bu enerji kaynaklarinin azalmasi, ham petrol fiyatlarinin ve enerji
giivensizliginin artmasi ve enerjiye olan ihtiyacin giin gectikge artmaya devam
etmesi, diinya genelinde yenilenebilir, temiz ve siirdiiriilebilir enerji kaynaklarinin ve
teknolojilerinin gelistirilmesini zorunlu hale getirmektedir [Maity et al., 2014],
[Wahidin et al., 2014]. Cevresel iyilestirmelere yonelik degisiklikler diinya ¢apinda
ozellikle gelismis iilkelerde politik olarak daha kabul edilebilir olmaya baslamistir
[Panwar et al., 2011]. Ornegin iklim degisikligine ve kiiresel 1sinmaya yonelik
uluslararasi diizeydeki ilk ¢evre sdzlesmesi olan Birlesmis Milletler iklim Degisikligi
Cergeve Sozlesmesi (BMIDCS), 1992°de Rio’da imzaya agilmistir. 1994 yilinda
yiiriirliige giren soézlesme insan kaynakli c¢evre kirliliginin neden oldugu iklim
degisikligine ¢oziim getirmek amaciyla, sera gazlarimin neden oldugu kiiresel
isinmanin etkilerini azaltmay1 ve sera gazi emisyonlarini belirli bir seviyede tutmay1
amagclamaktadir [Web 1, 2016]. Yine 1997 yilinda BMIDCS ile kararlastirilmis
stirdiiriilebilirlik hedeflerini karsilamak amaciyla Kyoto Protokolii (3. Taraflar
Konferans1 olarak da adlandirilan) kapsaminda, diinyadaki bir¢ok iilke ve bolge

atmosfere verilecek CO; gazinin azaltilmasi i¢in hedefler belirlemislerdir [Mata et



al., 2010]. 1994 yilindan beri her yil diizenlenen Taraflar Konferansi’nin bugiine
kadar diizenlenen en genis kapsamli uluslararasi konferansi olan 21. Taraflar
Konferansi ise 2015 yilinda Paris’te yapilmigtir. Paris Iklim Degisikligi
Konferansi’nda kiiresel 1sinmay1 2°C’nin altinda tutmak amaciyla iklim iizerinde
yasal olarak baglayiciligi olan uluslararasi bir anlasma imzalanmasi hedeflenmistir.
Bu cer¢evede, 2030 yilina kadar kiiresel yillik sera gazi emisyonlarinin
siirlandirilmasi, yenilenebilir enerjilere gegisin hizlandirilmasi ve iklim degisikligi
tehtidine karsi siirdiiriilebilir kalkinmanin giiclendirilmesi hedeflenmektedir [WEO,
2015].

Diinya gelecegi i¢in dnemli rol oynayan yenilenebilir enerji kaynaklari; giines
enerjisi, riizgar enerjisi, jeotermal enerji, biyokiitle enerjisi gibi tekrar tekrar enerji
tretmek i¢in kullanilabilen ve alternatif enerji kaynagi olarak adlandirilan
kaynaklardir [Panwar et al., 2011]. Bu alternatifler arasinda son donemlerde
degerlendirilen ve umut vaadeden enerji kaynagi olarak biyokiitle enerjisinin ve
biyokiitleden fermentasyon, piroliz, gazlastirma ve transesterifikasyon gibi farkli
enerji donilisim prosesleri ile biyoetanol, biyometanol, biyodizel, hidrojen gibi

yakitlarin 6n plana ¢iktig1 goriilmektedir.

2.2. Biyokiitle Kaynaklar ve Biyoyakit Tiirleri

Yenilenebilir enerji segeneklerinden biri olmasi ve sifir karbon ayak izi
nedeniyle biyokiitle enerjisi, enerji tiretiminin olumsuz etkilerini azaltmak ve kiiresel
cevre lizerindeki baskilar1 gidermek amaciyla kullanilabilecek 6nemli bir enerji
kaynagi olarak goriilmektedir [McKendry, 2002], [Sharma et al., 2015]. Cok cesitli
biyokiitle kaynaklar1 elektrik tiretimi, 1s1tnma, tasit yakitt ve endiistriyel proseslerde
1sitma gibi ¢esitli enerji gereksinimleri karsilamak igin kullanilabilmektedir [Field et
al., 2008], [Balat, 2005]. Farkli biyokiitle kaynaklarindan biyoetanol, biyometanol,
biyodizel, Fischer-Tropsch yakiti, hidrojen ve metan gibi sivi, gaz ya da kat1 yakitlar
iretilmektedir [[Naik et al., 2010], Nigam et al., 2011].

Biyokiitleden tiretilen biyoyakitlar genel olarak birincil ve ikincil biyoyakitlar
olarak ikiye ayrilmaktadirlar. Yakacak odun, pellet, hayvansal atiklar ve bitki
artiklar1 gibi birincil biyoyakitlar esas olarak 1sitma, pisirme ve elektrik {iretimi i¢in

islenmemis bi¢imde kullanilirken, biyokiitlenin islenmesi ile iiretilen biyoetanol,



biyodizel ve biyogaz gibi ikincil biyoyakitlar tasitlarda ve degisik endiistriyel
proseslerde kullanilmaktadirlar [Dragone et al., 2010], [Nigam et al., 2011], [Maity
et al., 2014]. Biyokiitlenin islenmesi ile firetilen ikincil biyoyakitlar da iiretim
teknolojilerine, hammadde tiiriine veya hammaddenin gelisim seviyesine gore Sekil
2.1’de goriildigii tizere birinci, ikinci ve {iglincii nesil biyoyakitlar olarak
siiflandirilmaktadirlar [Dragone et al., 2010], [Nigam et al., 2011]. Biyoenerji
olarak tanimlanan biyokiitle kaynaklari orman, tarim ve balikgilik tiriinlerinden ya da
tarim enddistrisi, gida endiistrisi ve gida hizmetlerinden kaynaklanan atiklar1 ve yan
tiriinleri de igeren evsel atiklardan elde edilebilmektedirler [Dragone et al., 2010],
[Nigam et al., 2011].



BIYOYAKITLAR
v
v
Birincil ikincil
v v
Odun, pellet,
hayvasal v v A
atiklar, 1.nesil 2.nesil 3.nesil
orman ve Nisasta (bugday, Lignoseliilozik Mikroalglerden
tarim arpa, misir gibi) ya biyokiitleden tiretilen
atiklari, ¢op da sekerlerden er_12imf’;1ti_k biyodizel
gazi (seker kamuisi, seker hidroliz ile .
pancari) iiretilen Mikroalg ve
fermentasyon ile biyoetanol, deniz
tiretilen biyoetanol biitanol yosunundan
veya biitanol iiretilen
jatrofa, mahua, biyoetanol
Yagli tohum cassava,
bitkilerinden (kolza, miscanthus gibi Yesil alg ve
soya, aygicegi, biyokiitlelerden mikroplardan
hayvansal yaglar iiretilen iiretilen hidrojen
gibi) biyoetanol ve
transesterifikasyon biyodizel Mikroalglerden
ile tiretilen biyodizel piroliz ile
Anaerobik iiretilen
¢liriitme ile biyokdmiir,
tretilen gazolin
biyometan

Sekil 2.1: Biyoyakitlarin ve biyoyakit kaynaklarinin siniflandirilmasi.

Birinci nesil biyoyakit iiretimi i¢in musir, arpa, seker kamisi, aygicegi, kolza
tohumu, soya, kanola, palm yagi gibi gida bitkileri ve yagli tohum bitkileri temel
hammadde olarak kaynagi olarak kullanilmistir [Lam and Lee, 2012], [Sims et al.,
2010]. Birinci nesil biyoyakitlarin yerli enerji giivenliginin arttirllmasi, CO,
emisyonlarinin azaltilmas: ve bu sayede karbon-nétral bir yol izlenmesi agisindan
avantajli oldugu belirtilmektedir [Naik et al., 2010], [Dragone et al., 2010] Fakat
enerji kaynagi olarak bu yenilir yaglarin kullaniminin énemli ekonomik ve ¢evresel
sinirlamalart da beraberinde getirdigi goriilmiis ve bu olumsuzluklar kamu ve sivil
toplum kuruluslarindan gelen itirazlar1 arttirmistir [Dragone et al., 2010], [Lam and
Lee, 2012], [Maity et al., 2014]. Bu hammadde kaynaklarinin yetistirilmesi sirasinda



dogaya verdikleri zararlar (giibre kullanimi, verimli tarim alani gereksinimleri gibi)
ve gida sektoriinde yarattiklar1 rekabet, biyodizel ve biyoetanol gibi biyoyakitlarin
tiretiminde kullanilmalarin1 smirlandirmistir [Naik et al., 2010], [Dragone et al.,
2010], [Maceiras et al., 2010]. Bu nedenle gida sektoriindeki rekabetin Oniine
gecmek amaciyla, sadece biyodizel iiretimi i¢in yiiksek yag icerigine sahip belirli
bitkilerin yetistirilmesi veya Yyeni Dbiyokiitle kaynaklarinin bulunmasi igin
arastirmalara baslanmistir [Maceiras et al., 2010]. Birinci nesil biyoyakit tiretiminin
getirdigi bu kaygilarin kiimiilatif etkileri, son otuz yildir devam eden bir arastirma
konusu olarak gida disi biyokiitleden biyoyakit {iretiminin gelisimine olan ilgiyi
canlandirmistir [Sims et al., 2010], [Maity et al., 2014].

Ikinci nesil biyoyakitlar gida iiretimi ile rekabet yaratmayan bitkilerin odunsu
kismini iceren lignoseliilozik biyokiitlelerden biyoyakit {iretimi i¢in tasarlanmistir
[Dragone et al., 2010], [Abou-Shanab et al., 2015]. ikinci nesil biyoyakit
hammaddesi olarak nitelendirilen bu biyokiitleler misir ve seker kamiginin yenilir
olmayan bilesenlerinin yani1 sira, orman atiklar1 gibi yan tiriinleri, evsel kati atiklarin
organik bilesenleri ve jatrofa, mahua, cassava, miscanthus gibi 6zel amaglar i¢in
yetistirilen bitkileri i¢eren lignoseliilozik maddeleri igermektedir [Sims et al., 2010],
[Maity et al., 2014], [Abou-Shanab et al., 2015]. ikinci nesil biyoyakit {iretiminin
temel avantaji yenilmeyen biyokiitle kaynaklarmin kullanilmasi nedeniyle gida ve
yakit iiretimi arasindaki rekabeti ortadan kaldirmasi olmustur [Nigam et al., 2011].
Fakat biyokiitleden yiiksek yag verimi saglamak i¢in diizenli sulama, agir giibreleme
ve dogru yonetim politikalarinin gerekli oldugu belirtilmektedir [Lam and Lee,
2012]. Ayrica bu lignoseliilozik biyokiitleleri fermente sekerlere doniistiirme prosesi
0zel enzimlerle 6n aritim gibi maliyetli teknolojiler gerektirdigi i¢in, ikinci nesil
biyoyakit iiretiminin biiyiik Olgekte gerceklestirilmesinin ekonomik olmadigi
bildirilmistir [Dragone et al., 2010].

Daha siirdiirtilebilir ve ekonomik olarak rekabetci yeni biyokiitle kaynaklar
arayiglari, arastirmacilarin dikkatini mikroskobik organizmalara yonlendirmistir.
Mevcut bilimsel bilgi ve teknolojik gelismeler 1s18inda, mikrop ve mikroalglerden
elde edilen igcilincii nesil biyoyakitlarin, birinci ve ikinci nesil biyoyakitlardaki
dezavantajlart igermeyen alternatif bir enerji kaynagi olarak on plana ¢iktig
goriilmiistiir [Nigam et al., 2011]. Ozellikle mikroalgler, diger enerji bitkilerine
kiyasla daha yiiksek fotosentetik verim, daha yiiksek biyokiitle iiretimi, daha hizl

biiylimeleri ve alan gereksinimine ihtiyag duymamalar1 nedeniyle, alternatif enerji
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kaynagi olarak énem kazanmaktadir [Johnson and Wen, 2009]. Alternatif bir enerji
kaynag olarak tekrar giindeme gelmesinden ¢ok daha Once mikroalglerin enerji
kaynagi olarak kullanilmasi birgok arastirmaci tarafindan yillardir 6nerilmektedir
[Nagle and Lemke, 1990], [Robles Medina et al., 1999], [Chisti, 2007]. Uzun yillar
hayvan yetistiriciliginde besin katkisi olarak iiretilen mikroalgler, son yillarda artan
petrol fiyatlarinin da etkisiyle hizlanan biyokiitle enerjisi arastirmalar1 sonucunda
umut vadeden bir enerji kaynagi olarak goriilmeye baslanmistir [Say vd., 2010].
Mikroalgler biyetanol, biyodizel, biyo-yag, biyohidrojen gibi farkli tipte yenilenebilir
biyoyakitlara doniistiiriilebilmektedirler [Chisti, 2007], [Dragone et al., 2010],
[Pragya et al., 2013]. Ozellikle mikroalg biyokiitlesinden iiretilen biyodizel, petrol
bazli yakitlarin yerini tamamen alabilecek potansiyele sahip yenilenebilir bir
biyoyakit olarak son yillarda bir ¢ok arastirmacinin arastirma konusu olmustur

[Chisti, 2008], [Hossain et al., 2008], [Halim et al., 2011], [Kim et al., 2015].

2.3. Mikroalgler

2.3.1. Mikroalglerin Tarihsel Gelisimi

Algler en eski yasam formlar1 olarak kabul edilmektedirler. Birincil
fotosentetik pigmentleri olarak klorofil-a’ya sahip olan ilkel bitkiler olarak da
bilinmektedirler [Dragone et al., 2010], [Brennan and Owende, 2010]. Tek hiicreli ya
da basit ¢ok hiicreli yapilar1 nedeniyle hizli bir sekilde ¢ogalabilen ve zor sartlar
altinda yasayabilen Okaryatik ya da prokaryotik fotosentetik mikroorganizmalardir.
Prokaryotik  mikroalglere  siyanobakteriler (Cyanophyceae) ornek olarak
verilmektedir ve bunlarin algden ziyade bakteri hiicresine daha benzer organizmalar
odugu rapor edilmektedir. Okaryatik mikroalglerin en énemli siiflarma ise yesil
algler (Chlorophyta), kirmiz1 algler (Rhodophyta) ve diatomlar (Bacillariophyta)
ornek verilmektedir [Brennan and Owende, 2010].

Insanlar tarafindan mikroalglerin kullanimlar1 Cin’de 2000 yil kadar ncesine
dayanmakla birlikte, mikroalgal biyoteknolojinin gelimisinin gegen yiizyilin
ortalarinda basladigi belirtilmektedir. 1950’lerin basinda iyi bir protein kaynagi
olarak insanlar tarafindan kullanilan mikroalglerin, ticari olarak biyiik olcekli ilk

kiiltiri (Chlorella) ise 1960°larin baginda Japonya’da yapilmistir. Daha sonrasinda
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bir mikroalg hasatlama ve iiretim tesisi 1970’lerin basinda Meksika’daki bir golde
kurulmus ve ilk su kiiltiirii alanlar1 1970’lerde goriilmiistiir [Borowitzka, 1999],
[Spolaore et al., 2006]. Bunlarin disinda mikroalglerin yogun kiiltiirii ilk defa atiksu
arittim1 ve TUretilen alglerden enerji elde edilmesi amaciyla gergeklestirilmistir
[Oswald ve Golueke, 1960], [Oswald ve Golueke, 1962], [Oswald, 1963], [Negoro et
al., 1991]. Diinya ¢apindaki enerji sikintis1 ve 1970’lerdeki petrol ambargosu bir ¢ok
ulusu enerji kaynaklarin1 degerlendirme ve alglerden enerji iiretimi konusunda
zorlamigtir [Nagle and Lemke 1990], [Spolaore et al., 2006]. 1973 yilindaki petrol
krizi sonrasinda, petrol kaynaklarmin giivenlik agiginin tanimlanmasina yanit olarak,
bir aragtirma ve mihendislik firmasinin alglerden lipit iiretilmesi konusunda
finansman oldugu belirtilmektedir [Williams and Laurens, 2010]. Ayrica Amerika
Enerji Bakanligi’'nmin 1978’de kurulup 1996’da sonlandirilan ““Akuatik Tiirler
Programi1” alglerden yakit tretimi ile ilgili ¢ok kapsamli arastirmalar
gergeklestirmistir. Yapilan yogun arastirmalar sonucunda alglerden elde edilen
biyoyakitin geleneksel yakitlara alternatif degerli bir yakit oldugu, fakat 1990’larin
basindaki petrol fiyatlari g6z Oniinde bulunduruldugunda, ekonomik olarak
uygulanabilir olmayacagi ortaya ¢ikarilmistir [Williams and Laurens, 2010], [Xu and
Mi, 2011]. Bununla birlikte mikroalglerin biyolojileri, tiir se¢imi, metabolik
miihendislik ve segilen tiirlerin biiyiikk olgekte biiyiitiilmesi konusunda 6nemli
ilerlemeler de kaydedildigi goriilmiistiir [Williams and Laurens, 2010].

Cevre miihendisligi agisindan Dbiyokiitle bazli biyodizel iiretiminde
mikroalglerin son yillarda 6n plana ¢ikmasinin en 6nemli sebeplerinden biri de, CO,
basta olmak {izere ¢esitli sera gazlarinin atmosferdeki asir1 birikiminden kaynaklanan
kiiresel iklim degisikligine ¢6ziim arama g¢abalaridir. Mikroalgler biiyiimeleri i¢in
gereken inorganik karbon kaynagi olan atmosferdeki mevcut CO;’i, enerji bitkilerine
kiyasla etkili bir sekilde 6ziimseme yetegine sahip olduklarindan, atmosferde biriken
fazla COy’i tutarak kiiresel i1sinmanin onlenmesine katkida bulunabilirler. Ayrica
mikroalglerin yiiksek CO, konsantrasyonlarina karsi tleransli olmalar1, atik baca
gazlarindan CO, 6ziimsemelerine de olanak saglamaktadir. Bu nedenle mikroalg
bazli biyodizel, hem atmosfere karbon saliniminin azaltilmasi ve kiiresel karbon
dengensinin korunmasi, hem de kiiresel enerji ihtiyacinin karsilanmasi agisindan

biiyiik faydalar saglayabilecek yenilenebilir bir enerji kaynagidir [Say vd., 2010].
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Mikroalglerin ¢ok uzun bir siiredir lipit, hidrokarbon, karotenoid, enzim ve
diger kompleks yaglar1 irettikleri bilinmektedir. Bu degerli biyolojik tiriinlerin
iretiminin yanisira mikroalgler su kiiltiirinde hammadde kaynagi olarak endiistriyel
uygulamalar i¢in yiiksek potansiyele sahip organizmalar olarak goriilmektedir. Son
donemde molekiiler biyolojideki gelismeler algal biyoliriin {iretim verimini
iyilestirmektedir. Mikroalglerin biyoproses faktorlerindeki degisimler (sicaklik, pH,
151k, karbon kaynagi, niitrient gibi) biyokiitle ve spesifik biyoiiriin liretimlerini
arttirmada kullanilmaktadir [Williams and Laurens, 2010], [Mercer and Armenta,
2011]. Yine son yillarda mikroalg biyokiitlesinin biyoyakit elde etmek amaciyla
iiretimi, alglerin yiiksek fotosentezleme kapasitesi, diislik karasal alan ihtiyaci, kiiciik
miktarlarda ileri teknoloji gerektirmeyen sekilde biyodizele ve yakma gazina

cevrilebilmesi ile dikkat ¢ekmistir [FAO, 2009].
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2.3.2. Mikroalglerin Hiicresel Bilesenleri

Giines enerjisini kimyasal enerjiye doniistiirmek i¢in fotosentez mekanizmasini
kullanan mikroalgler, irettikleri bu enerjiyi hiicrelerinde protein, karbonhidrat, lipit
ve niikleik asit gibi makromolekiiller formunda depolamaktadirlar [Huang et al.,
2010], [Demirbas, 2011], [Park et al., 2015]. Mikroalg hiicrelerinin igerdigi bu
bilesenlerin mikroalg tiiriine ve kiiltiir sartlarina baglh olarak degisiklik gosterdigi
belirtilmektedir [Mata et al., 2010], [Schlagermann et al., 2012], [Jacob-Lopez et al.,
2015]. Literatiirde yer alan bazi1 mikroalg tiirlerine ait protein, karbonhidrat ve lipit

igerikleri Tablo 2.1’de 6zetlenmistir.

Tablo 2.1: Bazi mikroalg tiirlerine ait biyokimyasal bilesenler (% kuru hiicre agirligi

bazinda).

Mikroalg Protein | Karbonhidrat | Lipit Kaynak
Chlorella vulgaris 55 9 25 Biller et al., 2012
Scenedesmus dimorphus | 43 16 18 Biller et al., 2012
Spirulina platensis 65 20 5 Biller et al., 2012
Spirulina maxima 68 11,7 6 De Oliveira et

al.,1999
Chlorella emersonii 28 11 63 Iliman et al., 2000
Chlorella protothecoides | 52,6 10,6 14,6 | Miao and Wu, 2006
Chlorella sorokiniana 42 32 22 Illman et al., 2000
Chlorella minutissima 9 14 57 Iliman et al., 2000
Nannochloropsis 37 8 32 Biller and Ross, 2011
oculata
Botryococcus braunii 32,6 8,8 36,1 | Sydneyetal., 2011
Rhizoclonium 38 19 34 | Ahmad etal., 2013
hieroglyphicum

Mikroalg hiicrelerindeki karbonhidratlar metabolik ve yapisal fonksiyonlara
hizmet etmekte ve fotosentezin ilk iiriinii olarak diger biyokimyasallarin sentezi igin
baslangi¢ noktas1 olmaktadirlar [Williams and Laurens, 2010]. Mikroalglerin i¢erdigi
karbonhidratlar hiicre iginde nisasta, glikoz, sekerler ve diger polisakkaritler seklinde
bulunabilmektedir [Spolaore et al., 2006]. Chlorella, Chlamydomonas, Dunaliella,
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Scenedesmus ve Tetraselmis gibi bazi mikroalg tiirlerinin yiiksek karbonhidrat
igerigine (% 37-55, kuru agirlik bazinda) sahip olmalari nedeniyle (kloroplastlarinda
agirhikli olarak nisastayr icermektedirler), biyoetanol ftretimi i¢in uygun bir
hammadde kaynagi olduklar1 belirtilmektedir [Lam and Lee, 2012], [Jacob-Lopez et
al., 2015].

Karbonhidratlar gibi proteinler de yapisal ve metabolik fonksiyonlarda gorev
almaktadirlar. Hiicre biliylimesini sagladiklarindan hiicre metabolizmasi i¢in en
onemli katalizorlerdir. Proteinler klorofil molekiillerinin bagli oldugu kloroplastin
151k toplama komplekslerine yapisal bir iskelet saglamakta ve lipit membranlarinda
da bulunmaktadirlar [Williams and Laurens, 2010]. Baz1 mikroalg tiirlerinin yiiksek
miktarda protein (esas olarak amino asitleri) i¢cermesi nedeniyle, insan ve hayvan
tilketimi igin mitkemmel bir ek besin kaynagi olduklar1 belirtilmektedir [Spolaore et
al., 2006], [Jacob-Lopez et al., 2015].

Mikroalg hiicresindeki lipitler enerji rezervi ve hiicre membraninda yapisal
bilesikler olarak yer almaktadirlar [Williams and Laurens, 2010]. Mikroalg
biyokiitlesinin igerdigi lipitler esas olarak notral lipitler (Or; trigliseritler, kolesterol)
ve polar lipitler (6r; fosfolipit, galaktolipit) olarak siniflandirilmaktadir. Bu lipit
simniflarindan trigliseritler, en onemli enerji rezervleri olarak biyodizel {iretiminin
temel hammaddesini olusturmaktadirlar [Huang et al., 2010], [Williams and Laurens,
2010].

Niikleik asitler (DNA ve RNA) proteinler ve monomerileri ile birlikte algal
bolinme ve biiyiime i¢in temel olusturmaktadirlar. Niikleik asitler hiicresel
biyokiitlenin kiiciik bir fraksiyonunu igermekle birlikte, hiicre fosfatinin 6nemli
boliimiinii ve azotun ikinci en O6nemli kismini olusturmaktadirlar [Williams and
Laurens, 2010].

Mikroalgler ayrica hiicrelerinde klorofil ve karotenoid gibi pigmentleri de
icermektedirler. Mikroalglerin igerdigi klorofil gida ve kozmetik amaglar igin
kullanilabilmektedir. Baz1 mikroalg tiirleri antibiyotik, antioksidan ve toksin gibi
biyoaktif bilesikler de iiretmektedirler [Harun et al., 2010]. Karotenoidler ise 15181
toplamaya, fotosentetik komplekslerin yapist ve fonksiyonunu siirdiirmeye, reaktif
oksijen tiirlerini uzaklastirmaya ve fazla enerjiyi dagitmaya katkida bulunarak

fotosentezde dnemli rol oynamaktadirlar [Del Campo et al., 2007].
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2.3.3. Mikroalg Biyokiitlesi Uretimi

Genel olarak mikroalgler biiyiime igin gerekli enerji kaynagina ve karbon
kaynagina gore fototrofik, heterotrofik, miksotrofik ve fotoheterotrofik olarak
siniflandirilmaktadir [Borowitzka, 1999], [Chen et al., 2011a]. Heterotrofik tiirler
enerji ve karbon kaynagi olarak organik karbonu kullanirken, fototrofik tiirler enerji
kaynagi olarak giines 1s18in1, karbon kaynagi olarak inorganik karbonu (CO,)
kullanmaktadirlar. Miksotrofik tiirler hem fototrofik hem de heterotrofik sartlar
altinda yasayabilen ve karbon kaynagi olarak organik bilesikleri ve inorganik
karbonu (COy), enerji kaynagi olarak ise giines 15181 ya da organik karbonu
kullanan tiirler olarak tanimlanmaktadir. Fotoheterotrofik tiirler ise karbon kaynagi
olarak organik bilesiklere, enerji kaynagi olarak giines 1s1gina ihtiya¢ duymaktadirlar
[Mata et al., 2010], [Chen et al., 2011a].

Mikroalgal biyokiitle iiretiminde kullanilacak kiiltiir sistemi ic¢in algin
biyolojisi, alan ihtiyaci, su ihtiyaci, besin maddeleri, iklim sartlar1 (kiiltiir agik
ortamda yetistirilecekse) ve nihai iiriiniin cinsi gibi faktorlerin dikkate alinmasi
gerekmektedir [Borowitzka, 1999]. Biyokiitle iiretimi i¢in organik karbon (seker,
protein, yaglar gibi substratlar), azot ve fosfor gibi niitrientler, vitaminler ve tuzlar
kadar, isletme parametleri (oksijen, karbondioksit, pH, sicaklik, 1sik yogunlugu)
arasindaki dengenin de 6nemli oldugu belirtilmektedir [Mata et al., 2010].

Mikroalg kiltiirii tiretimi genel olarak acik havuzlarda ya da kapal
fotobiyoreaktorlerde gergeklestirilmektedir. Mikroalg ftretimi i¢in a¢ik havuz
sistemlerinin  1950’lerden beri kullanildig1r bilinmektedir [Chisti, 2007]. Kapali
sistemlerle kiyaslandiginda agik havuz sistemlerin daha az yatirim, isletim ve bakim
maliyetine, daha disiik enerji girisine ve daha genis liretim kapasitesine sahip
olduklar1 belirtilmektedir. Bununla birlikte agik havuz sistemlerin sicaklik, pH,
aydinlanma ve buharlagsma gibi ¢evresel sartlarin kontroliiniin zor olmasi, daha diisiik
biyokiitle verimliligi, genis alan gereksinimine ihtiya¢ duymasi, yetersiz karisim ve
bakteri ve diger mikroalgler tarafindan kolaylikla kontamine olmas1 gibi
dezavantajlar1 da bulunmaktadir [Mata et al., 2010], [Harun et al., 2010], [Chen et
al., 2011a], [Rajvanshi and Sharma, 2012].
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Kapal1 fotobiyoreaktor sistemleri yetistirilecek mikroalg tiirliniin biyolojik ve
fizyolojik karakteristiklerine gore opitimize edilebilen esnek sistemler olarak
tamimlanmaktadir [Mata et al., 2010]. Bu kiiltiir sistemleri daha iyi kiitle transferi
saglamak, maksimum hiicre yogunluguna ulagsmak ve enerji kullanimini azaltmak
amaciyla tiibiiler ve panel (flate plate) reaktorler seklinde tasarlanmaktadirlar [Harun
et al., 2010]. Kapali fotobiyoreaktorler ile zorlu g¢evre sartlarinda yasayabilen
mikroalg tiirlerinin tiretimi ig¢in uygun sartlar saglanabilmekte ve tek tiir mikroalg
tiretimi  gerceklestirilebilmektedir [Lam and Lee 2012]. Ayrica bu sistemlerin
kontrollii sartlar altinda yiiksek verimde biyokiitle iiretimine izin vermesi ve
kontaminasyon riskinin olmamasi gibi avantajlari da bulunmaktadir [Mata et al.,
2010]. Bununla birlikte kapali fotobiyoreaktor sistemlerinin kiiciik kapasiteli olmasi,
giines enerjisinden yararlanmasinin kisith olmasi, ilave 1s1k kaynagina ihtiyag
gostermesi, temizliginin zor olmasi, biyolojik kirlenme, fotosentez ve havalandirma
nedeniyle alg hiicrelerinin fotooksidasyonuna neden olan oksijen birikimi, biiyiik
Olcege cikarmadaki zorluklar ve yatirim ve isletim maliyetlerinin yiiksek olmasi gibi
dezavantajlariin oldugu belirtilmektedir [Mata et al., 2010].

Acik havuz sistemler biyodizel iiretimi amaciyla mikroalg yetistirilmesi
acisindan oldukga diisiik isletme maliyetleri nedeniyle kapali fotobiyoreaktorlere
gore daha uygun sistemler olarak degerlendirilmektedir [Huang et al., 2010]. Kapali
fotobiyoreaktorlerde sistem kontrolii daha kolay olmasi nedeniyle, bu sistemler
ozellikle yiiksek degerlikli yag asitlerinin {retimi (DHA, EPA gibi) i¢in
onerilmektedirler. Bununla birlikte yatirim ve isletme maliyetlerinin yiiksek olmasi
nedeniyle bu sistemlerin mikroalglerden biyodizel iiretimi amaciyla biiylik Slgege

gecirilmesinin ekonomik olmadig: belirtilmektedir [Huang et al., 2010].
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2.4. Atiksuda Mikroalg Uretimi

Mikroalg iiretimi i¢in gerekli niitrienlerin saglanmasi amaciyla degisik sentetik
kiiltiir ortamlar1 kullanilmaktadir [Aitken and Antizar-Ladislao, 2012]. Mikroalglerin
endistriyel Ol¢ekte tiretimi, kullanilan sentetik kiiltiir ortami maliyetinin yiiksek
olmas ve diisiik seviyede biyokiitle tiretimi yiiziinden ekonomik olarak uygulanabilir
olmaktan ¢ikmaktadir. Bu yiizden atiksu gibi dogal kompleks ortamlarin kullanima,
atiksu aritimi ile mikroalg iiretimi arasinda avantaja sahip ilging bir alternatif olarak
goriilmektedir [Sydney et al., 2011], [Rawat et al., 2011]. Niitrient bakimindan
zengin atiksularin bir¢ok mikroalg tiirli i¢in gerekli niitrientlerin neredeyse tamamint
saglayabilecek nitelikte olduklari belirtilmektedir. Atiksu ortamindan saglanan azot,
fosfor gibi niitrientler ile mikroalgal biyokiitle iretiminin iki temel avantaji

bulunmaktadir:

o Atiksudaki azot ve fosfor gibi niirtientler, g¢esitli metaller ve iz elementler
mikroalgler tarafindan biiyiime ve biyokiitle tiretimi i¢in kullanilirken ayni
zamanda ilave bir atiksu aritimi da saglanmaktadir.

e Alglerin fotosentez sirasinda tirettikleri oksijen bakteriler tarafindan kullanilarak
organik maddelerin par¢alanmasina ve aerobik bakteriyel biiylimeye yardimci

olmaktadir [Rawat et al., 2011], [Aitken and Antizar-Ladislao, 2012].

Birgok mikroalg tiiriiniin atiksudaki organik karbon, inorganik azot ve fosforu
kullanarak atiksu sartlarinda etkin bir sekilde ¢ogalma yetenegine sahip olduklar
belirtilmektedir. Algler atiksu aritiminda koliform bakteri giderimi, kimyasal ve
biyolojik oksijen ihtiyacinin azaltilmasi, azot ve fosfor giderimi ve agir metal
giderimi i¢in kullanilabilmektedirler [Suali and Sarbatly, 2012], [Abdel-Raouf et al.,
2012]. Literatiirde Scendesmus sp., Chlorella sp. Spirulina, Chlamydomonas
reinhardtii, Phormidium ve Botryococcus tiirlerinin arittm ve hammadde kaynagi
olarak mikroalgal biyokiitle iiretiminde en ¢ok kullanilan tiirler oldugu rapor
edilmektedir [Pittman et al., 2011], [Suali and Sarbatly, 2012], [Abdel-Raouf et al.,
2012].
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Son yillarda miihendislik sistemi olarak atiksu aritiminda mikroalg iiretimi
konseptinin maksimum potansiyelini, atiksudan niitrient gideriminin yanisira
mikroalg bazli biyodizel iiretimine genislettigi goriilmektedir. Ornegin; 2010-2013
tarihleri arasinda “Mikroalglerden Biyodizel Uretiminde Yenilik¢i (Innovative)
Yaklagimlar” adiyla gerceklestirilen TUBITAK destekli projede, atiksuda mikroalg
tiretimi ile siirdiiriilebilir mikroalgal biyodizel iiretiminin ekonomik ve ¢evresel
faydalar1 degerlendirilmis ve proje basari ile sonuglandirilmistir [Giirol, 2013].
Projenin kapsaminda elde elde edilen ¢iktilar ise; mikroalg tiretimi igin evsel atiksu
kullanarak temiz su kullamimini minimize etmek, mikroalglerin yetistirilmesinde
kullanilacak azot ve fosfor kaynagini atiksudan karsilayarak ilave giibre kullanimi
maliyetini diisiirmek ve ayrica alict ortama gonderilecek niitrient yiikiinii azaltarak
atiksu aritimmi saglamak ve atmosfere verilecek CO, emisyonlart yiikiini
azaltmaktir. Ayrica {iretilen biyokiitlenin biyodizel tiretimi i¢in kullanilabilir olmasi
ise biyokiitle tiretiminden kaynakli ikinci bir kirlenme meydana gelmediginden ¢evre
dostu bir siire¢ olarak degerlendirilmektedir [Giirol, 2013]. Bununla birlikte
biyoyakit ve diger degerli biyoiiriinlerin tiretimi i¢in entegre bir alg iretim sisteminin
uygulanmasinda mikroalgin biiyiik Olgekte iiretimi ve hasatlanmasinin iki temel
sorun oldugu rapor edilmektedir [Pittman et al., 2011].

Literatiirde mikroalglerden biyoyakit eldesi konusunda son donemlerde
atiksuda bulunan besin maddelerinin algal biyokiitle iiretimi amaciyla kullanildigi
cok sayida caligma bulunmaktadir. Calismalar genellikle steril kosullar altinda tek bir
mikroalg kiltiri kullanilarak ve ¢ogu laboratuar olgekli, az sayida pilot Slgekli
olarak gergeklestirilmistir [Mandal and Mallick, 2009], [Makareviciene et al., 2011],
[Yang et al., 2011], [Cho et al., 2011], [Sturm and Lamer, 2011]. Degisik atiksu
sartlarinda c¢ogaltilan mikroalglerin biiyiime kinetikleri ve niitrient giderim
oranlarmin yanisira, lipit iiretim verimleri ve biyodizele doniisiim potansiyelleri
incelenmistir [Pittman et al., 2011]. Ozellikle mikroalglerden biyoyakit eldesi igin
evsel atiksularin mikroalgler i¢in uygun bir biliyime ortami oldugu belirtilmistir
[Sydney et al., 2011], [Yang et al., 2011]. Literatiirde tek tiir mikroalg kiiltiirlerinin
kullanildig1 c¢aligmalarin disinda karigik mikroalg kiiltlirlerinin kullanildigr bazi
calismalar da bulunmaktadir. Fakat bu g¢aligmalarda kullanilan karigik mikroalg
kiiltiirleri, atiksu lagiini [Wahlen et al., 2011], [Sathish and Sims, 2012] veya
stabilizasyon havuzu sistemlerinden [de Souza Silva et al., 2014] temin edilmis ve

hasatlandiktan sonra direkt olarak kullanilmig [Wahlen et al., 2011;], [de Souza Silva
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et al., 2014] veya sentetik besin ortaminda [Sathish and Sims, 2012] iretilmistir.
Sadece tek bir ¢calismada siyonabakterilerin baskin oldugu ve Desmodesmus sp.’nin
baskin oldugu ayri iki karigik mikroalg kiiltiiriiniin, aritma tesisi lagiinii girisinden
alinan atiksu kullanilarak tretildigi belirtilmistir [Komolafe et al., 2014].

Evsel atiksu aritma tesisi ikincil aritim ¢ikis  suyu kullanilarak
fotobiyoreaktorlerde yetistirilen {i¢ mikroalg tiiriniin (LEM-IM 11, Botryococcus
braunii ve Chlorella vulgaris) incelendigi bir ¢alismada, mikroalg tiirlerinin azot-
fosfor giderimleri, lipit bilesimleri ve biyoyakit verimleri karsilastirilmistir. Calisma
sonucunda Botryococcus braunii tiiriinlin sirasiyla %79,63 ve %100 azot ve fosfor
giderimi, biyokiitle agirlig1 bazinda %36 lipit igerigi ve yiiksek karbon alimi (144,91
MQco2/Obiyokie-L-glin) ile en iyi sonucu verdigi rapor edilmistir. Ayrica igerdigi yag
asidi metil ester profili (palmitik, oleik, stearik, linoleik ve linolenik asit) sayesinde
biyodizel iiretimi i¢in uygun bir tiir oldugu da bildirilmistir [Sydney et al., 2011].

Yine tek bir mikroalg tiirii (Chlorella sp.) ve ikincil aritim evsel atiksu ¢ikisi
kullanilarak yapilan ¢alismada mikroalgal biyokiitle ve lipit {iretim verimi
incelenmistir. Atiksuda bulunan bakteri ve protozoalarin Chlorella sp.’nin ¢ogalmasi
ve lipit liretimi lizerine negatif etkisinin oldugu gézlemlenmis ve bu etkiyi azaltmak
amactyla atiksuya On aritim olarak farkli dozlarda UV radyasyonu ve farkli por
boyutlarinda filtrasyon uygulanmugtir. Iki farkli én aritimdan gegen atiksuda
Chlorella sp.’nin ¢ogalmasi, niitrient giderimi ve lipit dretim verimleri
karsilastirtlmistir. Kullanilan 6n aritim yontemlerinden filtrasyon (0.2 um por boyutu
ile) uygulamasinin en yiiksek biyokiitle ve lipit tretimi ile sonuglandigi rapor
edilmistir [Cho et al., 2011].

Evsel atiksu kullanilarak dokuz farkli yesil ve mavi yesil mikroalg tiirii ile
yapilan baska bir calismada, farkli atiksu sartlarinda (%100 atiksu, steril atiksu, steril
ve niitrient ilaveli, steril olmayan niitrient ilaveli) yetistirilen tiirlerin biyokiitle
iiretim verimleri, toplam lipit igerikleri incelenmistir [Mostafa et al., 2012]. Calisma
sonuglarina gore mikroalg tiirtine ve kullanilan atiksu ortamina bagli olarak lipit
igerikleri ve biyokiitle tiretim verimleri degismekle beraber, ¢alismada kulanilan
tiirler icin en uygun atiksu ortaminin steril ve niitrient ilaveli atiksu ortami oldugu
rapor edilmistir [Mostafa et al., 2012].

Tek bir mikroalg tiirii i¢in (Botryococcus braunii) evsel atiksu aritma tesisi
ikincil arntim ¢ikis suyu ve sentetik kiiltiir ortami kullanilarak gerceklestirilen bir

baska ¢alismada [Orpez et al., 2009], iiretilen mikroalglerin biiyiime kinetikleri, ve
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toplam lipit igerikleri karsilastirilmistir. Sonuglar sentetik kiiltiir ortaminda

yetistirilen mikroalg biyokiitlesinin spesifik bliylime hizi ve biyokiitle verimliliginin

! ve 19,2 mg/lt-saat) ikincil artim ¢ikis suyunda yetistirilen

1

(sirastyla 0,21 giin
mikroalg biyokiitlesine gore (sirasiyla 0,14 gin™ ve 14,4 mg/lt-saat) yiiksek
bulundugu rapor edilmistir. Iki farkli besin ortaminda yetistirilen mikroalg
biyokiitlelerinin toplam lipit igerikleri ise (% kuru agirlik bazinda), atiksu ortaminda
iiretilen tiir i¢in %17,85, sentetik kiiltiir ortaminda iiretilen tiir i¢cin %10,96 olarak
belirlenmistir [Orpez et al., 2009].

Mikroalglerle yapilan bagka bir ¢aligmada [Wu et al., 2012], kiiltiir ortam1
olarak farkl1 azot kaynaklarina ve fosfora sahip (38,4 mg/L NH,"-N, 3,1 mg/L NOs-
N, 16,2 mg/L organik N and 44,7 mg/L PO4>-P) endiistriyel atiksuda, mikroalgin
(Chlamydomonas sp. TAI-2) niitrient giderim verimi, biyokiitle biiyiime hizi, lipit
tretimi ve lipit igerigi incelenmistir. Siirekli aydinlanma ve %5 CO, ilavesi
sartlarinda mikroalg tarafindan azot ve fosfor giderim veriminin %100 NH,"-N,
%100 NO3-N ve %33 PO,>-P oldugu belirlenmistir. Chlamydomonas hiicrelerinin
biiylime hizlar1 5 giin sonrasinda sabit ve maksimum 1,5 g/L, maksimum lipit tiretimi
ise 10. giinde 0,28 g/L olarak gozlemlenmistir. Ayrica iretilen lipitin yag asidi
bilesiminin 10 giinliik kiiltivasyon boyunca ¢ok az degistigi ve genel olarak palmitik
(C16:0), oleik (C18:1) ve linolenik (C18:3) asitlerin baskin oldugu belirlenmistir
[Wu et al., 2012].

Kong ve arkadaslar1 (2010) tarafindan bir atiksu aritma tesisinin farkli
kesimlerinden (giris, ¢ikis ve konsantre akim) alinan atiksu ortamlar1 kullanilarak
gerceklestirilen ¢alismada, tek bir mikroalg tiiriiniin (Chlamydomonas reinhardtii)
farkli kiiltiir ortamlarindaki spesifik biiyiime hizlari, niitrient giderim oranlari, lipit
verimleri ve CO, oraninin biiylime iizerine etkileri incelenmistir. Deneyler farkli
konsantrasyonlarda azot ve fosfor igeren kiiltiir ortamlar i¢in 5 L’lik beherlerde
kesikli modda ve konsantre akim iceren kiiltlir ortami i¢in 15 L’lik fotobiyoreaktorde
stirekli modda gergeklestirilmistir. Calismada en yiiksek biyokiitle tiretiminin (2 g/L-
giin), en iyi azot-fosfor gideriminin (%83 azot, %14,45 fosfor giderimi) ve en yliksek
yag Uretimi veriminin (%25,25, kuru agirlik bazinda) fotobiyoreaktor sistemi ve
konsantre akim kullanilarak iretilen mikroalg biyokiitlesi i¢in elde edildigi ve

yiiksek CO, oranmnin hiicre biiylimesini tesvik ettigi rapor edilmistir [Kong et al.,
2010].
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Besin ortami olarak hali endiistrisi ¢ikis suyu ile evsel atik su karigimi
(artilmis ve arntilmamis) ve kanal tipi acik havuzlarin kullanildigi bir ¢alismada,
dogada kendiliginden tireyen 15 mikroalg tiiriinden olusan konsorsiyumun niitrient
giderim oranlari, biyokiitle verimliligi, lipit icerigi ve biyodizel verimi
degerlendirilmistir. Yapilan deneyler sonucunda karistk mikroalg kiiltlirliniin
aritilmis ve aritilmamis atiksudaki biyokiitle iiretim verimleri sirasiyla 41 ve 39
mg/lt-giin olarak belirlenmistir. Ayrica karisik mikroalg biyokiitlesinin aritilmig
atiksuda %96,6 fosfor ve %99,8 azot giderimi sagladigi, lipit igeriginin %6,82 ve
biyodizel veriminin %63,9 olarak belirlendigi rapor edilmistir [Chinnasamy et al.,
2010].

Besin ortami olarak atiksu aritma tesisi lagiinii giris suyu kullanilarak 20 L’1ik
reaktorlerde gergeklestirilen baska bir ¢alismada, Desmodesmus sp. tiirti ve iki
karigtk mikroalg kiiltiiriiniin niitrient ve toplam koliform giderim verimleri
incelenmistir. Calisma sonucunda Desmodesmus sp. tiirii ve iki karisik kiiltiirii igin
azot giderim oranlar1 sirasiyla %380, %55,4 ve %83,9 olarak, koliform bakteri
giderim oranlar1 ise %99 olarak rapor edilmistir Calismada ayrica mikroalglerin lipit
icerikleri de karsilastirilmis ve en yiliksek lipit igerigine sahip tiirlerin karigik

mikroalg kiiltiirlerine ait oldugu (%16 — 26,3) belirlenmistir [Komolafe et al., 2014].

2.5. Mikroalg Biyokiitlesinin Hasatlanmasi

Algal biyokiitleden biyozidel elde etme siirecinde biyokiitlenin hasatlanmasi,
genel olarak bir ya da daha fazla kati-sivi ayirimi adimini igeren zorlu ve firiin
maliyetini arttiran bir asama olarak degerlendirilmektedir [Brennan and Owende,
2010], [Sturm and Lamer, 2011]. Biiylime ortamindan mikroalglerin hasatlanmasi
isleminin, toplam biyokiitle {iretim maliyetinin yaklasik olarak %20-30’unu
kapsadigi belirtilmektedir [Rajvanshi and Sharma, 2012], [Pragya et al., 2013].
Kullanilacak hasatlama yontemi se¢iminin mikroalgin karakteristigine (hiicre boyutu,
yogunlugu gibi) ve istenen {iriiniin kalitesine bagli olmas1 gerektigi bildirilmektedir
[Brennan and Owende et al., 2010], [Sturm and Lamer, 2011]. Hasatlama yontemi
Ozellikle istenen iriiniin hiicre kiitlesinden ayrilarak saflastirilmasi i¢in daha sonraki
kurutma proseslerini de igeriyorsa maliyeti daha da arttirmaktadir [Suali and

Sarbatly, 2012]. Bu nedenle igletme, bakim ve enerji maliyetlerini arttirmayacak

22



sekilde en uygun hasatlama metodunun secilmesi ve bdylece mikroalg tiirlerinin
c¢ogu i¢in ekili bir yontem olmasi ve yiliksek biyokiitle konsatrasyonlar1 elde
edilmesine izin vermesi gerektigi belirtilmektedir [Barros et al., 2015]. Bununla
birlikte mikroalg hasatlamasinda evrensel bir yontem bulunmamakla birlikte, uygun
ve ekonomik bir hasatlama metodunun gelistirilmesi yoniindeki ¢calismalarin da halen
devam ettigi bildirilmektedir [Mata et al., 2010]. Yiiksek miktarda su giderimi ve
bliylik oranda biyokiitle hacmi elde etmek i¢in kullanilacak hasatlama yonteminin bir
ya da daha fazla adimi igerebilecegi ve istenen kati-sivi ayiriminin gesitli fiziksel,
kimyasal ya da biyolojik yollarla saglanabilecegi raporlanmistir [Mata et al., 2010].

Literatiirde biyokiitlenin yogunlastirilmasi i¢in hasatlama yontemleri olarak
koagiilasyon/flokiilasyon, ultrases, ozonlama, santrifiij, filtrasyon, ¢oktiirme,
flotasyon ya da elektroforez gibi tekniklerin kullanildigi goriilmektedir [Brennan and
Owende, 2010], [Aitken and Antizar-Ladislao, 2012], [Pragya et al., 2013], [Lam
and Lee, 2012], [Velasquez-Orta et al., 2014], [Misra et al., 2014].

Negatif yiizey yiikline sahip olan mikroalgler suda askida kalma egilimde
olduklarindan, bu durum yercekimi etkisiyle kendiliginden kolaylikla ¢okmelerini
engellemektedir [Kim et al., 2013], [Pragya et al., 2013]. Mikroalglerin bu negatif
yiizey yiiklerinin ¢ok degerlikli katyonlar ve katyonik polimerler kullanilarak
koagiilasyon/flokiilasyon yontemi ile noétralize edilebilecegi ya da azaltilabilcegi
belirtilmektedir [Molina Grima et al., 2003], [Pragya et al., 2013]. Flokiilasyon
mikroalg hiicrelerini biraraya getirmek igin diisiik enerji gereksinimi nedeniyle
avantajli bir hasatlama yontemi sayilabilmektedir. Ayrica flokiilasyon, ardindan
uygulanabilecek santrifiij, ¢oktiirme veya filtrasyonu kolaylagtirmak i¢in baslangic
susuzlastirma adimi olarak da kullanilabilmektedir [Molina Grima et al., 2003],
[Suali and Sarbatly, 2012], [Pragya et al., 2013]. Flokiilasyon amaciyla ¢ok degerlikli
metal tuzlari (FeCls, Aly(SO4)s, Fe2(SO4)s), katyonik polimerler (polielektrolit,
chitosan) ve yiizey aktif maddelerin kullanildig1 raporlanmistir [Molina Grima et al.,
2003], [Brennan and Owende, 2010], [Harun et al., 2010], [Barros et al., 2015].
Fakat mikroalg hasatlamasinda diisiik isletme maliyeti nedeniyle avantajli goriinen
bu yontemin, kullanilan kimyasallar nedeniyle mikroalg biyokiitlesini ve cevreyi
Kirletmesi gibi dezavantajlarinin oldugu belirtilmektedir [Harun et al., 2010], [Kim et
al., 2013].
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Laboratuar olgekli ¢alismalarda mikroalgi hasat etmede en ¢ok tercih edilen
yontemin santrifiij oldugu goriilmektedir [Miao and Wu, 2006], [Sheng et al., 2011],
[Sathish, 2012]. Santrifiij ile biyokiitle geri kazanim hizi hiicrelerin ¢okelme
karakteristiklerine, santrifiij siiresi ve hizina gore degismektedir [Brennan and
Owende, 2010]. Farkli hasatlama tekniklerinin incelendigi bir ¢alismada satrifiijiin
diger hasatlama yontemlerine kiyasla daha etkili oldugu raporlanmistir [Sim et al.,
1988]. Kimyasal ilavesi gerektirmeyen ve diger hasatlama yontemlerine gore daha
hizli olan bu yoOntemin dezavantajlari, yiiksek enerji girisi ve yiliksek yatirim
maliyetleri gerektirmesi ve bu nedenle biiyiik o6lgekteki kullaniminin ekonomik
olmamasi olarak bildirilmistir [Molina Grima et al., 2003], [Suali and Sarbatly 2012].
Satrifiij kullanimina bagh diger bir dezavantaj ise santrifiij uygulamasi sirasinda
olusan gravitasyonal etki ve kesme kuvvetlerinin hiicrelerin pargalanmasina neden
olabilecegi seklinde ifade edilmektedir [Molina Grima et al., 2003]. Bununla birlikte
santfifiij oncesi On aritim metodu olarak koagiilasyon ya da filtrasyon kullanilarak
enerji maliyetlerinin azaltilabilcegi rapor edilmistir [Kim et al., 2013], [Barros et al.,
2015].

Diger bir mikroalg hasatlama teknigi mikrobiyal bir membran kullanilarak
kati-sivi aymminin  yapildigi [Suali and Sarbatly, 2012] ve diger hasatlama
yontemleri ile kiyaslandiginda daha rekabet¢i bir yontem oldugu belirtilen
filtrasyondur [Harun et al., 2010]. Diisiik hacimlerde (<2m®/giin) biyokiitle hasatlama
i¢in santriifiij ile karsilastirildiginda daha ucuz bir yontem oldugu belirtilen membran
filtrasyonu, biiyiikk hacimlere gegildiginde (>20 m%/giin) hem zaman alan (geri
yikama nedeniyle) hem de maliyeti arttiran bir yontem olarak ifade edilmektedir
[Molina Grima et al., 2003], [Brennan and Owende, 2010]. Diisiik enerjili hasatlama
i¢in filtrasyon teknigi kullanilacaksa, mikroalg hiicrelerinin 70 um ve iizerinde
olmasi onerilmektedir [Aitken and Antizar-Ladislao, 2012].

Bagka bir hasatlama yontemi olan flotasyon, tasinim ve ayirim igin ihtiyag
duyulan kaldirma giiciiniin gaz kabarciklariyla (nano, mikro ya da iri kabarciklar
selinde) mikroalg c¢ozeltisine uygulandigr ylizdiirme ile ayirma islemi olarak
tanmimlanmaktadir. Etkili bir flotasyon i¢in 30 pm’dan 500 um boyuta kadar olan
mikroalg hiicreleri i¢in tercih edilebilecek bir yontem oldugu bildirilmektedir [Kim
et al., 2013]. Hasatlama metodu olarak diisiik verimlilige sahip olan bu yontemin

verimliligini arttirmak igin gesitli koagiilantlarin kullanilabilecegi [Lei et al., 2015],
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[Barros et al., 2015] ya da ozon ile flotasyonun uygulanabilecegi belirtilmektedir
[Cheng et al., 2010], [Velasquez-Orta et al., 2014].

Son donemde gelismekte olan bir diger hasatlama yOnteminin ultrases
uygulamasi oldugu belirtilmektedir. Bu yontemde mikroalg hiicreleri sabit bir
ultrasonik dalgaya maruz birakildiklarinda, ortamda hiicrelerin birbirine yaklasip
kiimelenmesini saglayan fiziksel bir gii¢ olusturulmaktadir [Kim et al., 2013]. Bu
sayede bir araya gelen hiicrelerin yercekimi etkisiyle hizli bir sekilde ¢okmeleri
saglanmaktadir. Hasatlama yontemi olarak ultrases kullanimimin yiiksek enerji
gereksinimi ve hasatlama veriminin diisiik olmasi nedeniyle endiistriyel olgege
gecirilmesinin ekonomik olmayacag bildirilmektedir [Bosma et al., 2003], [Kim et
al., 2013].

Mikroalglerin hasatlanmasinda kullanilan bir diger yontemin elektroforez
teknigi oldugu goriilmektedir [Lim et al., 2012], [Misra et al., 2014]. Mikroalg
cozeltisine yerlestirilen katotlar sayesinde ¢ozeltide bir elektrik alan olusturuldugu ve
suyun hidrolizi ile iiretilen hidrojenin, mikroalg floklarina yapisarak hiicreleri katot
yiizeyine tasidigi belirtilmektedir. Enerji verimliligi ve diisiik maliyet gibi avantajlara
sahip olan bu yontemin katot kirlenmesi ve yiiksek gii¢ gereksinimlerinin sonucu
olarak yiiksek sicakliklar nedeniyle sistemin zarar gormesi gibi dezavantajlarinin
oldugu bildirilmistir [Pragya et al., 2013].

Mikroalg hiicrelerinin yogunlastirilmas: ve susuzlastirilmasi i¢in yapilan
hasatlama isleminin ardindan, hiicre igindeki bilesenlerin (lipit, serbest yag asitleri,
trigliseritler gibi) ekstraksiyonu dncesinde bazi 6n aritim islemleri uygulanmaktadir.
Bu islemler hiicrenin freeze dryer, liyoflizatdr ve etiiv kullanilarak kurutulmasi
[Johnson and Wen, 2009], [Ehimen et al., 2010], [Sheng et al., 2011], [Sathish,
2012], [Halim et al.,, 2012a], partikiill boyutunun azaltilmast ve hiicrenin
pargcalanmasi (ultrases, mikrodalga, asit ya da enzim ile kimyasal parcalama gibi)
adimlarini icerebilmektedir [Halim et al., 2012b], [Kim et al., 2013], [Keris-Sen et
al., 2014].
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2.6. Mikroalg Biyokiitlesinden Lipitin Ekstraksiyonu

2.6.1. Mikroalglerin Lipit Bilesimi

Lipitler organik bir solvent i¢inde ¢Oziinebilen biyolojik bir molekiil olarak
tanimlanabilmektedir. Birgcok lipit yag asitlerini igermektedirler ve genellikle
molekiiler bag grubunun polaritesine bagli olarak iki kategoride siniflandirilabilirler:
1) agilgliseroller (gliseritler) ve serbest yag asitlerini olusturan nétral lipitler, 2)
fosfolipit ve glikolipitler olarak alt kategorilenmis polar lipitler (Tablo 2.2) [Robles
Medina et al., 1998]. Mikroalgler ¢ok cesitli yag asidi ve lipit tiretmektedirler.
Mikroalglerin trettikleri lipitler biyodizele doniisiim i¢in potansiyel hammadde
kaynagi olarak goriilmektedir. Mikroalglerdeki temel yag asitlerinin 12-22 karbonlu
ve 6 ¢ift baga kadar olabilen doymamis cis-isomerler ve doymus yag asitlerinden
olustugu belirtilmektedir. Noétral lipitler mikroalg hiicrelerinde Oncelikle enerji
deposu olarak kullanilirken, polar lipitler iki tabakali hiicre membranini olusturan
yapisal lipitler olarak tanimlanmaktadir [Robles Medina et al., 1998], [Williams and
Laurens, 2010], [Halim et al., 2012a]. Agilgliseroller (gliseritler) gliserol omurgasina
bagli yag asidi esterlerinden olusmakta ve yag asitlerinin sayilarina gore
(triagilgliserol, diagilgliserol, monoagilgliserol) kategorize edilmektedirler. Lipit
siifi bakimindan agilgliserollerin, polar lipitlerden daha diisik doymamislik
derecesine sahip olmalar1 nedeniyle, biyodizele doniisiim i¢in daha uygun olduklari
bildirilmistir [Halim et al., 2012a]. Hidrokarbonlar, steroller, ketonlar, pigmentler
(karotenler ve klorofiller) gibi yag asidi icermeyen bazi ndtral lipit tiirleri de
mevcuttur. Bu lipit fraksiyonlar1 organik solventlerde c¢oziinmelerine ragmen
biyodizele déniistiiriilemezler. Ozellikle mikroalglerden elde edilen lipitler, cesitli
fraksiyonlardan olusan kompozit karisimlar olarak ekstrakte edilmektedirler [Halim
et al., 2012a].
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Tablo 2.2: Mikroalglerde bulunabilecek lipit siniflari.

Polar Lipitler
Notral Lipitler Glikolipitler Fosfolipitler
Trigiliseritler Fosfatidilkolin Polimerlesmis trigiliserit
Wax esterler Fosfatidiletanolamin Monogalaktosildigliserit
Hidrokarbonlar Fosfatidilserin Digalaktosildgiserit
Serbest yag asitleri Fosfatidilgliserol
Steroller Fosfatidilinositol

Mikroalglerin tiire ve yetistirilme kosullarina bagli olarak lipit ve yag asidi
icerikleri degisiklik gostermektedir. Mikrolaglerin lipit iceriklerinin genel olarak
kuru biyokiitle agirligi bazinda %20-%50 arasinda degisebilecegi ve biiylime
kosullarinda laboratuvar sartlarinda optimizasyona gidildiginde %80’e kadar lipit
tiretimi gergeklestirebilecekleri rapor edilmektedir [Spolaore et al., 2006; Chisti,
2007; Brennan and Owende, 2010]. Degisik mikroalg tiirleri ile yapilan ¢alismalarda
stres kosullar1 (azot, fosfor eksikligi, yiiksek CO, oranmi ve yiiksek demir
konsantrasyonlar1 gibi) altinda hiicresel lipit iceriklerinin onemli oranda arttig
belirtilmektedir [Li et al., 2008], [Liu et al., 2008], [ Yoo et al., 2010], [Wu et al.,
2012]. Biyodizel iretiminde 6nemli potansiyele sahip oldugu bilinen Scenedesmus
sp., Chlorella sp., Neochloris oleoabundans gibi bazi mikroalg tiirlerinin lipit
iceriginin %20’den %50’ye ulastig1 raporlanmistir [Gouveia and Oliveira, 2009].
Chlorella vulgaris ve Dunaliella tertiolecta tiirleri ile kolon fotobiyoreaktorler
kullanilarak gerceklestirilen baska bir ¢alismada [Hulatt et al., 2012], farkli azot
kaynaklarinin (nitrat, amonyum ve {ire) mikroalglerin kalorifik degerleri ve
biyokimyasal bilesimleri (lipit ve protein igerikleri) lizerindeki etkisi arastirilmustir.
Azot eksikligi sartlarinda Chlorella vulgaris tiiriiniin kalorifik degeri ve lipit
igeriginin arttig1, protein igeriginin ise azaldigr gozlenmistir. Dunaliella tertiolecta
i¢in yine protein igeriginin azot eksikligi sartlarinda azaldigi, lipit igerigi ve kalorifik
degerinin ise neredeyse degismedigi rapor edilmistir. Dunaliella tertiolecta tiirtiniin
protein igerigi azalirken lipit igeriginin ayni kalmasi, biyokiitlenin biinyesinde
karbonhidrat biriktirdigi seklinde agiklanmustir [Hulatt et al., 2012]. Farkli nitrat
(0,005-0,1 g/L) ve fosfat (0,06-0,1 g/L) konsantrasyonlarinda yetistirilen

Scenedesmus Obliquus tiirliniin lipit dretim verimliliginin incelendigi diger bir

27



caligmada ise, yine mikroalg hiicrelerinin lipit i¢eriklerinin azot ve fosfor eksikligi

sartlarinda onemli oranda arttigi bildirilmistir [Mandal and Mallick, 2009]. Tablo

2.3’te baz1 mikroalg tiirlerinin lipit igerikleri (kuru agirlik bazinda) verilmektedir.

Tablo 2.3: Baz1 mikroalg tiirlerinin lipit igerikleri (% kuru biyokiitle agirligi

bazinda).
Mikroalg tiirii Lipit Icerigi (%) | Kaynaklar
Botryococcus braunii 9,5+1,2 Chinnasamy et al., 2010
Chlorella saccharophila 17,0+£2,9 Chinnasamy et al., 2010
Dunaliella tertiolecta 122+ 1,4 Chinnasamy et al., 2010
Pleurochrysis carterae 11,8 £2,1 Chinnasamy et al., 2010
Karigik Kiiltiir 12,2 +£1,3 Chinnasamy et al., 2010
Chlorella vulgaris 27,9+3,6 Hulatt et al., 2012
Dunaliella tertiolecta 17,9+ 3.4 Hulatt et al., 2012
Botryococcus braunii 17,9 Orpez et al., 2009
igfigeudufmus 12,7 Mandal and Mallick, 2009
Spirulina maxima 4,1 Gouveia and Oliveira, 2009
Nannochloropsis sp. 28,7 Gouveia and Oliveira, 2009
Neochloris oleabundans 29,0 Gouveia and Oliveira, 2009
C. protothecoides 14,6 £0,2 Miao and Wu, 2006
Scenedesmus dimorphus 25,3 Shen et al., 2009
Picochlorum sp. 30,0 Yang et al., 2015

Mikroalglerden ekstrakte edilen lipitlerin yag asidi profili ve bilesimi, kiiltiir

sartlarinin (medium bilesimi, sicaklik, 151tk yogunlugu, aydinlik/karanlik dongiisiiniin

orani, pH gibi) yani sira mikroalg yasam dongiisiine bagli olarak da degismektedir.

Durgun faz esnasinda hasat edilen mikroalg hiicrelerinin, logaritmik faz esnasinda

elde edilen ayni tiirdeki hiicrelerden daha diisiik polar lipit ve daha yiiksek nétral lipit

(trigliserit) icerigine sahip olduklar1 ve bdylece biyodizel {iretimi i¢in daha uygun

olduklar1 belirtilmektedir [Schlagermann et al., 2012], [Hu et al., 2008], [Halim et

al., 2012a].
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Mikroalg tiirlerinde bulunan yag asitlerinin zincir uzunlugu dagilimi, diger
enerji bitkileriyle kiyaslandiginda, secilen yakit o6zellikleri igin belirli tiirlerin
tiretilmesini de miimkiin kilmaktadir. Ornegin ¢ogunlukla daha kisa zincirli yag
asitlerini (<Cjg) igeren tiirler, jet yakiti tretiminde kullanim igin de uygun
olabilmektedirler [Williams and Laurens, 2010].

2.6.2. Lipit Ekstraksiyonu Yontemleri

Mikroalglerin lipit iceriginin belirlenmesinde laboratuvar 6lgekli ekstraksiyon
yontemlerinin rutin kullanimina ragmen, lipit ekstraksiyonunu etkileyen degiskenler
tam olarak anlagilamamistir. Bu yiizden mikroalgal biyodizelin ticari iiretimi i¢in
biiyiik dlgege ge¢mekte zorluklar yasanmaktadir. Ideal bir lipit ekstraksiyon prosesi,
lipit disindaki Kirleticilerin ektraksiyonunu minimize etmek igin spesifik olmali, ayn1
zamanda istenen lipit fraksiyonlarina (mono-di ve trienoik yag asidi zincirlerini
igeren notral lipitler) karsi da segici olmalidir [Cooksey et al., 1987], [Halim et al.,
2011]. Literatiirde mikroalglerden yiiksek verimde lipit ekstraksiyonu igin laboratuar
Olgekli gesitli solventlerin ve yontemlerin kullanildigi goriilmektedir [Lewis et al.,
2000], [Lee et al., 2010], [Halim et al., 2011], [Pruvost et al., 2011], [Kim et al.,
2011].

Mikroalglerden lipit ekstraksiyonu kimyasal, fiziksel yontemler ya da bu iki
yontemin birlestirilmesi ile gergeklestirilmektedir [Rawat et al., 2011]. Lipit
ekstraksiyonunda  kimyasal yontem olarak organik solvent (n-hekzan,
hekzan/izopropanol, kloroform/metanol, diklorometan/metanol, dietil eter, etanol)
ekstraksiyonu ve siiper kritik sivi  ektraksiyonu gibi ¢esitli yontemler
kullanilmaktadir [Demirbas, 2009], [Halim et al., 2011], [Kanda et al., 2012], [Lam
and Lee, 2012], [Pragya et al., 2013]. Mikroalg hiicrelerinde bulunan nétral lipitlerin
hiicreden ekstraksiyonu genellikle non-polar solventler (kloroform, dietileter, hekzan
vb.) kullanilarak saglanmaktadir. Diger taraftan polar lipitlerin ekstraksiyonunda,
hiicre membran yapisinda bulunan hidrojen baglarim1 pargalayacak ve diger
elektrostatik kuvvetleri yenecek 0Ozelliklere sahip olan daha polar c¢oziiciilerin
(metanol, isopropil alkol vb.) kullanilmasi gerektigi belirtilmektedir [Christie, 1993],
[Ferraz et al., 2004], [Rawat et al., 2011].
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Mikroalglerin lipit igeriginin belirlenmesinde en ¢ok kullanilan iki metodun
Soxhlet (n-hekzanin kullanildigi) ve Bligh and Dyer (kloroform/metanoliin
kullanildig1) metotlar1 oldugu goriilmektedir [Bligh and Dyer, 1959], [Mansour,
2005], [Johnson and Wen, 2009], [Sanchez et al., 2012]. Hekzan ucuz bir kimyasal
olmas1 nedeniyle tercih edilmekle birlikte, toksik ve parlayic1 6zelligi nedeniyle
¢evre ve insan sagligi izerinde olumsuz etkilere sahiptir [Cheng et al., 2011]. Ayrica
kloroform ile karsilastirildiginda, hekzanmn nétral lipitler igin daha diisiik segicilige
sahip olmasi ve lipit digindaki kirleticilere karsi afinitesinin daha yliksek olmasi
nedeniyle, daha diisiik ekstraksiyon verimine sahip oldugu bulunmustur [Pragya et
al., 2013]. Hekzanla ekstraksiyon metodunun disinda, laboratuar teknigi olarak
biyolojik materayallerden lipit ekstraksiyonu i¢in hizli ve etkili bir metot oldugu
belirtilen Bligh and Dyer (1959) metodunun (kloroform/metanol karigimi) ve
modifikasyonlarinin, mikroalgal lipit miktarinin 6l¢iilmesinde siklikla kullanildig
goriilmektedir [Lewis et al., 2000], [Zhu et al., 2002], [Mansour, 2005], [Lee et al.,
2010], [Kim et al., 2011], [Halim et al., 2012a], [Kanda et al., 2012], [Mandal et al.,
2013], [Kim et al., 2015].

Kloroform/metanol ve hekzan/eter karisimlarinin karsilastirildig bir ¢aligmada,
sekiz farkli mikroalg tiirii kullanilarak lipit ekstraksiyonu gergeklestirmistir [El-
Moneim et al., 2010]. Calismada kullanilan mikroalg tiirlerinin lipit igerikleri
farklilik gostermesine ragmen, en yiiksek ekstraksiyon verimi her tir igin
kloroform/metanol kullanilmas: ile saglanmistir. Kloroform/metanol kullanilmasiyla
%2,5-12,5 (kuru biyokiitle agirligi bazinda) lipit verimi elde edilirken, hekzan/eter
kullanildiginda bu deger %2,3-3,5 oldugu bildirilmistir [EI-Moneim et al., 2010].

Bir baska ¢alismada Spirulina tiirii mikroalg biyokiitlesinden lipitin
ekstraksiyonunda kloroform/metanol, diklorometan/metanol, etanol ve hekzandan,
olusan dort farkli solvent kullanilmistir. Bu solventler i¢in elde edilen lipit
ekstraksiyon veriminin, kuru biyokiitle agirligi bazinda sirasiyla %13,42, %13,36,
%11,82 ve %1,88 seklinde oldugu bildirilmistir [Zheng et al., 2012].

Sheng ve arkadaslart (2011) tarafindan Synechocystis PCC 6803 tiirii
mikroalglerden farkli solventler kullanilarak lipit ekstraksiyonu gerceklestirmis ve
elde edilen lipitin biyodizele dontisiim verimleri (% biyokiitle agirligi bazindaki
YAME miktar1) incelenmistir. Kloroform/metanol kullanilmas: ile en yiiksek ester
(YAME) verimi elde edilirken hekzan kullanilmasinin esterlesme igin yeterli
olmadig: raporlanmistir [Sheng et al., 2011].
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Bu caligmalarin yani sira literatiirde mikroalg biyokiitlesinde yer alan lipitlerin
(notral ve polar) hiicreden ekstraksiyonunu kolaylastirmak amaciyla c¢esitli hiicre
pargalama metotlar1 (ultrases, otoklav, mikrodalga, fransiz presi, bead-beating, 1slak
oglitme, ozmotik sok, yliksek 1s1, siiper kritik sivi gibi) kullanildig1 ve lipit kazanim
veriminin arttirildigr bildirilmistir [Lewis et al., 2000], [Shen et al., 2009], [Lee et al.,
2010], [Chen et al., 2015]. Mikroalg hiicrelerinin sekli, biiyiikligii ve yapisinin
tirden tire farklilik gOstermesi, uygulanan hiicre pargalama metoduna karsi
gosterecegi direnci etkilemektedir. Bu durum farkli mikroalg tiirleri i¢in yiiksek lipit
verimlerine ulagsmak amaciyla farkli lipit ekstraksiyon metotlarinin kullanilmasini
beraberinde getirmistir [Shen et al., 2009], [Lee et al., 2010], [Prabakaran and
Ravindran, 2011].

Shen ve arkadaglar1 (2009) tarafindan Scenedesmus dimorphus ve Chlorella
protothecoides tiirlerinden lipit ekstraksiyonuna yardimci olmasi amaciyla bead-
beater, fransiz presi, ultrases ve 1slak 6giitme yontemlerinin yer aldigr dort farkl
hiicre pargalama yontemi karsilastirllmistir. Hiicresel parcalanma saglandiktan sonra
lipit ekstraksiyonu icin ¢ozeltilere hekzan ve hekzan/metanol karigimi ilave
edilmigtir. Calisma sonucunda Scenedesmus dimorphus igin en yiiksek lipit
ekstraksiyon veriminin 1slak Ogilitme yontemi ile saglanirken, Chlorella
protothecoides i¢inse bead-beating yontemi ile elde edildigi bulunmustur [Shen et
al., 2009].

Mikroalg hiicrelerinden lipit ekstraksiyon verimini arttirmak amaciyla
gerceklestirilen diger bir calismada, otoklavlama, bead-beating, mikrodalga, ultrases
ve ozmotik sok uygulamalarindan olusan bes farkli hiicre par¢alama yontemi
Chlorella vulgaris, Botryococcus sp. ve Scenedesmus sp. tizerinde denenmistir.
Calismada, hiicre parcalama metotlarinin uygulanmasinin ardindan hiicredeki lipitin
ekstraksiyonunda modifiye Bligh and Dyer metodu (kloroform/metanol (1/1,
mL/mL) kullanilmigtir. Botryococcus sp. i¢in en yiiksek lipit ekstraksiyon verimi
bead-beating ve mikrodalga, Chlorella vulgaris igin otoklavlama ve mikrodalga,
Scenedesmus sp. i¢in ise mikrodalga uygulamalari ile elde edildigi bildirilmistir [Lee
et al., 2010].

Otoklavlama, bead-baeting, mikrodalga, wultrases ve ozmotik sok
uygulamalarinin mikroalg hiicrelerdeki pargalanma ve ¢ozeltiye lipit salinimindaki
etkilerinin karsilastirildigi bir baska ¢alismada Chlorella, Nostoc ve Tolypothrix tiirii

mikroalgler  kullanilmigtir.  Hiicrelerdeki ~ toplam  lipitin  ekstraksiyonu
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kloroform/metanol karigimi kullanilarak saglanmistir. Arastirmacilar, her {i¢
mikroalg tiirii i¢in de ultrases uygulamasinin diger yontemlerden daha yiiksek lipit
ekstraksiyon verimi sagladigini ortaya koymuslardir [Prabakaran and Ravindran,
2011].

Mikroalglerden lipit ekstraksiyonuna yardimci olarak kullanilan bir diger hiicre
par¢alama metodu ultrases uygulamasidir. Literatiirde, ultrases 6n islemi sonrasi
dietileter [Mecozzi et al., 2002], etanol [Wiyarno et al., 2010], [Wiyarno et al.,
2011], n-hekzan [Cravotto et al., 2008], [Wiyarno et al., 2010], [Ranjan et al., 2010],
[Wiyarno et al., 2011], [Keris-Sen et al., 2014], kloroform/metanol karisim1 [Lee et
al., 2010], [Ranjan et al., 2010], [Araujo et al., 2011], [Keris-Sen et al., 2014] gibi
cesitli solventlerin kullaniminin lipit ayristirma verimi {izerindeki etkilerinin
incelendigi ¢alismalar mevcuttur. Farkli solventlerle ultrases uygulamasimin birlikte
kullanildig1 bu ¢alismalarda hiicrelerden lipit ekstraksiyonu veriminin 6énemli oranda
artt1g1 rapor edilmistir.

Son donemlerde lipit ekstraksiyonu i¢in 6nerilen bir diger ekstraksiyon prosesi,
diisiik toksisiteli ve ekstrakte edilen triiniin kolaylikla ayirimini saglayan stiper kritik
CO; ckstraksiyonudur. Bu proses, mikroalgal lipit ekstraksiyonu i¢in geleneksel
organik solvent kullaniminin yerini alabilecek potansiyele sahip, umut verici bir yesil
teknoloji olarak goriilmektedir [Halim et al., 2011], [Kanda et al., 2012]. Fakat bu
prosesin dezavantaji alt yap1 ve isletme maliyetlerinin (yiiksek basing ve yiiksek
sicaklik uygulamasi nedeniyle) yiiksek olmasidir [Halim et al., 2011], [Kanda et al.,
2012].

Lipit  ekstraksiyonunda  kullanilacak  ekstraksiyon  yontemi  kadar,
ekstraksiyonda kullanilan biyokiitlenin nem igeriginin de énemli oldugu ve hiicresel
lipitin belirlenmesinde 6zellikle kuru biyokiitle kullanilmasiyla da daha saglikli
sonuglar alindig1 birgok arastirmaci tarafindan raporlanmistir [Lewis et al., 2000],
[Zhu et al., 2002], [Cheng et al., 2010], [Pruvost et al., 2011]. Kurutma islemi i¢in
santrifiij ve sicaklik uygulamalar1 [Zhu et al., 2002], [Mandal ve Mallick, 2009],
[Sydney et al., 2011] hem laboratuar Ol¢eginde hem de endiistriyel Olgekte,
liyofilizasyon [Sydney et al., 2011] ve dondurarak kurutma (freeze drying) [Lewis et
al., 2000], [Lee et al., 2010], [Kim et al., 2012], [Rawat et al., 2013] ise laboratuar

Olgeginde kullanilan yontemler olarak rapor edilmektedir.
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Lipit ekstraksiyonu ve biyodizel iiretiminde kuru biyokiitle kullaniminin lipit
ve biyodizel verimi agisindan avantajli oldugu bildirilmekle birlikte, kurutma igin
gereken enerjinin toplam enerji tiikketiminin %84’1linli olusturdugu rapor edilmektedir
[Patil et al., 2012], [Sathish, 2012], [Cheng et al., 2013], [Yang et al., 2015]. Bu
nedenle literatiirde son yillarda mikroalglerden lipit ekstraksiyonu ve biyodizel
tretimi  ¢aligmalarinda 1slak biyokiitle kullaniminin denendigi ¢alismalar da
goriilmektedir [Sathish, 2012], [Sathish and Sims, 2012], [Cheng et al., 2013], [Chen
et al., 2015]. Calismalarda 1slak biyokiitleden lipitin ekstraksiyonunda hiicre
parcalanmasin1  kolaylagtirmak ve ekstraksiyon verimini arttrmak amaciyla
mikrodalga metodunun kullanildigi ve bu sayede yiiksek lipit verimlerine
ulasilabildigi rapor edilmektedir [Cheng et al., 2013], [Chen et al., 2015].

Mikroalglerin  lipit igeriginin belirlenmesinde daha ileri analiz ve
karakterizasyonu (trigliserit ve bireysel yag asidi igerigi gibi) GC ve Yiiksek
Performanshi Sivi Kromatografisi (HPLC) ile gergeklestirilmektedir [Elsey et al.,
2007], [Chen et al., 2011b]. Literatiirde solvent ekstraksiyonu ile lipit 6l¢limii birgok
aragtirmaci tarafindan siklikla kullanilmasina ragmen, bazi arastirmacilar bu
tekniklerin zaman alan karmagik adimlar igeren yontemler oldugunu belirtmektedir
[Kimura et al., 2004], [Bertozzini et al., 2011], [Isleten-Hosoglu et al., 2012]. Bu
amacla mikroalglerin lipit igeriginin belirlenmesinde (6zellikle nétral lipitler) hizli
sonu¢ alindigi belirtilen Nile Red (NR) floresan boyanin kullanimi 6nerilmektedir.
NR lipitte ¢oziinen ve yiliksek floresan hassasiyetine sahip bir boyadir. NR ile lipit
6l¢iimii, hiicresel lipitin hiicre disina ¢ikarilmadan gergeklestirildigi florometrik bir
yontemdir. Bu yontem ile uygun “uyarilma (Excitation(Ex)) ve yayilma
(Emission(Em))” dalga boylar1 segilerek notral ve polar lipitlerin  ayirimi
saglanmaktadir [Elsey et al., 2007]. Bununla birlikte NR metodunun her mikroalg
tiirii lizerinde etkili olmadig1 belirtilmektedir. Bu durum mikroalg hiicresi i¢ine NR
boya ¢ozeltisinin niifuz edememesi ile agiklanmaktadir. Hiicre duvarindan NR boya
¢Ozeltisinin etkili bir sekilde gecebilmesi amaciyla bazi 6n aritim islemlerinin

uygulanabildigi raporlanmistir [Chen et al., 2011b].
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2.7. Mikroalglerden Biyodizel Uretimi

Mikroalglerin igerdigi lipitin ekstraksiyonundan sonra bu yagdan biyodizel
iretmek i¢in bir doniisim prosesine ihtiyag duyulmaktadir. Mikroalgal yagin
viskozitesi ¢ok yiiksek oldugu i¢in direkt yakit olarak kullaniminin uygun olmadigi
belirtilmektedir. Bu nedenle mikroalg yaginin vizkozitesinin azaltilmasi
gerekmektedir. Mikroalgal lipitin biyoyakitlara doniistiiriilmesi asamasinda hidroliz,
mikroemiilsiyon, piroliz ve transesterifikasyon prosesleri kullanilabilmektedir. Bu
prosesler arasinda literatirde en yaygin olarak kullanilan  yOntemin
transesterifikasyon prosesi ile biyodizel iiretimi oldugu goriilmektedir [Miao and
Wu, 2006], [Velasquez-Orta et al., 2012], [Kim et al., 2013], [Pragya et al., 2013].

Mikroalg biyokiitlesinden transesterifikasyon yontemi ile biyodizel iiretimi iki
sekilde gerceklestirilmektedir. Bunlardan birincisi biyokiitleden lipitin ekstraksiyonu
ve ardindan ekstrakte edilen lipitin transesterifikasyon prosesi ile biyodizele
doniistiiriilmesidir. Ikinci ydntem ise son yillarda enerji ve zaman verimliligi
acisindan siklikla tercih edilen ve yiiksek verimde biyodizel tiretimi elde edilmesini
saglayan direkt (in-situ) transesterifikasyon yontemidir. Bu yontemde ekstraksiyon
ve transesterifikasyon prosesleri es zamanli olarak gergeklesmektedir. [Ehimen et al.,
2010], [Pragya et al., 2013], [Martinez-Guerra et al., 2014a], [Martinez-Guerra et al.,
2014b].

Mikroalglerden biyodizel iiretimi seceneklerinden bir digeri de ultrases ve
mikrodalga gibi cesitli hiicre pargalama teknolojileri ile desteklenen in-Situ
transesterifikasyon  uygulamalaridir.  Mikroalg hiicrelerinin  pargalanmasini
hizlandiran bu metotlarin, reaksiyon solventinin hiicresel lipite gecisini
kolaylastirdig1 belirtilmektedir [Koberg et al., 2011], [Ehimen et al., 2012]. Bu
yontemler arasinda mikrodalga uygulamasi en etkili ve en kolay yontem olarak rapor
edilmektedir [Wahidin et al., 2014] Mikroalglerden transesterifikasyon yontemi ile

biyodizel iiretimi Boliim 2.7.4°te detayl1 olarak anlatilmustir.
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2.7.1. Biyodizelin Ozellikleri

Biyodizel, bitkisel yaglar, hayvansal yaglar ya da mikroalgler gibi yenilenebilir
yag hammaddelerinden elde edilen, uzun zincirli yag asitlerinin mono alkil esterleri
olarak tanimlanan alternatif bir dizel yakittir [Zhang et al., 2003], [Barnwal and
Sharma, 2005], [Meher et al., 2006], [Chakraborty et al., 2010]. Onemli potansiyele
sahip endiistriyel bir {iiriin olan biyodizel, ekonomik bakimdan uygunlugu, atik
yaglardan ve diger biyokiitlelerden eldesi ve olumlu cevresel etkileri bakimindan
kullanabilirligi ile ortaya ¢ikmaktadir.

Biyodizel biyolojik olarak pargalanabilen, zehirsiz, CO, gazi emisyonlarinin
azaltilmasina katkida bulunan yenilenebilir bir dizel yakittir ve petrol dizeli ile
rekabet edebilecek yakit 6zelliklerine sahiptir [Hossain et al., 2008], [Mandal and
Mallick, 2009], [Georgogianni et al., 2009], [Banerjee and Chakraborty, 2009], [Jain
and Sharma, 2010], [Ehimen et al., 2010]. Ozellikleri yag hammaddesine ve
kullanilan alkole gore biraz degisiklik gosterse de, direkt olarak veya karigim
seklinde dizel yakit yerine kullanilabilmektedir [Zhang et al., 2003], [Mata et al.,
2010].

Trigliseritlerin ve biyodizel yakitinin &zellikleri molekiillerde mevcut olan her
bir yag asidinin miktarina gore tanimlanmaktadir. Zincir uzunlugu ve ¢ift bag sayilari
yag asitlerinin ve trigliseritlerin fiziksel karakteristiklerini belirlemektedir. Biyodizel
hammaddesinin yag asidi kompozisyonu biyodizelin yakit &zelliklerinin
belirlenmesinde onemli rol oynamaktadir [Ramos et al., 2009]. Setan sayisi,
kinematik viskozite, soguk akis Ozellikleri ve oksidatif stabilite gibi birgok
parametre, biyodizelin yakit olarak uygunlugunu belirlemede kullanilan yakit
ozellikleridir. Kullanilan hammadde kaynaginin yag asidi profili biyodizeldeki bu
yakit Ozelliklerini biiyiik oranda etkilemektedir. Sonug olarak farkli kaynaklardan
elde edilen yakitlarin yag asidi profilleri ve 6zellikleri énemli Sl¢lide degisiklik
gosterebilmektedir. Bu nedenle en iyi biyodizel kompozisyonunun belirlenmesi igin
potansiyel hammadde kaynagmin yag asidi profilinin incelenmesi ve
degerlendirilmesi gerekmektedir [Knothe, 2008], [Kaur et al., 2012]. Biyodizelin
yakit Ozelliklerinin degerlendirilmesinde ASTM D6751 (American Society for
Testing and Materials) ve EN 14214 (Avrupa Standardi) biyodizel standartlart

kullanilmaktadir. Biyodizelin yakit 6zelllikleri kendisini olusturan yag asidi
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esterlerinin yapisiyla tanimlandig i¢in, bu 6zelliklerin Amerika (ASTM D6751) ve
Avrupa (EN 14214) standartlarinda verilen setan sayisi, kinematik viskozite, soguk
akis Ozellikleri ve oksidatif stabilite gibi bircok parametreyi
istenmektedir [Knothe, 2005] [Knothe, 2008]. Tablo 2.4’te petrol dizeli ve bitkisel
kokenli biyodizelin ASTM ve EN 14214 biyodizel standartlari ile karsilastirilmasi

verilmektedir [Cengelci vd., 2011], [Web 2, 2016].

kargilamasi

Tablo 2.4: Petrol dizeli ve bitkisel kokenli biyodizelin ASTM ve EN 14214 biyodizel

standartlari ile karsilastirilmasi.

Bitkisel ASTM D6751 EN 14214
- Petrol Kokenli (Amerikan (Avrupa
Ozellikler Dizeli Biyodizel Standardi) Standardi)
Yogunluk, 15°C (g/cm®) 0,82-086 | 0,87-0,88 0,86 — 0,90
Kinematik Viskozite, 2,50 — 3,50 43 1,9-6.,0 35-50
40°C (mm?/s)
Parlama Noktasi1 (°C) >55 >100 130 (min.) 120 (min.)
Setan Sayisi (tutusma 49 _ 55 >55 51 47
katsayist)
Kiikiirt Igerigi (%kiitlesel) <0,05 <0,01 <0.0015 <0.001
Kiil Igerigi (%okiitlesel) <0,01 <0,01 0,02 (max.) 0,02 (max.)
Su Miktari (mg/kg) <200 <300 500 (max) 500 (max).

Biyodizel dizel yakittan daha yiiksek setan sayisina sahiptir, aromatik degildir,
neredeyse hig siilfiir icermez ve agirlikca %10-11 oraninda oksijen igermektedir.
Fazla olan serbest oksijen tam yanmanin gerg¢eklesmesini saglayarak emisyonlarin
azaltilmasina yardimci olmaktadir. [Zhang et al., 2003], [Atabani et al., 2012]. Cevre
dostu olarak bilinen biyodizel, petrol bazli dizel yakitla kiyaslandiginda, egzoz
gazindaki CO, partikiil madde, duman ve hidrokarbon emisyonlarinin azligi ile de 6n
plana ¢ikmaktadir [Zhang et al., 2003], [Mata et al., 2010], [Atabani et al., 2012].

Setan sayisi tutusma gecikmesi ve yanma kalitesi ile ilgili dizel yakit kalite
parametresi olarak kullanilmaktadir. Setan sayis1 ne kadar yiiksek ise yakitin
atesleme kalitesi o kadar iyi olmaktadir. Biyodizelin setan sayist degerinin kullanilan
hammaddeye bagli oldugu bilinmektedir. Hammaddenin yag asidi karbon zinciri ne

kadar uzun ve molekiil doygunlugu ne kadar fazla ise setan sayist degeri o kadar
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yiikksek olmaktadir. [Ramos et al., 2009], [Moser, 2009]. Linoleik (C18:2) ve
linolenik (C18:3) asit gibi doymamis yag asidi esterleri diigiik setan sayisi ile
sonuclanirken, yiiksek setan sayisi degerlerinin ise plamitik (C16:0) ve stearik
(C18:0) gibi doymus yag asidi esterleri igin gozlendigi raporlanmistir [Ramos et al.,
2009].

Biyodizelin oksidasyon stabilitesi ¢oklu doymamis yag asidi metil esterleri
igerigi nedeniyle, biyodizelin kullanimi etkileyen temel parametrelerden biri olarak
tanimlanmaktadir. Stabilite hava, 1s1, 151k, iz metaller, peroksitler ya da bilesigin
yapisal Ozelligi (¢ift baglarin varligi nedeniyle) gibi faktorlerden etkilenmektedir
[Ramos et al., 2009], [Rajvanshi and Sharma, 2012]. Yiiksek oranda doymus yag
asidine sahip yaglardan iiretilen biyodizelin daha iyi oksidasyon stabilitesine sahip
olduklar1 bildirilmektedir. Bu yiizden linoleik (C18:2) ve linolenik (C18:3) asitler
bakimindan zengin biyodizel hammaddelerinin zayif oksidasyon stabilitesine sahip
yakitlar vermeye meyilli olduklari rapor edilmektedir [Rajvanshi and Sharma, 2012;
Kaur et al., 2012].

Biyodizelin yakit kalitesinin degerlendirilmesinde kullanilan bir diger
parametre de iyot degeridir. Iyot degeri yag asidi karisimi igindeki toplam
doymamighgin bir 6l¢iisii olarak degerlendirilmekte ve artan doymamiglik derecesi
ile lineer bir artis gostermektedir [Ramos et al., 2009], [Schlagermann et al., 2012].

Palmitik (C16:0) ve stearik (C18:0) asit gibi doymus yag asidi esterleri
bakimindan zengin yaglarda iyot degerinin diisiik oldugu bildirilmektedir [Ramos et
al., 2009]. iyot degeri ne kadar diisiikse yakitin oksidatif stabilitesinin de o kadar iyi
olacag rapor edilmektedir [Gouveia and Oliveria, 2009].

Biyodizel petrol dizelinden daha yiiksek parlama noktasina sahiptir.
Biyodizelin bu 6zelligi, kullanim, tasinim ve depolanma asamasinda giivenli bir yakit
olmasini saglamaktadir [Zhang et al., 2003]. Biyodizelin kinematik viskozitesinin de
petrol dizelinden daha yiiksek oldugu, bununla birlikte viskozitenin artan
doymamislik derecesi ile azaldigi bildirilmektedir [Knothe et al., 2008]. Erime
noktas1 parametresi de biyodizelin diisiik sicaklik 6zelliklerine iliskin bireysel yag
asidi esterlerinin uygunlugunu degerlendirmede kullanilmaktadir. Diisiik sicaklik
Ozelliklerinin belirlenmesi i¢in bulutlanma noktas1 ve soguk filtre tikanma noktasi
gibi parametreler degerlendirilmektedir. Doymus yag asitlerinin (palmitik ve stearik
asitler gibi) doymamis yag asitlerinden (linolenik, linolenik gibi) daha yiiksek erime
noktasina sahip olduklar1 bilinmektedir [Knothe et al., 2005], [Knothe et al., 2008].
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Yag asidi esterlerinin erime noktalarinin yiliksek olmasi dizel motorlarda yakit
hatlarinin ve filtrelerin tikanmasi1 ve ¢okme gibi isletme problemlerine neden
olabilmektedir [Ramos et al., 2009].

Biyodizelin gesitli avantajlarinin yaninda bazi dezavantajlari da bulunmaktadir.
Biyodizel petrol kdkenli dizel yakittan %12 daha diisiik enerji icerigine sahiptir, bu
durum yaklasik olarak %2-10 oraninda yakit tiiketiminin artmasina neden
olmaktadir. Ayrica biyodizelin bulutlanma noktasinin, oksijen ig¢eriginin ve azot oksit
(NOy) emisyonlarinin dizele gore yiiksek oldugu rapor edilmektedir. Fakat bu
problem yanmanin geciktirilmesi ile yanma sicakligini azaltarak onlenebilmektedir

[Moser, 2009], [Atabani et al., 2012].

2.7.2. Biyodizel Hammaddesi Olarak Mikroalgler

Mikroalgal lipitlerden iiretilen biyodizel, gida ve diger bitkisel {iriinlerin temini
ile ilgili olumsuzluklardan etkilenmeden, diisiik karbonlu ve yenilenebilir bir
hammadde kaynagi saglama potansiyeline sahip oldugu i¢in, cagdas ve kiiresel
biyoteknolojik arastirmalarin odak noktast haline gelmistir [Doan et al., 2011].
Literatiirde 6zellikle son donemlerde, tigiincii nesil enerji kaynagi olarak adlandirilan
mikroalglerin mevcut diger hammaddeler ile karsilastirildiginda, avantajli olduklarini
gosteren birgok c¢alisma rapor edilmistir [Chisti, 2007], [Hossain et al., 2008], [Hu et
al., 2008], [Mandal and Mallick, 2009], [Mata et al., 2010], [Yang et al., 2011],
[Schlagerman et al., 2012], [Hulatt et al., 2012], [Mandotra et al., 2016].

Mikroalgler diger enerji bitkileriyle kiyaslandiginda daha yiiksek fotosentetik
verim, daha yiiksek biyokiitle {iretimi, daha yiiksek biiylime hizina sahiptirler ve
fazla alan gereksinimine ihtiya¢ duymamaktadirlar [Hossain et al., 2008], [Johnson
and Wen, 2009], [Mata et al., 2010], [Wahlen et al., 2011]. Yaglh tohum bitkilerinin
yikksek maliyetleri nedeniyle biyodizel {iiretim maliyeti, biiyiikk ol¢ekli ticari
isletmeler icin hala biiyiik bir engel teskil etmektedir [Mandal and Mallick, 2009].
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Mikroalglerin biyodizel iiretiminde kullanilmalari i¢in avantajlar 6zetlenecek

olursa;

e Mikroalgler giines 151811 biyokiitleye (lipitt+hiicre) doniistiirme yetenegine
sahiptirler.

e Bazi mikroalg tiirlerinin kuru alg biyokiitlesi bazinda %80’¢ kadar lipit
tiretimine sahip olduklart bildirilmektedir. Bununla birlikte yag seviyesi genel
olarak kuru agirliklarinin %20 — 50 arasinda degismektedir [Spolaore et al., 2006],
[Chisti, 2007].

e Biiylime hizlar1 diger enerji bitkilerine kiyasla daha yiiksektir. Logaritmik
bliylime hizlar1 biyokiitlelerini 3,5 saat kadar kisa bir siirede ikiye
katlayabilmektedirler [Spolaore et al., 2006], [Chisti, 2007].

e Mikroalgal biyokiitle iiretimi sirasinda atik COg2’in etkili bir sekilde
biyofiksasyonu saglanmaktadir (1 kg kuru algal biyokiitle {iretimi igin yaklasik
olarak 1,83 kg CO; kullanilir.) [Chisti, 2007], [Sanchez et al., 2011].

e Biyodizel iiretimi i¢in kullanilan diger iirlinlerin (soyayagi, ayc¢icegi, kanola
gibi) aksine, insan gidasinin asil kaynagi olarak kullanilmadiklar igin ve diger
geleneksel {irlinlerin yetistirilmesine uygun olmayan verimsiz topraklarda bile
retilebildikleri i¢in (niitrient ihtiyaglarin1 atiksu akimlarmi kullanarak da
karsilayabilirler) mikroalgler biyodizel iiretiminde en uygun hammadde olarak
goriilmektedir [Sanchez et al., 2011], [Rawat et al., 2011].

e Mikroalglerin biyokimyasal kompozisyonlar1 biliyiime kosullar1 optimize
edilerek degistirilebilmektedir. Béylece uygun kosullarda lipit {iretim verimleri

artirilabilmektedir [Brennan and Owende, 2010].

Mikroalgal biyokiitleden biyodizel iiretiminin yukarida sayilan avantajlarinin
yaninda bazi dezavantajlar1 da mevcuttur. Mikroalgal biyokiitleden biyodizel {iretimi;
mikroalg iiretimi, hasatlama, lipit ekstraksiyonu ve mikroalgal lipitlerin biyoyakita
doniistimiini igeren siralt bir prosestir. Toplam biyodizel iiretim maliyetinin %60°’1
tiretim haricindeki proseslerden kaynaklandigi belirtilmektedir. Bu nedenle
hasatlama, ekstraksiyon ve biyodizele doniisiim maliyetlerinin azaltilmasi
gerekmektedir. Mikroalgin hasatlanmasi i¢in gereken maliyet, kullanilan hasatlama

teknolojisine ve mikroalgal kiiltliriin yogunluguna bagli olarak degismesine ragmen,
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toplam biyodizel iiretim maliyetinin %20’si kadar yiiksektir [Kim et al., 2013].
Mikroalgal biyodizel iiretimi, hasatlama ve ekstraksiyon prosesleri ekonomik agidan
optimize edildigi takdirde, teknik olarak uygun ve petrol bazli dizelle reakabet
edebilecek kalitede bir yakit elde edilmektedir [Rajvanshi and Sharma, 2012],
[Schlagermann et al., 2012].

2.7.3. Mikroalgal Biyodizelin Ozellikleri

Mikroalglerle yapilan biyodizel iiretimi ¢aligmalarinda lipit iiretim
potansiyelini ve elde edilecek biyodizelin 6zelliklerini degerlendirmek igin genel
olarak toplam lipit icerigi, lipit iiretimi verimliligi (mg/L-glin bazinda) ya da yag
asidi profili kullanilmaktadir [Song et al., 2013]. Besinsel ve ¢evresel faktorlerin
(sicaklik, 151k gibi), mikroalglerin toplam lipit igerigi kadar yag asitlerinin
birbirlerine gore oranlarmi da etkiledigi bilinmektedir [Spolaore et al., 2006],
[Sanchez et al., 2011], [Mandotra et al., 2016].

Mikroalg tiirline, biiylime sartlarina ve biliylime asamalarima bagli olarak
mikroalglerin trigliseritleri, fosfolipitleri, glikolipitleri ve betain lipitlerini iceren
degisik tiirde lipit tretimini gergeklestirdikleri rapor edilmektedir. Mikroalglerden
elde edilen biyodizelin fizikokimyasal Ozelliklerinin, mikroalgal lipitin igerdigi
trigliseritlerin yag asidi bilesimine direkt olarak bagli oldugu bildirilmektedir [Bucy
et al., 2012], [Kaur et al., 2012]. Mikroalglerin icerdigi trigliseritlerin yag asidi
igeriklerinin, tiire gore degismekle birlikte cogunlukla palmitik asit (C16:0),
palmitoleik asit (C16:1), stearik asit (C18:0), oleik asit (C18:1), linoleik asit (C18:2)
ve linolenik asitten (C18:3) olustugu rapor edilmektedir [Mandal vand Mallick,
2009], [Kumar et al., 2011], [Kaur et al., 2012]. Tablo 2.5’te baz1 mikroalg tiirlerine

ait yag asidi bilesimleri verilmektedir.
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Tablo 2.5: Baz1 mikroalg tiirlerinin yag asidi bilesimleri.

Yag asidi (Toplam YAME’in agirhik olarak yiizdesi, %)
) Palmitik | Palmitoleik | Stearik Oleik | Linoleik | Linolenik
Mikroalg tiirii asit asit asit asit asit asit Kaynak
(16:0)* (16:1)* (18:00% | (18:1)' | (18:2)* (18:3)*
Chlorella Gouveia and
vulaaris 25,07 5,25 0,63 12,64 7,19 19,05 Oliveira,
g 2009
Spirulina Gouveia and
pirt 40,16 9,19 1,18 5,43 17,89 18,32 Oliveira,
maxima
2009
Scenedesmus Gouveia and
obliauus 21,78 5,95 0,45 17,93 21,74 3,76 Oliveira,

g 2009
Dunaliella Gouveia and
. 17,70 0,88 — 4,87 12,37 30,19 Oliveira,

tertiolecta
2009
Nannochloropsis Gouveia and
s P 23,35 26,87 0,45 13,20 1,21 — Oliveira,
- 2009
Neochloris Gouveia and
19,35 1,85 0,98 20,29 12,99 17,43 Oliveira,
oleabundans
2009
Chlorella Chen et al.,
protothecoides 4,70 r_ 2,00 65,20 18,50 6,90 2012
Spirulina Otles and
platensis 42,30 1,00 0,95 1,97 16,18 20,06 Pire, 2001
Nannochloropsis Bucy et al.,
salina 30,00 39,00 1,00 8,00 1,00 1,00 2012:
C. Sorokiniana | 25,32 | 2.29 122 | 2256 |3932 |4,62 ZDoolng? etal,
Chlorococcum Halim et al.,
5p. 19,10 4,10 2,80 62,80 3,80 — 2011
B. braunii 29,50 3,40 1,00 4490 21,20 | — ;foolooet al.,

Yag asidinin igerdigi karbon sayisi:karbon zincirindeki ¢ift bag sayisini ifade etmektedir.

Bazi deniz yosunu tiiri olarak bilinen dinoflagellalar (6r: Scrippsiella sp.)
yiikksek oranda degisik uzun zincirli ¢oklu doymamis yag asitlerini (CDYA)
icermektedir [Mansour, 2005]. Farkli kiiltiir sartlar1 altinda heterotrofik veya
ototrofik olarak biiyiitiilebilen Chlorella protothecoides’in yag asidi bilesiminin
temel olarak oleik asit, linoleik asit ve setan asitten olustugu bildirilmistir [Miao and

Wu, 2006]. Biyodizel iiretimi i¢in uygun bir hammadde kaynagi olarak goriilen
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Scenedesmus obliquus’un yag asidi metil esterleri (YAME) igeriginin dort temel
bileseninin; palmitik asit (C16:0), oleik asit (C18:1), linoleik asit (C18:2) ve
linolenik asitten (C18:3) olustugu rapor edilmistir [Mandal and Mallick, 2009].
Fotobiyoreaktorde yiiksek biyokiitle iiretim verimine sahip Chlorella sp. MCCS
0401in, biyodizelin de yapisinda bulunan en yaygin yag asitlerinden palmitik ve
stearik asiti icerdigi bildirilmistir [Rasoul-Amini et al., 2011].

Literatiirde  mikroalglerle yapilan biyodizel {iretimi calismalarinda,
mikroalglerin lipit birikiminin ve yag asidi metil esteri i¢eriklerinin belirlenmesinin
yaninda, elde edilen biyodizelin fizikokimyasal 6zelliklerinin de degerlendirildigi
cok sayida calisma goriilmektedir [Knothe, 2008], [Knothe, 2009], [Kumar et al.,
2011], [Chen et al., 2012], [Kaur et al., 2012], [Bucy et al., 2012], [Islam et al.,
2013], [Mandotra et al., 2016]. Mikroalgal biyodizelin fizikokimyasal 6zelliklerinin
(oksidasyon stabilitesi, kinematik vizkozitesi, iyot degeri, setan sayisi ve sogukta
akis 6zellikleri gibi) cogunun ASTM Biyodizel Standardi’nda verilen limit degerlere
uygun oldugu bildirilmistir [Chen et al., 2012], [Kumar et al., 2014].

Mikroalglerle yapilan bir biyodizel karakterizasyonu c¢alismasinda, alt1 farkl
mikroalg tiiriiniin yag asidi profili degerlendirilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda
altt mikroalg tiirii i¢cin temel yag asidi bilesenlerinin palmitik, palmitoleik, oleik,
linoleik ve linolenik asitten olustugu bulunmustur. Ayrica uzatilmig yetistirme
stiresinin, mikroalgal biyodizel 6rneklerinin oksidasyon stabilitesi ve setan sayisi
degerlerinin arttirilmasi i¢in gerekli olan ¢oklu doymamis yag asidi igeriklerinin
azalmasini sagladigi rapor edilmistir [Kaur et al., 2012].

Mikroalglerin yakit 6zelliklerinin incelendigi bagka bir calismada, mikroalg
lipitinden (Chlorella protothecoides) iiretilen biyodizel ve farkli hacimsel oranlarda
mikroalgal biyodizel/petrol dizeli karigimlart yakit kalitesi bakimindan incelenmis ve
elde edilen sonuglar ASTM D6751 ve EN14214 Biyodizel Standartlarina gore
degerlendirilmistir. Mikroalg yagindan firetilen biyodizelin yiiksek oranda oleik
(agirlikga %65,2) ve linoleik (agirlikca %18,5) asit metil esterleri igerigine sahip
oldugu ve tatmin edici yakit Ozellikleri gosterdigi (yiiksek oksidasyon stabilitesi,
diisiik soguk filtre tikanma noktasi gibi) goriilmiistiir. Calismada ayrica istenen yakit
ozellikleri agisindan mikroalgal biyodizelin petrol dizeli ile en uygun karisim

oraninin en fazla %20 (hacimsel oran) olmasi dnerilmistir [Chen et al., 2012].
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Literatiirde biri mavi-yesil alg digerleri yesil alg olan bes farkli tiirlin
fizikokimyasal karakterizasyonun yapildigi diger bir ¢alismada, bu tiirlerin ¢oklu
doymamis yag asitleri miktarinin diisiik oldugu (%0,2, g/g) ve iyi kalitede biyodizel
tiretimi i¢in kullanilabilecekleri belirtilmistir [Kumar et al., 2011].

Mikroalgal lipitten elde edilen biyodizel, igerdigi yag asitleri nedeniyle
geleneksel dizel yakitla kiyaslandiginda ¢ok daha diisiik soguk filtre tikanma
noktasina (-11°C) ve daha yiiksek viskositeye sahip bir yakit olmasina ragmen,
biyodizel iiretimi i¢in yiliksek potansiyele sahip bir hammadde kaynagi olarak
degerlendirilmektedir [Miao vand Wu, 2006]. Oleik (C18:1) ve palmitik (C16:1) asit
metil esteri bakimindan zengin bazi mikroalg tiirlerininin yiiksek oksidasyon
stabiliteli yakit tiretimi sagladigi rapor edilmektedir [Gouveia and Oliveira, 2009],
[Abou-Shanab et al., 2011], [Kaur et al., 2012], [Schlagermann et al., 2012].
Mikroalgal yagm iyot degerinin de (69-102 g 1,/100 @), Avrupa Biyodizel
Standardi’na (EN 14214) (<120 g 1,/100 g) uygun oldugu belirtilmektedir. Bu
Ozelligi mikroalg yagina iyot degeri 120°den biiylik aygicegi gibi biyodizel
iretiminde kullanilan bazi bitkisel yaglarla rekabet edebilme avantaji vermektedir
[Gouveia and Oliveira, 2009]. Tablo 2.6 da mikroalgden elde edilen biyodizelin
geleneksel dizel yakit ve ASTM biyodizel standardi ile karsilastirilmast verilmistir
[Miao and Wu, 2006], [Gouveia and Oliveria, 2009], [Rajvanshi and Sharma, 2012],
[Schlagermann et al., 2012].
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Tablo 2.6: Mikroalg yagindan elde edilen biyodizelin dizel yakit ve ASTM Biyodizel

Standardi ile karsilastirilmasi.

Ozellik 'k\)’i';/‘;gi’?é?a' Dizel yakit gﬁl{'\l’;r d?iy"dize'
Yogunluk, (kg/L) 0,864 0,838 0,86-0,9

Viskozite, (mm?/s) 40 °C’de | 5,2 1,9-4,1 3,5-5,0

Parlama noktasi, (°C) 115 75 Enaz 100
Katilagma Noktasi, (°C) -12 -50-10 —

Sogukta Filtre Tikanma -11 -3,0 Yazin en fazla 0
Noktasi, (°C) (En fazla -6,7) | Kisin en fazla <-15
Asit Degeri, (mg KOH/g) 0,374 En fazla 0,5 En fazla 0,5

Isil Degeri, (MJ/kg) 41 40-45 —

H/C orani 1,81 1,81 —

Iyot Degeri (g 1,/100g) 69-102 — <120

2.7.4. Transesterifikasyon

Transesterifikasyon (alkoliz) yonteminde yenilenebilir hammadde yagi
(bitkisel yaglarin temel bileseni olan trigliserit), katalizor varliginda kisa zincirli bir
alkolle (metanol veya etanol) reaksiyona girerek, yag asidi metil esterleri (YAME)
ve gliserin vererek esterlesmektedir. Hammadde yaginin igerdigi trigliseritlerin
alkolle transesterifikasyonu sonucu olusan yag asidi metil esterleri (YAME) bu
reaksiyonun ana iriinii, gliserin ise yan iriinii olusturmaktadir [Ma and Hanna,
1999], [Zhang et al., 2003]. Reaksiyonda kullanilacak alkol; metanol, etanol,
propanol, biitanol ve pentanol olabilmektedir. Fakat 6zellikle kolay bulunmasi ve
ucuz olmasi nedeniyle en ¢ok tercih edilen alkoliin metanol oldugu belirtilmektedir

[Ma and Hanna, 1999].
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Transesterifikasyon reaksiyonu alkali katalizorlii, asit katalizorlii ya da enzim
katalizorlii olarak gergeklestirilmektedir. Katalizor reaksiyon hizini ve verimini
arttirmak i¢in kullanilmaktadir. Alkali katalizor olarak NaOH, KOH, karbonatlar ve
sodyum ya da potasyum alkoksitler; asit katalizor olarak genellikle siilfiirik asit,
stilfonik asit ve hidroklorik asit kullanilmaktadir. Lipaz enzimi ise biyokatalizor
olarak kullanilabilmektedir [Ma and Hanna, 1999], [Georgogianni et al., 2009],
[Velasquez-Orta et al., 2012]. Sekil 2.2’de bir trigliserit ile alkoliin bir katalizor
esliginde meydana gelen transesterifikasyon reaksiyonu ifade edilmektedir [Sprules

and Price 1950].

H,C—C00C—H, R,CODR' H,C—0CH
HC—OQOC—HR; + 3R0H =—= R,COOR'" + HC—O0OH
H,C—00C—, R,COOR'  H,C—OH
Trighserid Alkol Alldl esterler  Gliserol

( Biyodizel)

Sekil 2.2: Transesterifikasyon reaksiyonu.

Transesterifikasyon reaksiyonu tamamlandiktan sonraki {irlinler bir ester
karigimi, gliserol(gliserin), reaksiyona girmemis alkol, katalizor ve tri-di-
monogliseritlerdir. Bir ¢ok arastirmaci yag asidi metil esterlerini elde etmenin,
esterde her zaman di ve monogliserit gibi safsizliklarin kalmasi nedeniyle kolay bir
proses olmadigini rapor etmistir. Monogliseritler ester karisiminda bulaniklia sebep
olmaktadir. Transesterifikasyonun tamamlanmasindan sonra karisim oda sicakliginda
bekletildiginde, ham ester fazi ve gliserol fazi ayrilmaktadir. Gliserol karisim
ortamindan temel olarak gravite etkisi ile ¢oktiirerek ya da santrifiijle ayrilmaktadir
[Ma and Hanna, 1999], [Banerjee and Chakraborty, 2009].

Transesterifikasyonda yagin serbest yag asidi ve su igerigi, alkoliin yaga molar
orani, katalizor tipi, karisimin yogunlugu, reaksiyon sicakligi ve reaksiyon siiresi gibi
faktorler reaksiyon verimini etkilemektedir [Sharma et al., 2008].

Transesterifikasyonda kullanilacak olan hammaddenin serbest yag asidi (SYA)
icerigi reaksiyonun sonucu agisindan onemli bir parametre olarak goriilmektedir.

Literatirde SYA igerigi diisiik olan yaglar igin (<%0,5, agirlik bazinda) alkali
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katalizorlii transesterifikasyonun [Jain and Sharma, 2010], [Ehimen et al., 2010],
SYA igerigi yiiksek olan yaglar icin (mikroalg yagi, piring kepegi yagi, jatropha
curcas yag gibi) ise asit katalizorlii transesterifikasyonun uygun bir yontem oldugu
birgok arastirmaci tarafindan belirtilmektedir [Miao and Wu, 2006], [Jain and
Sharma, 2010], [Ehimen et al., 2010], [Rawat et al., 2011].

Giiniimiizde bir¢cok endiistriyel uygulamada transesterifikasyon yontemi,
homojen alkali katalizor kullanarak ger¢eklestirilmektedir. Alkali katalizorli
transesterifikasyon reaktanin saflifina ¢ok hassas olmasina ragmen, asit katalizorlii
transesterifikasyona gore kisa siirede (30-60 dk) yiiksek verim ve yiiksek saflikta
iriin  saglayabilmektedir [Jain and Sharma, 2010]. Alkali Kkatalizorli bir
transesterifikasyon i¢in gliseritlerin (yag) ve alkoliin oldukga susuz (anhidr6z) olmasi
gerekmektedir. Reaksiyon ortaminda su bulunmasinin, reaksiyonu sabunlagsmaya
(sulu bir ortamda trigliserinlerin metil esterleri yerine sabuna doniismesi) ¢evirdigi,
bu durumun ise ester ve gliserin fazlarinin ayrimimi zorlastirip ester verimini
diistirdiigii belirtilmektedir [Ma and Hanna, 1999].

Transesterifikasyon yontemi ¢ogunlukla homojen katalizor (alkali ya da asit)
kullanarak gerceklestirilmekle birlikte, bu katalizorler reaksiyondan sonra ortamdan
uzaklastirilma gibi bazi problemlere sahip olabilmektedir. Reaksiyonda heterojen
kat1 asit ya da heterojen kati alkali katalizorlerin kullanimi ile bu problemlerin
¢oziilebilecegi birgok arastirmaci tarafindan belirtilmektedir [Liu et al., 2008b],
[Georgogianni et al., 2009], [Chakraborty et al., 2010]. Bu sayede katalizor solvent
kullanim1 olmadan reaksiyon karisimindan kolaylikla ayrilabilmekte, kolaylikla
rejenere edilebilmekte ve daha az korozif karaktere sahip olmaktadir [Georgogianni
et al., 2009].

Transesterifikasyonda kullanilan alkoliin yaga molar orani, doniisiim verimine
etki eden oOnemli parametrelerden biri olarak degerlendirilmektedir. Reaksiyon
stokiyometrik olarak 1 mol trigiliserit i¢in 3 mol alkol gerektirmektedir. Reaksiyonun
irlinler yoniine kayabilmesi i¢in, uygulamada alkol:yag orani 3:1°den yiiksek
olmalidir. Molar oranin kullanilan katalizor tipi ile ilgili oldugu belirtilmektedir [Ma
and Hanna, 1999]. Endiistriyel uygulamalarda %98 (g/g)’den daha yiiksek metil ester
verimi saglamak i¢in kullanilan molar oran genel olarak 6:1 (alkol:yag)’dir [Barnwal
and Sharma, 2005].

Literatiirde =~ mikroalglerden  biyodizel {iretiminde transesterifikasyon

yonteminin kullanilmasi ile ilgili ¢ok sayida ¢alisma oldugu goriilmektdir. Fakat
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mikroalg yagindan biyodizel iiretimi g6z Oniline alindiginda, alkali katalizli
transesterifikasyon teknolojisinin kullaniominin uygun olmadig belirtilmektedir
[Sanchez et al., 2011], [Ehimen et al., 2010], [Miao and Wu, 2006]. Mikroalg
yagmin yiksek asidik ozelligi (yiksek SYA igerigi, >%0,5) nedeniyle, alkali
katalizor kullanildiginda, kismi sabunlasma reaksiyonuna neden olabilmekte ve
reaksiyon sonrasinda biyodizelin ayrimi ve saflastirilmasinda zorluklar meydana
gelmektedir [Ehimen et al., 2010], [Rawat et al., 2011]. Mikroalg yaginin yag asidi
metil estere (YAME) donilisimii i¢in katalizOr tipinin etkisinin incelendigi bir
caligsmada, ayni reaksiyon sartlari altinda asit katalizorlii (HCI) transesterifikasyonun,
alkali katalizorlit (NaOH) transesterifikasyondan daha yiiksek YAME verimi
sagladigi belirtilmektedir [Nagle and Lemke, 1990]. Aym1 ¢alismada katalizor tipi
disinda  katalizor konsantrasyonu, reaksiyon siiresi ve sicakligimin da
transesterifikasyon reaksiyonuna etkisi incelenmis, bu parametrelerin YAME
doniistimiine ¢ok biiyiik bir katkisinin olmadigi bulunmustur [Nagle and Lemke,
1990].

Yapilan baska bir c¢alismada heterotrofik mikroalg tiirti olan Chlorella
protothecoides’den asit katalizorlii transesterifikasyon ile biyodizel iretimi
incelenmistir [Miao and Wu, 2006]. Calismada 4 farkli katalizér miktarinin (%25,
%50, %60 ve %100 H,SO,4) ve 3 farkli sicaklik (30, 50 ve 90 0C) degerinin elde
edilecek YAME verimine etkisi degerlendirilmis ve %100 asit Kkatalizor
kullamldiginda ve 30 °C sicaklikta yiiksek biyodizel verimi elde edildigi
gozlemlenmistir. Ayrica yiiksek katalizor konsantrasyonunun ¢ok kisa siirede diisiik
spesifik gravite degerine sahip biyodizel iiriinii tiretebilecegi belirtilmistir [Miao and
Wu, 2006].

Mikroalglerle yapilan transesterifikasyon caligmalarinda, genel olarak kuru
biyokiitle kullanilmaktadir. Mikroalgal biyokiitlenin kurutulmasi islemi, biyodizel
tiretim maliyeti acisindan bir dezavantaj olarak goriilmekle birlikte, kullanilan
biyokiitlenin 1slak ya da kuru olmasinin biyodizel verimi ve YAME
karakterizasyonunu etkiledigi belirtilmektedir [Johnson and Wen, 2009], [Ehimen et
al., 2010].

Mikroalgal lipitin biyodizele doniisim seceneklerinden birisi de yliksek
sicaklik (>240°C) ve yiiksek basing (>8 MPa) altinda, katalizor gereksinimi olmadan
yapilan siiper kritik transesterifikasyon yontemidir [Wahidin et al., 2014]. Bu

yontemin geleneksel proseslere gore, daha kisa siirede (120-240 sn) daha iyi iiriin
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verimi sagladig1 ve daha az proses adimi (reaksiyon sonrasi iiriiniin notralizasyon,
yikama ve kurutma gibi artim adimlarimi gerektirmedigi) gerektirdigi rapor
edilmektedir [Ehimen et al., 2010]. Fakat bu yontemin, yiiksek biyodizel doniisiimii
saglamak icin yiiksek sicaklik, yiiksek basing ve yiiksek alkol:yag orani (40:1-42:1)
gerektirmesi sebebiyle, ekonomik anlamda uygulanabilir olmadig bildirilmektedir

[Ehimen et al., 2010].

2.7.4.1.Direkt (in-situ) Transesterifikasyon

Mikroalglerden  geleneksel  biyodizel iiretimi, biyokiitleden lipitin
ekstraksiyonunu ve ekstraksiyonun ardindan elde edilen lipitin
transesterifikasyonunu igeren iki asamali bir proses ile gergeklestirilmektedir [Lam
and Lee, 2012]. Fakat lipit ekstraksiyonu ve lipitin biyodizele doniisiim adimlari
yiiksek enerji girisi ve yiliksek maliyeti nedeniyle mikroalgal biyodizelin
ticarilesmesinin Oniinde biiyiik bir engel teskil etmektedir [Kim et al., 2015]. Bu
yilizden son donemlerde ekstraksiyon ve transesterifikasyon proseslerinin tek adimda
gerceklestirildigi direkt (in-Situ) transesterifikasyon yontemi mikroalgal biyokiitleye
siklikla uygulanmaktadir [Johnson and Wen, 2009], [Ehimen et al., 2010], [Haas and
Wagner, 2011], [Sanchez et al., 2012], [Velasquez-Orta et al., 2013], [Kim et al.,
2015].Genel olarak n-hekzan toksisitesinin daha az olmasi tercih edilirken, kloroform
ekstraksiyon performansinin iyi olmasi nedeniyle direkt transesterifikasyonda co-
solvent olarak tercih edilmektedir [Halim et al., 2011]. Bu proses lipit iceren
biyokiitlenin katalizor varliginda kimyasal solvent (metanol) ile direkt olarak
temasina izin vermektedir. Kimyasal solvent bu proseste biyokiitleden lipitin
ekstrakte edilmesine ve reaktan olarak transesterifikasyon reaksiyonuna katkida
bulunmaktadir [Lam and Lee, 2012]. Direkt (in-situ) transesterifikasyonun
geleneksel iki asamali transesterifikasyona goére bir c¢ok avantaji oldugu
belirtilmektedir. Bunlar; solvent ayirim adimimi minimize etmek, proses siiresini
azaltmak ve sonug olarak proses tiretim maliyetini diisiirmektir [Johnson and Wen,
2009], [Lam and Lee, 2012], [Velasquez-Orta et al., 2012], [Kim et al., 2013]. Aym
zamanda iki asamali (ekstraksiyon-transesterifikasyon) metotta ekstraksiyon adimi
boyunca meydana gelebilecek potansiyel lipit kaybinin 6niine gegilerek, daha fazla
lipit geri kazammm ve daha yiiksek YAME verimi elde edilebildigi de rapor
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edilmektedir [Lewis et al., 2000], [Johnson and Wen, 2009], [Ehimen et al., 2010],
[Wahlen et al., 2011].

Literatiirde iki asamali (ekstraksiyon-transesterifikasyon) ve tek asamali
(direkt) transesterifikasyon yontemlerinin mikroalglerden biyodizel iiretim verimini
nasil etkiledigi inceleyen c¢alismalar mevcuttur. Lewis ve arkadaslari (2000),
ekstraksiyon-transesterifikasyon ve direk transesterifikasyon (baslangi¢ ekstraksiyon
adim1 olmaksizin) yontemleri ile lipit iireten iki mikroheterotroftan yag asitlerinin
geri kazanim verimlerini incelemistir. iki tiir igin bu iki yontem karsilastirildiginda,
direk transesterifikasyon yoOnteminin ekstraksiyon-transesterifikasyon yontemine
gore biyokiitleden daha fazla YAME verimi sagladigi goriilmiistiir [Lewis et al.,
2000]. Schizochytrium limacinum tiirii kullanilarak yapilan diger ¢alismada, yine
ekstraksiyon-transesterifikasyon ve direkt transesterifikasyon yontemleri degisik
(kloroform, hekzan, petrol eteri) co-solventler kullanilarak karsilastirilmis ve en
yiiksek biyodizel verimi ve YAME igeriginin direkt transterifikasyon yontemi ve
kloroform kullanilarak elde edildigi rapor edilmistir [Johnson and Wen, 2009].

Mikroalglerle direkt transesterifikasyon ¢aligmalarinda genel olarak homojen
asit ya da alkali katalizorler kullanildig1 goriilmektedir [Lewis et al., 2000], [Johnson
and Wen, 2009], [Sanchez et al., 2012], [Valesquez-Orta et al., 2013].
Mikroalglerden  (Chlorella sp. ve  Nannochloropsis oculata)  direkt
transesterifikasyon yonteminin kullanilarak gergeklestirildigi bir calismada, asit
katalizor (siilfirik asit) ve alkali katalizor (sodyum hidroksit ve sodyum metoksit)
kullanimmin YAME verimi {izerine etkisi incelenmistir. Reaksiyonda katalizor
olarak siilfirik asit kullanildiginda iki tiir i¢in de daha yiiksek YAME verimi elde
edildigi bildirilmistir [Valesquez-Orta et al., 2013].

Direkt (in-situ) transesterifikasyonda kullanilan hammaddenin kuru ya da 1slak
olmasinin biyodizel verimini énemli oranda etkiledigi belirtilmektedir. Direkt (in-
situ) transesterifikasyonda kuru Dbiyokiitle kullanildiginda, 1slak biyokiitle
kullanimina gore daha yiiksek YAME verimi elde edildigi rapor edilmektedir [Lam
and Lee, 2012], [Kim et al., 2013], [Valesquez-Orta et al., 2013]. Islak ve kuru
mikroalg biyokiitleleri kullanilarak yapilan bir ¢caligmada, direkt transesterifikasyon
yontemi ile 1slak biyokiitleden elde edilen biyodizel verimi ve YAME igerigi
(%7,76), kuru biyokiitleye gore (%63,47) Onemli oranda diisiikk bulunmustur
[Johnson and Wen, 2009]. Baska bir ¢alismada, farkli nem igeriklerindeki Chlorella
biyokiitlesinin %100 asit katalizor (H,SO,4) kullanarak direkt transesterifikasyonu
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denenmis ve nem igerigindeki artisin doniisiim verimini dnemli oranda diistirdiigi

rapor edilmistir [Ehimen et al., 2010].

2.7.4.2.Mikrodalga Destekli Direkt (in-situ) Transesterifikasyon

Direkt transesterifikasyon yonteminde doniislim verimini arttirmak amaciyla,
reaksiyon karistmindaki karigsmayan fazlar arasindaki kiitle transfer hizini arttiran ve
es zamanl olarak da reaksiyon siiresini azaltan mikrodalga ya da ultrases
uygulamalar1 gibi mekanik proseslerin kullanim1 son yillarda onerilmektedir [Park et
al., 2015]. Ozellikle mikroadalga destekli in-situ transesterifikasyon ydntemi
mikroalglerden biyodizel iiretiminde hizli ve basit bir yol sunmasi1 nedeniyle siklikla
tercih edilen bir yontem olmustur. Mikrodalga (MD) uygulamasinin lipit ve biyodizel
verimine etkisinin, mikrodalga isinlamasinin frekansina olduk¢a bagli oldugu
belirtilmektedir. Mikrodalga isinlamasi sisteminin {irlin verimini, tirtin safligin1 ve
reaksiyon hizim arttirdigi bildirilmektedir [Teo and Idris, 2014]. Literatiirde de
mikrodalga destekli direkt transesterifikasyonun, konvensiyonel 1sitmayr kullanan
(su banyosu yontemi) direkt transesterifikasyon uygulamasina nazaran daha avantajli
oldugunu gosteren bir¢ok galisma rapor edilmektedir [Koberg et al., 2011], [Cheng et
al., 2013], [Teo and Idris, 2014], [Cui and Liang, 2014], [Wahidin et al., 2014].
Konvensiyonel 1sitmay1 kullanan transesterifikasyon metodunda 1s1 transferi hiicre
disindan igeriye dogru meydana gelirken, kiitle transferi hiicrenin iginden disariya
dogru meydana gelmektedir. Mikrodalga isitmasini kullanan transesterifikasyon
metodunda ise kiitle ve 1s1 transferi ekstrakte edilen maddenin i¢inden bulk sivisina
(reaksiyon solventine) dogru meydana gelmektedir. Is1 ve kiitle transferinin ayni
yonde meydana gelmesinin, hiicrelerin etkili bir sekilde parg¢alanmasina yardimci
oldugu bildirilmektedir [Igbal and Theegala, 2013], [Teo and Idris, 2014].

Mikrodalga isitmasi reaktanin her yerini es zamanli olarak isitan temassiz 1si
kaynagidir. Mikroalg hiicresinden lipitin ekstrakte edilmesinde bu temassiz 1s1
kaynagini kullanmanin avantajlari; daha etkili 1sitma, daha hizli enerji transferi,
azalan ekipman boyutu, azalan termal gradyan, reaksiyonun daha hizli baslamasi
(start-up), artan iretim ve proses adimlarmin elimine edilmesi olarak
belirtilmektedir [Igbal and Theegala, 2013], [Wahidin et al., 2014]. Mikrodalga

1sitma uygulamasi 1sinin direkt olarak mikroalg biyokiitlesine transfer olmasina izin
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vererek, molekiillerin hizli titresimi sayesinde mikroalg hiicre duvarimin
parcalanmasina yardimci olmaktadir. Boylece hiicresel lipitin hiicre iginden
reaksiyon solventine gegisini kolaylastirmaktadir. Mikrodalga uygulamasi ayni
zamanda reaksiyon sirasinda mikroalg hiicresinin i¢inde ve disinda kavite olan
bubble’larin  patlamasini destekleyerek daha fazla lipit ekstrakte edilmesini
saglamaktadir. Kavitasyon fenomeni mikrodalga ile firetilen yiiksek sicaklik ve
basing gradyanlar1 nedeniyle hiicre ylizeyinde meydana gelmekte ve boylelikle hiicre
duvar par¢alanmaktadir [Teo and Idris, 2014].

Mikrodalga 1sinlamasi basit bir dielektrik 1sitmasi degil, daha ziyade kimyasal
reaksiyona dahil olan spesifik bir mikrodalga aktivasyon etkisi olarak da ifade
edilmektedir. Solvent ve katalizor arasinda mikrodalga ile etkilesimin dikkate
almmas1 gerektigi belirtilmektedir [Teo and Idris, 2014]. Reaksiyon bilesenleri
(metanol ve gliseritler) ile mikrodalganin etkilesimi, artan dipolar polarizasyon
fenomeni nedeniyle [Hincapie et al., 2014] aktivasyon enerjisinde biiyiik bir azalma
ile sonuglanmaktadir. Bu durum dipolar rotasyon ve iyonik iletim ile sonuglanan
reaksiyon karisiminda, mikrodalganin molekiiler seviyede etkilesimi ile elde
edilmektedir. Aktivasyon enerjisinin azaltildigt miktar ortam ve reaksiyon
mekanizmasina onemli oranda bagli olmaktadir. Bu anlamda metanoliin giiclii bir
mikrodalga absorpsiyon materyali oldugu bildirilmistir [Patil et al., 2011].

Mikroalglerden geleneksel yontemle lipit ve biyodizel iiretimi ¢alismalarinda
kuru biyokiitle kullaniminin daha yiiksek YAME verimleri elde edilmesini sagladigi
bildirilmekle birlikte, mikroadalga destekli ekstraksiyon ya da transesterifikasyonda
1slak biyokiitle kullanimi ile de yliksek verimler elde edilebildigi bildirilmektedir
[Cheng et al., 2013], [Cheng et al., 2014], [Wahidin et al., 2014], [Cui and Liang,
2014], [Park et al., 2015]. Ayrica bu sayede biyokiitle kurutma adimmi elimine
edilerek, biyokiitlenin kurutulmasi i¢in gereken enerji tiiketimi de biiyiikk oranda
azaltilmis olmaktadir. Geleneksel ekstraksiyon-transesterifikasyon (iki asamali),
mikroadalga destekli ekstraksiyon-transesterifikasyon ve mikrodalga destekli direkt
transesterifikasyon yontemlerinin karsilastirildigi bir calismada, %80 su igerigine
sahip 1slak Chlorella pyrenoidosa mikroalg biyokiitlesinin biyodizel tiretim verimi
incelenmistir. Islak biyokiitle kullanilarak gergeklestirilen farkli transesterifikasyon
uygulamalar1 arasinda, en yiiksek biyodizel veriminin mikrodalga destekli direkt

transesterifikasyon ile elde edildigi rapor edilmistir [Cheng et al., 2013].
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3.MATERYAL VE METOT

3.1. Atiksuda Karnsik Kiiltiir Uretimi Cahismalar

Calisma kapsaminda atiksuda karisik mikroalgal biyokiitle iiretimi amaciyla
kullanilan ikincil aritim desarj suyu, Omerli Evsel Atiksu Artima Tesisi’nden temin
edilmistir. Istanbul Su ve Kanalizasyon Isletmesi (ISKI) tarafindan isletilen biyolojik
aritma tesisi, 500 m%giin artim kapasitesine sahip olup, ardisik-kesikli olarak
calistirilmaktadir. Aritma tesisinin ¢ikis suyundaki azot, fosfor ve iz elementler
mikroalglerin biiyiimesi i¢in gereken inorganik besin kaynaklarini olusturmaktadir.

Mikroalg iiretimi i¢in kullanilacak ikincil aritim desarj suyu, aritma tesisinden
calismanin  gergeklestirildigi Gebze Teknik Universitesi Cevre Miihendisligi
Béliimii’ne vidanjor ile tasginmis ve 5 m® kapasiteli tankta giines gdrmeyecek sekilde
iistli kapatilarak muhafaza edilmistir. Atiksuya herhangi bir makro ya da mikro
niitrient ilavesi yapilmamis ve atiksuyun seyreltme, otoklavlama, ultraviyole ya da
filtrasyon gibi 6n aritim islemlerinden gegirilmeden direkt olarak kullaniimasi
hedeflenmistir. Evsel atiksu tesisi ikicil aritim desarj suyuna ait su kalitesi

parametresi degerleri Tablo 3.1’de verilmistir.
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Tablo 3.1: Calismada kullanilan ikincil aritim desarj suyunun karakterizasyonu.

Parametre ikinci Aritim Desarj
Suyu

pH 7,42

Coziinmiis Oksijen (CO) (mg/L) 8,39

Alkalinite (mg/L CaCOs) 110+3,0

Kimyasal Oksijen Ihtiyac1 (KOI) (mg/L) 34,1+4,7

Biyolojik Oksijen ihtiyac1 (BOls) (mg/L) | 6,0+2,5

Amonyak Azotu (NHs-N) (mg/L) 0,24+0,03
Nitrat Azotu (NO3™- N) (mg/L) 15+2,3
Fosfat Fosforu (PO4) - P) (mg/L) 1,941,4
Toplam Azot (TN) (mg/L) 17+1,2
Toplam Karbon (TC) (mg/L) 50,5+1,0
Inorganik Karbon (IC) (mg/L) 37,8+1,2

Toplam Organik Karbon (TOC) (mg/L) 12,7+0,2

Atiksuda karisik mikroalgal biyokiitle iiretimine yonelik c¢alismanin ilk
asamasinda, ¢esitli dogal su ortamlarindan toplanan mikroalglerin, laboratuvar
sartlarinda atiksu ortamina aklimasyonlarmin saglanmasi hedeflenmistir. Karisik
mikroalg kiiltiiriiniin atiksu ortamina alistirilmasi, 24 + 2'C ortam sicakhiginda kesikli
olarak calistirllan 20 L’lik cam reaktorlerde gerceklestirilmistir. Mikroalglerin
biiyiimesi i¢in gerekli nitrat (NO3), fosfat (PO,®) ve iz elementler atiksudan,
fotosentez i¢in gerekli yapay 151k kaynagi ise floresan lambalar (85 W Philips Master
TL-D-90 Graphica and 18 W Osram Lumiux de Luxe) kullanilarak saglanmistir.
Yapay 1s1ik kaynagmin yogunlugu 150 pmol foton/m%sn siirekli aydinlatma olacak
sekilde, Fotosentetik Olarak Aktif Radyasyon (FAR) 6l¢iim cihazi (Licor L1193 SA)
ile Ol¢iilmiigtiir. Sistemin pH degerini 6,5 — 7,0 arasinda tutmak ve mikroalglerin
biiyiimesi i¢in gereken inorganik karbon kaynagini saglamak amaciyla, reaktorlere
cam difiizorler yardimiyla siirekli olarak saf CO; ilavesi yapilmistir. Difiizorlerden

saglanan CO, akisi, otomatik kontrol sistemi (WTW pH 296) ile ayarlanarak
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sistemin pH degerinin sabit tutulmasi saglanmistir. Mikroalglerin biiylime ortami
olan atiksuya aklimasyonunun gergeklestirildigi cam reaktorlerden birinin fotografi
Sekil 3.1°de goriilmektedir. Belirlenen biiyiitme kosullar1 altinda 6 aylik aklimasyon
sonras1 karisik mikroalg kiiltiiri, icerdigi mikroalg tiirlerinin belirlenmesi amaciyla
151k mikroskobu (ACCU-Scope 3025 Fluorescence Microscope) altinda 100 kat

biiyiitme ile goriintiilenmistir.

Sekil 3.1: Karisik kiiltiiriin atiksuya aklimasyonunun gergeklestirildigi cam reaktor.

Atiksuda alt1 aylik aklimasyon siirecinin ardindan, elde edilen stok mikroalg
cozeltisinden 100 mL alinarak, biyokiitle tiretimi i¢in %100 atiksu igeren 20 L’lik
cam reaktorlere ekim yapilmistir. Laboratuvar sartlarinda biyolojik olarak aritilmig
evsel atiksu ile ortam kosullart (1sik, CO,, sicaklik, azot ve fosfor icerigi) sabit
tutularak kesikli modda galistirilan reaktorlere, giinlikk olarak buharlasma nedeniyle
kaybedilen su miktar1 kadar (500 mL) atiksu ilavesi yapilmistir. Reaktorlerdeki
biyokiitle konsantrasyonunu takip etmek i¢in, giinliik olarak reaktdrlerden numune
alinarak, Standart Metotlar 2540-D béliimiinde belirtilen Askida Kati Madde (AKM)
analizi yapilmistir [APHA, 1995].
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3.2. Biyokiitlenin Konsantre Edilmesi ve Hasatlanmasi

Reaktor igindeki biyokiitlenin konsantre edilmesi ve mikroalglerin besin
kaynagint olusturan atiksu ortaminin Yyenilenmesi amaciyla batik membran
filtrasyonu kullanilmistir. Bu metot, baska bir doktora tezinin konusu olup membran
filtrasyonu g¢aligmalari bu tez ¢alismasinda detaylandirilmamis (membran kirlenmesi
gibi), filtrasyon islemi sadece reaktorlerin konsantre edilmesi amaciyla belirli
araliklarla kullanilmistir.

Batik membran filtrasyonu ¢alismalarinda gézenek boyutu 1,2 um olan hollow
fiber Polietersiilfon (PES) mikrofiltrasyon membranlari kullanilmistir. Batik
membran modiilii reaktorlerin i¢ine yerlestirilmis ve peristaltik pompa yardimiyla {i¢
ginde bir 15 L siiziintli reaktorlerden ¢ekilmistir. Batik membran filtrasyonu
sayesinde mikroalgler tarafindan tiiketilmis besin ortami reaktorlerden
uzaklastirilmis ve belirli araliklarla membran geri yikamasi yapilarak membran
tizerinde biriken biyokiitlenin reaktor igerisinde kalmasi saglanmistir.  Filtrasyon
isleminin ardindan reaktorlerden ¢ekilen siizlintii miktar1 kadar taze atiksu ile
reaktorlere besleme yapilmistir. Bu sayede mikroalglerin besin ortaminin
yenilenmesi de saglanarak, biyokiitle konsantrasyonunun arttiriimasi hedeflenmistir.
Bu yontem ile reaktor igerisindeki biyokiitle konsantrasyonu zamanla yaklasik 3000
mg/L’ye kadar c¢ikartilmistir. Batik membran filtrasyonu kullanilarak yogun

biyokiitlenin elde edildigi reaktdrlerden birinin fotografi Sekil 3.2’de verilmistir.

Sekil 3.2: Batik membran filtrasyonu sonrasi elde edilen yogun kiiltiir.
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Reaktorlerde batitk membran filtrasyonu ile elde edilen yogun mikroalg
stispansiyonu, belirli zamanlarda reaktorden alinmig, 6000 rpm’de 10 dk siire ile
santrifiij edilerek biyokiitlenin hasatlanmasi saglanmistir. Santrifiij edilen mikroalg
camuru cam petrilere koyularak etiivde (Model ON-01E, Jeio Tech, Korea) 65°C’de
24 saat siire ile kurutulmustur. Kurutulan biyokiitleler desikatdrde sabit tartima
gelene kadar bekletilmis ve daha sonra havanda doviilerek toz haline (mesh no: 40)
getirilmistir (Sekil 3.3). Elde edilen kuru mikroalg biyokiitlesi tez ¢alismasi
kapsaminda lipit ekstraksiyonu (lipit ve yag asidi iceriginin belirlenmesi) ve
biyodizel iiretimi (transesterifikasyon) calismalarinda kullamilmak iizere -18'C’de

muhafaza edilmistir.

Sekil 3.3: Mikroalg biyokiitlesi. a) Etiivde kurutulan, b) toz haline getirilen.

3.3. Mikroalglerden Lipitin Ekstraksiyonu Cahsmalari

Tez calismast kapsaminda evsel atiksu tesisi ikincil antim ¢ikis suyu
kullanilarak yetistirilen mikrolaglerdeki lipitin ekstraksiyonunda, kloroform/metanol
(CHCI3/MeOH) kullanimini igeren ve gravimetrik tanimlamaya dayanan Bligh and
Dyer metodundan yararlanilmistir. Bu metot ile %80 siv1 igerigine sahip biyolojik
materyallerden, CHCI3/MeOH/su (1:1:0,5 mL/mL) igeren ektraksiyon ¢ozeltisi
kullanilarak hiicresel pargalama ve lipit ekstraksiyonu saglanmaktadir. Literatiirde
mikroalglerin lipit iceriginin belirlenmesinde laboratuvar 6lgekli cesitli ekstraksiyon

yontemleri kullanilmasina ragmen, lipit ekstraksiyonunu etkileyen degiskenler tam
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olarak belirlenememistir. Bu nedenle bu calismada, tekrarlanabilir bir lipit
ekstraksiyon yonteminin belirlenebilmesi amaciyla, eckstraksiyon denemelerinde
farkli degiskenlerin (biyokiitle miktari, ¢oziicli orani, hiicre parcalama metotlar1 gibi)
etkisi incelenmistir.

Mikroalg  biyokiitlesinden  lipit  ekstraksiyonunun  gerceklestirildigi
denemelerde, Bligh and Dyer metodu farkli biyokiitle miktarlari (100 mg, 50 mg ve
25 mg), farkli biyokiitle nem igerikleri (1slak ya da kuru), farkli ¢oziicii miktarlar
(12,5 mL ve 25 mL) ve farkli hiicre parcalama metotlar1 (mikrodalga ve ultrases) igin
uygulanmistir.  Bu sayede biyokiitledeki lipitin  ektsrakte edilmesinde
tekrarlanabilirligi yiiksek bir ekstraksiyon yonteminin olusturulmasi hedeflenmistir.
Lipit analizi ¢alismalar i¢in ilk safhada atiksu ortaminda gogaltilan ve ikinci safhada
sentetik kiiltiir ortaminda (BG 11 besi ortami) yetistirilen [Kerig-Sen et al., 2014]
karigik mikroalg biyokiitlesi kullanilmigtir.

Kurutulan mikroalg biyokiitlesi iizerinde lipit ekstraksiyonu icin yapilan

denemelerde uygulanan yontemler asagidaki sekilde 6zetlenmistir:

e Biyokiitle tizerine ¢6ziicii orant CHCl3/MeOH/su (1:1:0,5, mL/mL) olacak
sekilde ekstraksiyon ¢ozeltisi bir kag adimda eklenmis ve biyokiitle — ¢dziicii
karisim1 1 dakika siireyle vortex ile karistirilmistir. Estraksiyon ¢alismalarinin bir
kisminda kuru, bir kisminda ise 1slak biyokiitleler kullanilmistir.

e Islak biyokiitle (%80 nem igerigine sahip) ile yapilan deneylerde ayrica,
ekstraksiyon c¢ozeltisi ilavesinden Once, biyokiitleye hiicresel parcalanmay1
arttirmak amaciyla mikrodalga ve ultrases yontemleri uygulanmistir. Ultrases
yonteminde 1slak biyokiitle ultrasese maruz birakildiktan sonra ¢oziicii ilaveleri
yapilmistir. Mikrodalga yonteminde ise 1slak biyokiitle mikrodalga uygulamasina
maruz birakilip, etiivde kurutuldan sonra ¢oziicii ilaveleri yapilmistir.

e Deneysel calismalarda numumelerin bazilarina ¢oziicii ilavelerinden sonra
75°C’de su banyosunda 5 dk siireyle 1sitma islemi uygulanmis, bazilarina ise
uygulanmamustir.

e Lipit ekstraksiyonu sonrasi faz ayiriminin saglanmasi igin biyokiitle — ¢oziicii
karisim1 6000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.

e Santriflij ardindan alttaki faz (lipit + kloroform karisimi) cam pastor pipeti ile

dikkatlice ¢ekilerek, dnceden darasi alinmis numune sisesine aktarilmistir.
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e Coziiciisii ugurulan numunenin son tartimi alindiktan sonra, ilk ve son tartim

arasindaki fark, kuru agirlik bazinda % lipit igerigi olarak hesaplanmaistir.

Bu prosediire gore mikroalg biyokiitlesinden lipitin ekstraksiyonu i¢in yapilan
denemeler Tablo 3.2’de Ozetlenmistir. Deneyler sonrasinda elde edilen sonuglar

Boliim 4.2.1.1. de verilmistir.

Tablo 3.2: Mikroalg biyokiitlesinden lipit ekstraksiyonu ¢aligmalari.

Deney | Biyokiitle | Hiicresel par¢calama | CHCIl3/MeOH/su Isitma
no (mg) Y ontemi (mL) (su banyosu ile)
1 100 (kuru) - 12,5 -
2 100 (kuru) - 25 -
3 100 (kuru) - 25 75°C’de 5 dk.
4 50 (kuru) - 25 75°C’de 5 dk.
5 25 (kuru) - 25 75°C’de 5 dk.
6 25 (1slak) - 25 75°C’de 5 dk.
Mikrodalga
7] 500stak) g h0ecde 600 W 25 ;
giicte 5 dk.
Mikrodalga
8 | B0(slak) | 000csde 600 W 2 75°C"de 5 dk.
giicte 5 dk.
Ultrases
9 25 (1slak) 10 kHz’de 25 75°C’de 5 dk.
5, 7,5 ve 10 dk.

3.4. Transesterifikasyon Uygulamalari

Biyodizel iiretimi amaciyla transesterifikasyon yontemlerinden ekstraksiyon-
transesterifikasyon (iki asamali), direkt (in-situ) transterifikasyon (tek asamali) ve
mikrodalga destekli direkt transesterifikasyon uygulamalari Kkullanilarak karisik
mikroalg biyokiitlesinin biyodizele doniisiim potansiyeli ve YAME igeriginin
belirlenmesi hedeflenmistir. Deneysel ¢aligmalarin tamami asit katalizor (H,SO,) ve

metanol varhi@inda kuru mikroalg biyokiitlesi kullanilarak gerceklestirilmistir.
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Transesterifikasyon uygulamalar1 sonrasi elde edilen YAME o6rneklerinin GC’de
analizi i¢in, numuneler n-heptanda (GC-grade, Merck) ¢6ziilmiis ve BD-WAX kolon
kullanilarak Bolim 3.5.5.2’de belirtilen analiz sartlarinda YAME analizleri

yapilmuistir.

3.4.1. Ekstraksiyon—Transesterifikasyon Deneyleri

Ekstraksiyon-transesterifikasyon uygulamalarinda, biyokiitleden Bligh and
Dyer (1956) metodu modifiye edildikten sonra lipitlerin ekstrakte edilmesi ve
ardindan lipitlerin metanol ve siilfiirik asit (H,SO4) varliginda biyodizel {iriiniine
(vyag asidi metil esterlerine) doniistiiriilmesi hedeflenmistir. Bu amagla literatiirde
kullanilan iki metottan faydalanilarak, mikroalgal lipitler gelencksel 1sitma (su
banyosu) yontemi ile transesterifikasyona tabi tutulmustur. Deneysel ¢alismalarda
BG-11 besin ortaminda [Keris-Sen et al., 2014] ve atiksu ortaminda yetistirilen

karisik mikroalg biyokiitleleri kurutularak kullanilmustir.

e Deney no:1

Mikroalgal lipitin transesterifikasyonu Johnson ve Wen (2009) tarafindan
uygulanan metot modifiye edilerek gergeklestirilmistir. Mikroalgal lipit tizerine
sirayla 12 mL metanol, 3 mL derisik H,SO,4 (metanol i¢indeki hacimsel oran1 %20,
mL/mL) ve 20 mL kloroform eklenmistir. Reaksiyon ¢ozeltilerinin ilavesinden sonra,
karistm 90°C’deki su banyosunda karistirilarak (500 rpm) 75 dakika boyunca

1sitilmastir.

e Deney no:2

Abou-Shanab ve arkadaslar1 (2011)’in uyguladigi metot modifiye edilerek
transesterifikasyon yiiriitilmiistiir. Mikroalgal lipite 12 mL MeOH:CHCI; (2:1,
mL/mL) karisimi, 6mL CHCI3, 6 mL MeOH ve 1,8 mL H,SO, (metanol igindeki
hacimsel oran1 %11, mL/mL) eklenmistir. Karisim 5 dakika vortekslenmis ve sonra
90°C’deki su banyosunda karistirilarak (500 rpm) 75 dakika siireyle 1sitilmigtir.

Transesterifikasyon reaksiyonu sonrasi reaksiyon karisimlari oda sicakliginda
sogumaya birakilmig ve numunelere 10 mL safsu eklenip 1 dakika boyunca vorteks

ile kanstirilmistir. Faz aymrimi igin karnigimlar 6000 rpm’de 10 dakika santrifiij
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edilmis ve YAME igeren solvent tabakasi (alt faz), tartimi1 6nceden alinmis viale 0,22
um’lik siringa filtreden siiziilerek toplanmistir. Solvent ugurulduktan sonra biyodizel
orneklerinin kiitlesi gravimetrik olarak Olgiilmiistiir. Deneysel c¢alismalardan elde

edilen sonuglar Boliim 4.3.1°de 6zetlenmistir.

3.4.2. Direkt (in-situ) Transesterifikasyon Deneyleri

Transesterifikasyon ¢aligmalarinin ikinci asamasinda literatiirde son yillarda
mikroalgler tlizerinde siklikla kullanildig1 goriilen direkt (in-Situ) transesterifikasyon
yontemi yoluyla biyodizel iiretimi degerlendirilmistir. Calisma kapsaminda in-situ
transesterifikasyon prosesi, reaksiyon solventi olarak metanol ve katalizor olarak da
stlfuirik asit (H,SO,4) kullanilarak, geleneksel isitma (su banyosu) yontemi ile evsel
atiksuda iiretilen kuru mikroalg biyokiitlesine uygulanmistir. Es zamanli ekstraktif-
transesterifikasyon prosesi olarak tanimlanan bu yontemde, hiicre igindeki lipitin
ekstraksiyonunu arttirmak ic¢in kloroform ve hekzan co-solvent olarak reaksiyon
karisiminda kullanilmistir. Ayni reaksiyon sartlarinda farkli co-solventlerin YAME
verimi iizerine etkisi reaksiyon siiresinin fonksiyonu da goz Oniline alinarak
degerlendirilmistir.

Deneylerde 100 mg kuru biyokiitle 6rnekleri kullanilmistir. 100 mg’lik kuru
biyokiitlelere 5 mL metanol (50:1, mL/g), 50 uL derisik H,SO,4 (metanol igindeki
orant %1, mL/mL) ve 4 ml co-solvent (kloroform ya da hekzan) ilave edilmis ve
karisim 5 dakika vortekslenmistir. Reaksiyon karisimi 65 °C’lik su banyosunda 500
rpm’de karistirilarak 1sitilmigtir. Deneyler her iki co-solvent (kloroform ve hekzan)
icin ve farkli reaksiyon siireleri (2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 saat) kullanilarak ti¢ tekrarl
olacak sekilde gergeklestirilmistir. Reaksiyon sonrasi karisim oda sicakliginda
sogumaya birakilmistir. Karisgima daha sonra faz ayiriminin saglanmast igin 10 mL
saf su ilave edilerek 1 dakika vortekslenmis ve 6000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilmigtir. Santriflij sonras1 yag asidi metil esterlerini (YAME) iceren solvent
tabakasi (alt faz), 0,22 um’lik siringa filtreden siiziilerek tartimi 6nceden alinmis bir
viale toplanmistir. Solvent 40°C’de su banyosunda ugurulduktan ve numune sabit
tartima geldikten sonra, vialin ilk ve son tartimi arasindaki fark alinarak mikroalgal
biyodizel {rtiniiniin (YAME) kiitlesi gravimetrik olarak Ol¢iilmiistiir. Deneysel

calismalardan elde edilen sonuglar Boliim 4.3.2 de 6zetlenmistir.
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3.4.3. Mikrodalga Destekli Direkt (in-situ) Transesterifikasyon
Deneyleri

Tez caligmasinin {i¢lincli asamasinda mikroalgal biyokiitleden yiiksek verimde
biyodizel iiretimi i¢in avantajli bir metot olan mikrodalga destekli direkt (in-situ)
transesterifikasyon metodu kullanilmistir. Burada amag¢ transesterifikasyon
reaksiyonu sirasinda hiicre parcalanmasini arttirmak ve hiicredeki lipitin reaksiyon
karigtmina gecisini kolaylastirmaktir. Boylece transesterifikasyon reaksiyonu kolay
ve hizli bir sekilde gergeklesmekte ve kisa siirede daha yiiksek YAME verimleri elde
edilebilmektedir. Mikroalglerden kisa reaksiyon siirelerinde yiiksek biyodizel
verimleri elde etmek i¢in yiiriitilen deneyler co-solvent olarak sadece kloroform
kullanilarak yiiriitilmiistiir. Bir 6nceki boliimde ayni reaksiyon sartlari altinda diisiik
YAME doniisimii  saglamast nedeniyle n-hekzanin etkisi bu bdliimde
degerlendirilmemistir.

Mikrodalga (MD) destekli in-situ transesterifikasyon deneyleri metanol,
kloroform ve asit katalizor (H,SO,) kullanilarak ve 400 Watt sabit MD giiciinde
gerceklestirilmistir. Deneylerde fiber optik sicaklik ve basing sensorii bulunan ve
isletme frekansi1 2450 MHz olan mikrodalga (ETHOS 1600 Advanced Microwave
Labstation, Milestone) sistemi kullanmilmistir. Sekil 3.4°te deneysel ¢alismada
kullanilan mikrodalga firin1 ve deney diizenegini gosteren fotograf verilmistir. 200
mg sabit kuru biyokiitle miktart1 kullanilan deneylerde, farkli reaksiyon
parametrelerinin (farkli metanol, asit katalizor ve kloroform hacimleri, farkli

reaksiyon sicakliklar1 ve siireleri) YAME verimi tizerindeki etkisi incelenmistir.

61



; ETHOS 1600

- Advensed Miciowave Labstaticn

Sicaklik

Teflon
mikrodalga
reaktorleri

Sekil 3.4: Mikrodalga destekli in-situ transesterifikasyon deneylerinde kullanilan
mikrodalga firin1 ve deney diizenegi.

200 mg kuru mikroalg biyokiitleleri 60 mL’lik teflon mikrodalga reaktorleri
icine koyulmus ve tizerlerine metanol, co-solvent (kloroform), asit katalizor karigimi
ilave edilmistir. Reaktorler sizdirmazhigr saglayacak sekilde kapatilarak Sekil 3.4’te
goriildiigii tizere mikrodalga firinina yerlestirilmistir. Reaksiyon i¢in istenen sicaklik
degeri mikrodalga programina girildikten sonra ayarlanan reaksiyon sicakligina
cikarilana kadar (yaklasik 1-2 dakika) numuneler 400 W mikrodalga giiciinde
isittlmigtir. - Sicaklik  sabitlendikten sonra ayni mikrodalga giiciinde numuneler
belirlenen reaksiyon siiresinde MD 1sinlamasina tabi tutulmustur. Reaksiyon
tamamlandiktan sonra reaksiyon karisimlart oda sicakliginda sogumaya birakilmas,
soguduktan sonra teflon reaktorler acilmis ve karisimlar santrifiij tiiplerine
aktarilmigtir. Karigimlara faz ayirimin saglanmasi i¢in 10 mL safsu ilave edilerek 1
dakika vortekslenmis ve 6000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijiin
ardindan YAME iceren kloroform fazi (alt faz) toplanarak 0,22 pum’lik siringa
filtreden siiziiliip tartim1 6nceden alinmig bir viale aktarilmistir. Kloroform 40°C’lik
su banyosunda ugurulduktan ve numune desikatdrde sabit tartima geldikten sonra,
vialin ilk ve son tartimi arasindaki fark alinarak mikroalgal biyodizel {iriiniiniin

(YAME) kiitlesi gravimetrik olarak 6l¢iilmiistiir.
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MD destekli in-situ transesterifikasyon deneylerinde 200 mg sabit kuru
mikroalg biyokiitlesi i¢in sabit 10 dakika siire ve 60°C sicaklikta 2, 3, 4, 5 mL
metanol miktarlari, 10, 20, 30, 40 uL H,SO4 miktarlar, 2, 3, 4, 5 mL kloroform
miktarlar1 kullanilmistir. Ayrica deneylerde 10, 15, 20, 25 dakika reaksiyon siireleri
ve 60, 80, 100, 120°C reaksiyon sicakliklar1 da biyodizel {iretimi i¢in en iyi sartlarin
belirlenmesi i¢in uygulanmistir. Tiim deneyler tekrarlanabilirligi saglamak amaciyla
en az ii¢ yada dort tekrarli olacak sekilde yiiriitiilmiistiir. Deneysel ¢calismalardan elde

edilen sonuglar ise Boliim 4.3.3’te verilmistir.

3.5. Biyokiitle Analizleri

3.5.1. Protein Analizi

Mikroalg biyokiitlesinin protein iceriginin belirlenmesinde hiicrelerin sodyum
hidroksit ile pargalanmasina dayanan Lowry metodu [Lowry et al., 1951]
kullanilmigtir. Oncelikle analiz igin gerekli A reaktifi (0,1 N NaOH’da %2’lik
Na,COj3 ¢ozeltisi), B reaktifi (%0,5’1ik bakir siilfat ¢ozeltisi), C reaktifi (%1°lik NaK
tartarat ¢ozeltisi) hazirlanmis ve bu li¢ ¢ozelti (A:B:C) 100:1:1oraninda karigitirilarak
birlestirilmis reaktif olusturulmustur. I mL mikroalg soliisyonu cam tiiplere alinmis
ve lzerlerine 0,7 mL birlestirilmis reaktif eklenerek karanlik ortamda oda
sicakliginda 10 dakika bekletilmistir. Bu sirada 5 mL Folin ciocalteus—fenol
aywracina 6 mL saf su eklenmis ve iyice karistirilmistir. Daha sonra numunelere 0,1
mL hazirlanan folin ayiracindan eklenip iyice karistirilmig ve numuneler 30 dakika
daha karanlik ortamda oda sicakliginda bekletilmistir. Bu siirenin sonunda cam
kiivetlere alinan numunelere spektrofotometrede (Thermo Scientific, Genesys 10S
UV-VIS) 660 nm dalga boyunda okuma yapilmistir. Numuneler safsu ile yukaridaki
yonteme gore hazirlanan sahit numuneye karsi okutulmustur. Protein analizinde

kalibrasyon standardi olarak bovine serum albumin (BSA) kullanilmistir.
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3.5.2. Karbonhidrat Analizi

Mikroalg biyokiitlesinin karbonhidrat iceriginin belirlenmesinde hiicrelerin
stlfurik asit ile par¢alanmasina dayanan Dubois metodu [Dubois et al., 1956]
kullanilmistir. Mikroalg soliisyonundan 1 mL alinarak cam tiiplere koyulmus,
tizerine 25 pL %80’lik fenol ¢ozeltisi ve 2,5 mL derisik siilfiirik asit eklenmistir.
Cam tiiplerin kapag kapatilip iyice ¢alkalandiktan sonra, numuneler sogumalari igin
20-30 dakika siire ile su banyosunda bekletilmistir. Sahit numune de saf su
kullanilarak ayni sekilde hazirlanmistir. Bu siirenin sonunda cam kiivetlere alinan
numuneler spektrofotometrede 490 nm dalga boyunda sahit numuneye karsi
okunmustur. Karbonhidrat analizinde kalibrasyon standardi olarak glikoz

kullanilmistir.

3.5.3. Klorofil-a Analizi

Mikroalg biyokiitlesinin  klorofil-a  igeriginin  belirlenmesi i¢in de
spektrofotomerik yontem kullanilmistir [Becker, 1994]. Mikroalg soliisyonundan 10
mL alinarak cam tiipe koyulmus ve 3000 rpm’de 1 dakika siire ile santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonras1 elde edilen mikroalg pelletine 3 mL %90’lik metanol
cozeltisi ilave edilip 5 dakika siireyle sicak su banyosunda bekletilmistir. Daha sonra
bu karisima 2 mL daha metanol ¢6zeltisi ilave edilip ¢alkalanmis ve 3000 rpm’de 1
dakika tekrar santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi istteki berrak kisim alinarak,
spektrofotometrede 665 nm ve 650 nm dalga boylarinda okuma yapilmistir. Elde
edilen degerler asagidaki esitlikte yerine koyularak mikroalg biyokiitlesinin klorofil-

a icerigi mg/L cinsinden hesaplanmistir [Becker, 1994].

Cchl—a = 16,5 X 0D665 - 8,3 X 0D660 (31)

o Klorofil-a konsantrasyonu (mg/L)

chl—a :

e ODges . Optik yogunluk (665 nm)

e 0Dy - Optik yogunluk (660 nm)
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3.5.4. Isil Degeri ve Kiil icerigi Analizi

Karigik mikroalg biyokiitlesinin kiitlesel 1s1l degeri (kalorifik deger) ASTM D
2015 Standart Metoduna gore bomb kalorimetre (IKA C 200) cihazi kullanilarak
analiz edilmis ve MJ/Kg cinsinden ifade edilmistir. Ayrica bomb kalorimetrede

yakma sonrasi biyokiitle kiil igerigi de agirlik cinsinden % olarak hesaplanmigtir.
3.5.5. Notral Lipit ve Ester icerigi Analizleri

3.5.5.1. GC ile Nétral Lipit Analizi

Mikroalgal biyokiitlenin ndtral lipit miktarinin (toplam gliserit igeriginin)
belirlenmesi amaciyla GC kullanilarak lipit analizi ¢alismalar1 yiirtitilmistiir.

Lipit simifi bakimindan trigliseritler polar lipitlerden daha diisiik doymamislik
derecesine sahiptirler ve biyodizele doniisiim i¢in daha uygundurlar. Yapilan literatiir
arastirmasi sonucu toplam lipit (ndtral ve polar lipitler) 6rneklerinin TG igeriklerinin
belirlenmesinde, gliseritlerin esterlestirilip metil esterlerine doniistiiriildiikten sonra
yag asidi metil esteri (YAME) olarak analiz edildigi goriilmektedir. GC analizi genel
olarak, lipit orneklerinin bir takim tiirevlendirme islemlerinin ardindan (sirasiyla
esterlestirme reaksiyonu ve ardindan yapilan silanlama islemi sonrasinda) numunede
reaksiyon sonrasi eser miktarda kalan mono-, di- ve trigliseritlerin belirlenmesinde
kullanilan bir metot olarak tanimlanmaktadir [Azcan ve Yilmaz, 2013]. Ayrica analiz
Oncesi silanlama (trimethylsilylation) ile tiirevlendirilmeleri gereken ugucu olmayan
acilgliserollerin (mono- di- trigliseritler) direkt analizi igin elverigli bir metot
olmadig belirtilmektedir [Holcapek et al., 1999], [Knothe, 2001]. Bununla birlikte
literatiirde yer alan bir ¢alismada gliserit analizi i¢in mikroalgal lipitlerin silanlama
(20 uL N-Methyl-N-trimethylsilyl-trifluoroacetamide (MSTFA) ilavesi ve ardindan
70°C’de 10 dakika 1sitma islemi uygulamasi) islemi ardindan GC’de analiz edildigi
goriilmektedir [Igbal and Theegala, 2013]. Bu tez c¢alismasinda da ham lipit
orneklerinin GC’de analiz edilmesi amaciyla silanlama i¢in gereken MSTFA miktar1
ve silanlama siiresi arttirllmistir. Bu sayede numunenin optimum hassasiyeti i¢in
gerekli termal ve katalitik stabilitesi ve uguculugu arttirilarak [Azcan ve Yilmaz,

2013] GC’de kolaylikla analiz edilmesi saglanmistir.
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GC ile noétral lipit analizi i¢in Oncelikle mikroalgal biyokiitleden modifiye
Bligh and Dyer metodu ile lipit ekstrakte edilmistir. Sonrasinda mikroalgal lipitin
notral lipit (mono-di-trigliseritler) icerigi EN14105 standart metodu [EN14105,
2003] modifiye edilerek GC’de analiz edilmistir. Notral lipit analizi ¢aligmalari evsel
atiksu ortaminda ve BG-11 besin ortaminda yetistirilen ve durgun (stationary)
biliylime fazindaki karisik mikroalg kiiltiirleri icin gergeklestirilmistir.

Kromatografik analiz i¢in Agilent 6890N marka FID detektorlii gaz
kromatografisi, uzunlugu 30 m, i¢ ¢ap1 0,53 mm ve film kalinlig1 0,1 pm olan DB—
5HT kapiler kolon (J.V. Scientific) ve FID detektorii i¢in hidrojen jeneratorii
(Shimadzu OPGU-2200S) kullanilmustir. Firin i¢in segilen baslangic sicakligi 50°C
(1 dakika) ve sonrasinda 15°C/dk’da 180°C’ye, 7 °C/dk’da 230°C’ye ve 10°C/dk’da
370 °C’ye artacak sekilde programlanmis, bu sicaklikta 10 dakika tutulmustur.
Maksimum firin sicakligt 400°C olarak belirlenmistir. Toplam analiz siiresi 40
dk’dir. FID detektoriin sicakligr 380 °C, detektdr gaz1 350 mL/dk hava ve 35mL/dk
ile H, gazidir. Inlet modu splitless ve sicakligi ise 350°C’dir. Kolon akis1 2,6 mL/dk
(80 kPa’lik sabit basing modunda), kolon i¢in tasiyici gaz helyum ve siipiirme (make
up) gazi ise azottur.

GC analizi i¢in kullanilan analitik standartlardan Internal Standard#1 (ASTM
D6584 1, 2, 4 —Butanetriol Solution, 1 mg/mL), Internal Standard#2 (ASTM D6584
Tricaprin Solution, 8 mg/mL) ve lipit standard1 olarak triolein (5 mg/mL), monoolein
(10 mg/mL) ve 1, 3—diolein (5 mg/mL) Sigma Aldrich’den, silanlama igin kullanilan
tirevlendirme reaktifi N—Methyl-N—trimethylsilyl-trifluoroacetamide (MSTFA) ve
n—heptan (GC grade) Merck’ten temin edilmistir.

Mikroalgal biyokiitleden ekstrakte edilen lipitin GC’de analizi i¢in Oncelikle
mono—, di— ve triolein standartlari, Internal Standard#1 (1S-1), Internal Standard#2
(1S-2) ve MSTFA kullanilarak gliserit kalibrasyonu olusturulmustur. Kalibrasyon
i¢in kullanilan standartlarin miktarlar1 ve GC analizi sonrasi olusturulan kalibrasyon
grafigi (trioleine ait olan) Ekler Boliimiindeki EK B’de gosterilmektedir.

Mikroalgal lipit 6rneklerinin analizi i¢in; 4 mg lipit 6rnegine 40 uL 1S-1, 50 uL
IS-2 ilave edilmistir. Silanlama reaktifi olarak standart metotta 40 pL olarak
onerilmis olan MSTFA miktar1 100 pL’ye arttirilarak numuneye ilave edilmistir.
MSTFA ilavesinden sonra hazirlanan karissm 2 dakika vorteksle karistirilmis ve
numunelerin silanlanmasi i¢in 30 dakika (EN14105 standart metodunda segilen

silanlama siiresi 20 dakika) beklenmistir. Silanlama islemi numune ig¢indeki
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gliseritlerin buharlagsma sicakligini diisiirerek ucuculugunun arttiritlmasi ve GC’de
kolaylikla okunabilmesi i¢in yapilmasi gereken bir 6n islemdir. Silanlama isleminin
ardindan hazirlanan lipit numunerine 1 mL heptan eklenerek GC’de analiz edilmistir.
Ayrica metodun dogrulugunu kontrol etmek i¢in soya yagi standardi (Sigma—USA)
da GC’de analiz edilmistir.

3.5.5.2. GC ile Yag Asidi Metil Esteri Analizi

Ekstraksiyon-transesterifikasyon, direkt (in-situ) transesterifikasyon ve
mikroadalga destekli transesterifikasyon metotlar1 kullanilarak esterlestirilen
mikroalgal biyokiitlelerinin yag asidi metil esterleri (YAME) igerigi ve biyodizel
veriminin  belirlenmesi  amaciyla GC’de  analizleri  gerceklestirilmistir.
Transesterifikasyon uygulamalar1 sonrast elde edilen YAME oOrneklerinin
kromatografik analizi igin numuneler n-heptanda (GC-grade, Merck) ¢oziilmiis ve
BD-WAX kolon (polyethylene glycol, J.V. Scientific) kullanilarak asagida belirtilen
analiz sartlarinda Y AME analizleri yapilmistir.

e Transesterifikasyon Sonrast GC Analizi Igin Kullanilan Metot

Kromatografik analiz i¢in Agilent 6890 N marka FID detektorlii gaz
kromatografisi, uzunlugu 30 m, i¢ ¢ap1 0,53 mm ve film kalinlig1 0,5 pm olan DB—
WAX kolon (polyethylene glycol, J.&V. Scientific) ve FID detektorii i¢in hidrojen
jeneratorii (Shimadzu OPGU-2200S) kullanilmistir. Firin i¢in segilen baslangic
sicakligi 100 °C (2 dakika) ve sonrasinda 30°C/dk’da 210°C’ye artacak sekilde
programlanmis, bu sicaklikta 15 dakika tutulmustur. Maksimum firin sicakligi
sicaklik 240°C olarak belirlenmistir. Toplam analiz siiresi 21 dk’dir. FID detektoriin
sicaklig1 250°C, detektdr gaz1 350 mL/dk hava ve 35 mL/dk ile hidrojen gazidir. Inlet
modu splitless ve sicakligi ise 250°C’dir. Kolon akis1 ise 2 mL/dk (constant flow),
tastyici gaz helyum ve siipiirme (make up) gazi ise azottur.

Oncelikle karigim YAME standard: (Sigma—GC grade) n-heptanda (Merck—
GC grade) coziilerek, stok YAME c¢ozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra bu stok
cOzeltiden seri seyreltmeler yapilarak kalibrasyon standartlart hazirlanmistir.
Standartlar diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru GC’de okunup

her bir yag asidi metil esteri i¢in kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Bunlardan
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oleik asit metil esterine ait olan kalibrasyon grafigi Ekler boliimiindeki EK B’de
verilmistir. Kalibrasyonun ardindan esterlestirilen mikroalg lipitlerine ait numuneler
n-heptanda ¢ozilmiis ve GC’de analiz edilerek bireysel yag asidi metil ester
kompozisyonu ve miktarlar: belirlenmistir. Karisik mikroalg biyokiitlesinin biyodizel

verimi ve YAME igerigi ile ilgili sonuglar Boliim 4.3’te verilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Kansik Mikroalg Biyokiitlesi Uretimi

Tez calismasi kapsaminda mikroalglerin biiylime ortami olarak kullanilan
Omerli Evsel Atiksu Aritma Tesisi’ne ait desarj suyu kalitesi parametreleri, deneyler
Oncesi ve deneyler sirasinda sistemin stabilitesini takip etmek amaciyla belirli
araliklarla analiz edilmistir. Evsel atiksu ortaminda sabit biiylime kosullari (1g1k
yogunlugu, sicaklik, pH) altinda, 20 L’lik cam reaktorlerde tiretilen karigik mikroalg
kiiltiirii konsantrasyonunun yaklasik 500 mg/L kadar ¢ikartilabildigi gériilmistiir.

Evsel atiksuda {iretilen karigik mikoalg kiiltiiriiniin igerdigi tiirleri belirlemek
amaciyla yapilan floresan mikroskobu goriintiilemesi sonucunda, karigik kiiltiiriin
temel olarak Scenedesmus rubescens, S. quadricauda, S. subspicatus, Selanastrum
capricornutum, Glaucocystis nostochinearum, Oocystis apiculata, O. lacustris, O.
borgei ve Coleastrum astroideum tiirlerini igerdigi, bununla birlikte baskin tiiriin
Scenedesmus sp. oldugu belirlenmistir. Floresan mikroskobunda 100 kat biiyiitme
kullanilarak yapilan mikroskop goriintiilemesine ait fotograf Sekil 4.1°de

goriilmektedir.

Sekil 4.1: Atiksuda karigik kiiltiirii olusturan tiirlerin mikroskop goriintiisii (x100
biiyiitme).

69



4.2. Mikroalg Biyokiitlesinin Hiicresel Bilesenleri

4.2.1. Lipit icerigi

Mikroalg biyokiitlesinin toplam (ndtral ve polar lipitler) lipit iceriginin
belirlenmesi amaciyla yiiriitiilen ¢alismalarda, literatiirde siklikla kullanildigi goriilen
ve gravimetrik tanimlamaya dayanan Bligh and Dyer metodu degisik
modifikasyonlarda BG-11 besin ortaminda yetistirilen karisik mikroalg biyokiitlesine
uygulanmis ve gilivenilir bir ekstraksiyon metodunun olusturulmasina g¢alisilmistir.
Ayrica ektrakte edilen lipit numunelerinin biyodizele doniisim agisindan 6nemli
kismint olusturan nétral lipitlerin (toplam gliseritler) igerigini belirlemek amaciyla
GC analizi yontemi kullanmilmistir. Yiritilen g¢alismalardan elde edilen sonuglar

asagida 6zetlenmistir.
4.2.1.1. Toplam Lipit icerigi

Mikroalglerden lipit ekstraksiyonunda kloroform/metanol/su karisimini igeren
Bligh and Dyer metodu kullanmilmigs ve biyokiitleden etkili bir ekstraksiyon
saglanmasi i¢in yapilan deneylerden elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir.

100 mg kuru biyokiitle igin 12,5 mL ve 25 mL ¢oziicii (CHCIs/MeOH/su
karigimi1) miktarlar1 kullanilarak gergeklestirilen ekstraksiyonlarda (deney no:1-2),
iki ¢Oziici miktar1 i¢in de lipit igerigi kuru biyokiitle agirligi bazinda %15 olarak
Ol¢iilmiistiir. Ayrica ozellikle 12,5 mL ¢oziicii kullanildiginda, bir kisim biyokiitlenin
¢oOzeltinin dibine ¢oktiigli goriilmiistiir. Kloroform+lipit fazi ve metanol+su fazi
arasinda olmasi beklenen hiicrelerin dibe ¢okmesi hiicresel pargalanmanin tam olarak
saglanamadigin1 gostermistir. Sekil 4.2°de ekstraksiyon ¢o6zeltisinin hiicre igine
gecisinin saglanamamasi nedeniyle dibe ¢okelmis durumdaki hiicrelerin fotografi

goriilmektedir.
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Hiicre kalmtisi

Sekil 4.2: Ekstraksiyon sonrasi kloroform fazinda ¢oken hiicreler.

Ekstraksiyon cozeltisinin hiicre igine gegerek lipiti ekstrakte edebilmesi icin
¢oziicii ilavesinin ardindan 5 dakika siireyle 75°C’lik su banyosunda isitma isleminin
uygulandig1 deneyler yiiriitiilmiistiir. Biyokiitle miktarinin 100 mg, 50 mg ve 25 mg
se¢ildigi ve ¢ozlicii miktarinin da 25 mL kullanildigi deneylerde (deney no:3-4-5),
1sitma sonrasi gergeklestirilen ekstraksiyonda, lipit igerikleri 100 mg, 50 mg ve 25
mg kuru biyokiitleler i¢in sirasiyla %24, %28 ve %26 olarak 6l¢iilmiistiir. Sonug
olarak hem ¢oOziici miktarinin arttirilmasi, hem de 1sitma uygulamasinin
gergeklestirilmesi ile lipit ektraksiyonu veriminin artmasi saglanmigtir. Sekil 4.3’te
Bligh and Dyer metodu ile 25 mg biyokiitleye 25 mL ¢6ziicii ilavesi ve ¢oziicl
eklemeleri sonrasi isitmanin yapilmasinin ardindan elde edilen numunedeki faz
aynmimin ve alttaki fazda (kloroform+lipit) kloroform ugurulduktan sonra kalan

hiicresel lipitin fotograflart goriilmektedir.
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MeOH ve
saf su
karigimi

Hiicre pargalar1 I

Kloroform ve
lipit karigim

Sekil 4.3: Bligh and Dyer sonrasi1 ekstrakte edilen lipit a) biyokiitleye ¢oziicii
eklemeleri sonrasi 1sitmanin yapilmasi sonucu elde edilen numunedeki faz ayrimi,
b) kloroform ugurulduktan sonra elde edilen lipit.

Lipit ekstraksiyonu calismalarinda kuru biyokiitle kullanimi disinda 1slak
biyokiitle kullanarak da lipit ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. %80 su igerigine
sahip 25 mg 1slak biyokiitle ve 25 mL ¢6ziicii kullanilarak yiiriitiilen deneyde (deney
no:6) lipit igerigi %20,8 olarak bulunmustur. Islak biyokiitle kullanildiginda
ekstraksiyon veriminin diisiik ¢ikmasinin nedeni, biyokiitledeki suyun ¢oziiciiler ve
hiicreler arasinda bir bariyer olusturarak hiicre igine ¢oziiciiniin gegisini engellemesi
seklinde agiklanabilmektedir [Mercer and Armenta, 2011]. Sonug¢ olarak 1slak
biyokiitlenin kullanilmasi lipit ekstraksiyonu verimini diigiirmektedir. Literatiirde de
lipit ekstraksiyonda kullanilacak biyokiitlenin nem igeriginin ektraksiyon verimi
acisindan 6nemli oldugu ve ozellikle kuru biyokiitle kullanildiginda daha saglikli
sonuglar alindig1 birgok arastirmacit tarafindan rapor edilmektedir [Lewis et al.,
2000], [Zhu et al., 2002], [Cheng et al., 2010], [Pruvost et al., 2011].

Mikroalg biyokiitlesinde bulunan lipitlerin hiicreden ekstraksiyonunu
kolaylastirmak amaciyla, ekstraksiyon oncesinde kullanilan mikrodalga yontemi
hiicre parcalama metodu olarak biyokiitleye uygulanmistir. Mikrodalga
uygulamasinin ardindan gergeklestirilen ekstraksiyon sonucunda lipit igerigi, 1sitma
isleminin yapilmadigi deneme (deney no:7) igin %24, 1sitmanin yapildigi (5 dakika
75°C’lik su banyosunda bekletme) deneme (deney no:8) igin %36 olarak
bulunmustur. Yapilan deneyler sonucu mikrodalga uygulamasinin hiicresel

parcalamay1 kolaylastirdigi sonucuna varilmistir.
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Bir diger hiicre pargalama metodu olan ultrasesin uygulandigi deneylerde
(deney no:9), sabit ultrases yogunlugu ve farkli siireler kullanilarak lipit
ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Ultrasese maruz kalma siiresi arttirildik¢a olgiilen
lipit degerlerinin de arttig1 (5 dakika icin %24,4, 7,5 dakika icin %26,8 ve 10 dakika
icin %38 lipit igerigi) gdzlenmistir. Yapilan deneyler sonucu ultrasesin de
mikrodalga gibi hiicresel pargalamay1 destekledigi sonucuna varilmustir. Fakat lipit
olarak oOlclilen degerin yiiksek ¢ikmasinin nedeni, lipidin yani sira karbonhidrat,
protein, klorofil ve karotenoid gibi biyokimyasal bilesenlerin de ¢oziiciiye gegmesi
olarak ifade edilebilmektedir [Suali and Sarbatly, 2012].

Sonug olarak karigik mikroalg biyokiitlesi ile yapilan lipit ekstraksiyonu
calismalar1 degerlendirildiginde; uygun biyokiitle - ¢6ziicii miktarlar1 kullanilarak ve
her ¢oziicii ilavesinden sonra Ornekler sicak su banyosunda (75°C’de 5 dakika)
bekletilerek, mikroalg hiicrelerinden lipit ekstraksiyonunun saglanabildigi
goriilmiistiir. Lipit ekstraksiyonu ¢aligmalarinin amaci, lipitlerin  hiicreden
tekrarlanabilirligi yiiksek bir yontem ile etkili bir sekilde ¢ikartilmasi ve elde edilen
lipitin karakterize edilerek biyodizele doniisiim i¢in uygun olup olmadiginin
aragtirllmasidir. Bu nedenle ultrases ve mikrodalga gibi ilave hiicre parcalama
metotlarina enerji verimliligi agisindan gerek duyulmadig: disiiniilmektedir. Calisma
kapsaminda lipit 6l¢iimii i¢in belirlenmis olan yontem su sekildedir:

25 mg kuru biyokiitle 50 mL’lik falkon tiipiine alinmig ve iizerine
CHCI3/MeOH/su (1:1:0,5 mL/mL) ¢oziiciileri, toplam hacim 25 mL olacak sekilde
birka¢ adimda eklenmistir. Her ¢dziicii ilavesinden sonra biyokiitle-¢coziicii karigimi 1
dakika hizlica karistirilmis (vortex) ve ardindan 75°C’lik su banyosunda 5 dkK siire ile
bekletilmistir. Biyokiitle-¢oziicii karisimi 6000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek faz
ayirimi saglanmistir. Alttaki faz (kloroform-lipit karisimi) pastor pipeti ile dikkatlice
cekilerek Onceden darasi aliman numune sisesine koyulmustur. 60°C’de ¢oziiciisii
ucurulan numunenin son tartimi alindiktan sonra, ilk ve son tartim arasindaki fark,
kuru agirlik bazinda % lipit igerigi olarak hesaplanmustir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda modifiye edilmis Bligh and Dyer metodu
evsel atiksu ortaminda yetistirilen durgun fazdaki karisik mikroalg biyokiitlesine
uygulanmistir. 25 mg kuru biyokiitleye 25 mL ¢oziicii ilavesinin ardindan 1sitma
uygulanarak gerceklestirilen ekstraksiyon sonucunda, biyokiitlenin lipit igerigi
%26,2+0,6 (kuru biyokiitle agirlig1 bazinda) olarak bulunmustur. Ayrica toplam lipit

ekstraksiyonu ¢alismalarinda kullanilan ve BG-11 besin ortaminda heniiz
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yetistirilmeye baslanilan karigik kiiltiiriiniin durgun faza gectikten sonra da lipit
igerigi analiz edilmistir. Zaman igerisinde BG-11 besin ortamindaki karisik mikroalg
kiiltirinde Chloroccum tiirlerinin baskin hale geldigi ve durgun fazda lipit igeriginin
tiirden ve BG-11 besin ortaminin niitrient bakimindan zengin olmasindan [Li et al.,
2008], [Liu et al., 2008a], [Yoo et al., 2010], [Wu et al., 2012] kaynakli olarak %26-
28’den %18,7°ye distiigii belirlenmistir. Bu durum ayrica BG-11 besin ortaminda
stres kosullar1 (niitrient eksikligi kosullar1) altina girmeden ¢ogalan karisik mikroalg
biyokiitlesinin, metabolizmasini lipit biriktirmek yerine biyokiitle konsantrasyonunu
arttirmaya yonlendirdigi seklinde de aciklanabilmektedir.

Bu caligmada atiksu ortaminda ve BG-11 besin ortaminda yetistirilen mikroalg
kiltirinin lipit igerigi, literatiirde verilen farkli besin ortamlarindaki mikroalg
tiirlerinin lipit igerikleri ile karsilastirildiginda, benzer ya da yakin sonuglar icerdigi
goriilmiistiir (Tablo 4.1) [Chinnasamy et al., 2010], [Ehimen et al., 2010], [Xin et al.,
2010], [Wahlen et al.,, 2011], [Song et al., 2013], [Komolafe et al., 2014].
Mikroalglerin lipit igeriginin sadece tiire bagl olarak degil, ayn1 zamanda biiyiime
kosullart ve biiyiime fazina bagl olarak da degistigi bilinmektedir. Bu tiir bir bilgi
Tablo 4.1°de listenen ¢aligmalar icin literatiirde genellikle mevcut degildir. Bu tez
caligmasinda atiksuda ve BG-11 besin ortamindaki karisik mikroalg kiiltiirleri
karsilastirildiginda, atiksu ortaminda yetistirilen mikroalg biyokiitlesinin, BG-11
besin ortamindaki karigik kiiltiire daha yiiksek lipit igerigine sahip oldugu
goriilmektedir. Bunun nedeni atiksudaki karigik kiiltiiriin durgun biiyiime fazinda
hasatlanmis olmasi, durgun fazda sudaki azot ve fosfor kontrasyonlarinin sirasiyla 3
mg/L ve 0,1 mg/L olmasi ve dolayisiyla hiicrelerin hasatlanmasi sirasinda ¢ok diisiik

niitrient konsantrasyonlarina maruz birakilmalar ile agiklanmaktadir.
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Tablo 4.1: Bu ¢alismada ve farkli besin ortamlarinda yetistirilen mikroalg tiirlerinin
lipit igeriklerinin karsilagtirmasi.

Mikroalg kiiltiirii Besin ortamm :;:Lpri%i Kaynak

(% agirhk)
Karisik kiiltiir Atiksu 26,2+0,6 Bu ¢alisma
Karisik kiiltiir BG-11 18,7 Bu ¢alisma
Karisik kiiltiir Atiksu laglinii | 14,4+0,4 Wabhlen et al., 2011
Karisik kiiltiir Atiksu laglinii | 20 Komolafe et al., 2014
Chlorella saccharophila | BG—11 12,9+1,2 Chinnasamy et al., 2010
Chlorella saccharophila | Atiksu 18,1+1,3 Chinnasamy et al., 2010
Chlorella sp. BG-11 27,6 Ehimen et al., 2010
Scenedesmus sp. LX1 | BG-11 33 Xinetal., 2010
Scenedesmus obliquus | BG—11 20 Song et al., 2013

4.2.1.2. Nétral Lipit (Toplam Gliserit) icerigi

Caligma  kapsaminda  esterlestirme  yapilmadan  sadece  silanlama
(trimethylsilylation) islemi ardindan yapilan toplam gliserit analizinde, GC
yonteminin kullanilabilirligi arastirilmis ve mikroalg biyokiitlesinin nétral lipit
(toplam gliseritler-TG) igeriginin belirlenmesine galisiimistir,

Mikroalgal biyokiitlelerden Bligh and Dyer metodu kullanilarak ekstrakte
edilen lipit numuneleri, Boliim 3.5.5.1°de gliserit i¢in belirlenen silanlama isleminin
ardindan GC’de analiz edilmistir. Yapilan analiz sonucu evsel atiksu ortaminda
yetistirilen ve durgun biiylime fazinda hasatlanan karigik mikroalg kiiltiiriiniin TG
igerigi, lipit agirligi bazinda %74,4 (TG/lipit, mg/mg), biyokiitle agirligi bazinda ise
% 20 (TG/biyokiitle, mg/mg) olarak bulunmustur. Calismada evsel atiksu ortaminda
tiretilen karisik kiiltiire (Scenedesmus sp. baskin) ait TG miktariin yiiksek
cikmasinin sebebi, hiicrelerin logaritmik biiyiime fazi yerine durgun biliyiime fazinda
hasatlanmas1 ve hasatlama zamaninda ¢ok diisiik besin konsantrasyonlarina maruz
kalmis olmalar1 ile agiklanabilmektedir. Literatiirde de stres kosullarinda (besin
eksikligi gibi) ve durgun biiylime fazinda hasat edilen mikroalglerin, logaritmik faz

esnasinda hasat edilen aym tiirdeki hiicrelerden daha diisiik polar lipit ve daha
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yiiksek notral lipit (temel olarak trigliserit formunda) icerigine sahip olduklar
belirtilmektedir [Hu et al., 2008], [Wahlen et al., 2011], [Halim et al., 2012a],
[Schlagerman et al., 2012]. Bu ¢alismada mikroalgal lipitin i¢erdigi TG miktarinin
yiikksek olmasi sebebiyle ¢alismada tiretilen karigik kiiltiiriin lipit karakteristikleri
uygun oldugunda biyodizele doniisiim i¢in kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

GC ile gliserit analizi ¢alismalarinda BG-11 besin ortaminda yetistirilen ve
yine biiyiime fazinda iken hasatlanan karigsik mikroalg kiiltiiriniin de (Chlorococcum
tiirleri baskin) TG igerigi analiz edilmistir. Chlorococcum tiirlerinin baskin oldugu
kiiltiiriin TG igerigi lipit agirligi bazinda %70 (TG/lipit), biyokiitle agirligi bazinda
%13,10 (TG/biyokiitle) olarak bulunmustur.

Ayrica gliserit i¢in belirlenen GC metodunun dogrulugunu kontrol etmek
amaciyla literatiirde %98 oraninda trigliserit ve az miktarda mono- ve di-gliserit
icerigine sahip oldugu belirtilen yagh tohum bitkilerinden soya yag: [Barnwal et al.,
2005] standardi kullanilarak da GC analizi gergeklestirilmistir Yapilan GC analizi
sonucu soya yag1 standardina ait gliserit icerigi %97,2 olarak bulunmustur. Soya yag1
kullanilarak yapilan gliserit analizi sonucu elde edilen deger literatiir ile uyum i¢inde
bulunmustur [Barnwal et al., 2005]. Sonug olarak uygulanan GC metodunun, gliserit
analizi i¢cin dogru ve kullanilabilir bir metot oldugu goriilmektedir. GC metodu
kullanilarak yapilan gliserit analizi sonucu evsel atiksu ortaminda yetistirilen
mikroalg biyokiitlesine ve soya yagina ait GC kromatogrami EK B.2’de verilmistir.

25 mg kuru biyokiitleler kullanilarak yapilan GC analizleri sonras1 farkl
biyokiitle miktarlar1 (100 mg, 250 mg ve 500 mg kuru biyokiitleler i¢in) kullanilarak
da denemeler yapilmustir. ki mikroalg tiirii igin de artan biyokiitle miktarlarida
gergeklestirilen lipit ekstraksiyonunun ardindan yapilan GC analizi sonucunda diisiik
gliserit igerikleri (%40 ve %50 arasinda) oOlgiildiigi goriilmektedir. Bunun nedeni,
solvent ekstraksiyonunda biyokiitle miktarinin arttirilmasi, ancak solvent miktarinin
yeterli olmamasi sebebi ile solvent ve biyokiitle arasindaki kiitle transferinin tam
olarak saglanamamasi ve sonu¢ olarak gliseritlerin biyokiitleden ekstrakte

edilememesi olarak agiklanabilir.
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4.2.2. Diger Hiicresel Bilesenler

Mikroalg hiicreleri, biyodizele doniistiiriilebilen lipitler disinda, hiicrede
yapisal ve metabolik fonksiyonlarda gorev alan proteini, karbonhidrati ve
fotosentezde gorev alan klorofili de igermektedirler. Bu yilizden biyolojik olarak
aritilmig evsel atiksu ortaminda yetistirilen karisik mikroalg kiiltiiriiniin protein,
karbonhidrat, klorofil-a igerikleri de Boliim 3.5’te detaylandirilan analiz yontemleri
kullanilarak belirlenmistir. Karisik mikroalg kiltiiriiniin  biyokiitle analizleri
sonucunda elde edilen degerler Tablo 4.2°de gosterilmistir. Buna gore karisik
mikroalg kiiltiiriiniin kuru biyokiitle agirhg bazinda protein igerigi %33,
karbonhidrat icerigi %32,6 ve Klorofil-a igerigi ise %1,5 olarak analiz edilmistir.
Literatiirde mikroalglerle yapilan ¢alismalar incelendiginde tiire ve ¢evresel sartlara
bagl olarak hiicresel bilesenlerin degisiklik gosterebilecegi belirtilmektedir. Genel
olarak mikroalglerdeki hiicresel proteinin % 8-71 arasinda, karbonhidrat igeriginin
ise %464 arasinda degistigi rapor edilmektedir [Demirbas, 2009], [Chinnasamy et
al., 2010], [Jacob-Lopez et al., 2015].

Tablo 4.2: Mikroalg biyokiitlesinin kuru biyokiitle agirlig1 bazinda hiicresel bilesimi
(protein, karbonhidrat, lipit, klorofil ve kiil) ve yiiksek 1s1l degeri.

Mikroalg Protein | Karbonhidrat | Lipit Klorofil-a Yull)(:egl;ml Kiil
nri 0, 0, [0) 0, [0)

tiirii (%) (%) (%) (%) (MJ/kg) (%)

Karisik

mikroalg 33 32,6 26,2+0,6 15 21,7 6,5

kiiltiirii

Calisma kapsaminda ayrica kuru mikroalg biyokiitlesinin 1s1l degeri ASTM D
2015 standart metoduna gore bomba kalorimetre cihazi ile 6l¢iilmiis ve yiiksek 1sil
deger 21,7 MJ/kg, kiil igerigi ise %6,5 (% kuru agirlik bazinda) olarak belirlenmistir.
Literatiirde Demirbas (2009) tarafindan yapilan ¢alismada Chlorella protothecoides
tiirii mikroalg biyokiitlesinin 1s1l degerinin 25,1 MJ/kg, yine ayni tiirle yapilan baska
bir ¢alismada [Miao and Wu, 2006] kiil i¢eriginin ise %6,36 olarak bulundugu rapor
edilmistir. Nannochloropsis oceanica tiiri mikroalg biyokiitlesi ile yapilan bir
caligsmada bu tiiriin 1s1l degerinin (21,46 MJ/kg) bu tez ¢calismasindaki karigik kiiltiire
benzer oldugu goriilmiistiir [Cheng et al., 2014]. Enerji ve biyoyakit potansiyelinin
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belirlenmesi amaciyla 12 mikroalg tiirii kullanilarak yapilan bir c¢alismada,
mikroalglerin 1s1l degerleri 18-27,6 MJ/Kg arasinda bulunmustur [Picardo et al.,
2012].

4.3. Transesterifikasyon Uygulamalari

4.3.1. Ekstraksiyon-Transesterifikasyon

Mikroalglerden biyodizel iiretimi ve elde edilen biyodizelin YAME igeriginin
belirlenmesi igin yiiriitiilen ekstraksiyon-transesterifikasyon calismalari, atiksuda ve
BG-11 besin ortaminda yetistirilen durgun (stationary) fazdaki karisik mikroalg
biyokiitleleri i¢in degerlendirilmistir. Biyokiitleden modifiye Bligh and Dyer metodu
ile ekstrakte edilen mikroalgal lipitlere Bolim 3.4.1°de belirtildigi tizere
transesterifikasyon yontemleri uygulanmistir. Buna gore elde edilen biyodizel
verimleri, biyokiitlenin igerdigi lipitin agirhigma ve biyokiitlenin agirligina bagh
olarak hesaplanmistir. Yapilan denemeler sonucunda iki farkli besin ortaminda
yetistirilen karisik mikroalg kiiltiirlerinin ekstraksiyon-transesterifikasyon sonrasi

elde edilen biyodizel verimleri Tablo 4.3’te gosterilmistir.

Tablo 4.3: Farkl1 besin ortamlarinda yetistirilen karigik mikroalg kiiltiirlerinden
ekstraksiyon-transesterifikasyon yontemi ile elde edilen biyodizel verimleri.

l'i’.'.il‘:.r.‘;?'g Deneme  YAME/Biyokiitle ~YAME/Lipit  YAME/TG
Besin No (%) (%) (%)

(Besin ortami)

Karisik kiltiir

(BG-11) 1 2,16 12,00 17,14

Karisik kiiltiir

(BG-11) 2 2,88 16,00 22,86

Karisik kiiltiir

(Evsel atiksu) ! 6,29 24,00 32,26

Karisik kiltiir

(Evsel atiksu) 2 9,43 36,00 48,40

' 9% biyokiitle ve lipit agirhg1 bazinda YAME miktarlari
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Farkli metanol, kloroform ve katalizor miktarlar1 kullanilarak ayni reaksiyon
sartlarinda yuritilen iki deneysel c¢alismada, Tablo 4.3’te gorildigi tzere
mikroalgal biyokiitlenin ve biyokiitle biinyesindeki lipitin agirhigi esas alinarak
hesaplanan YAME verimlerine gore, evsel atiksu ortaminda yetistirilen karigik
mikroalg biyokiitlesinin doniistim verimleri, BG-11 ortamindaki karisik mikroalg
biyokiitlesinden yiiksek bulunmustur.

Evsel atiksuda yetistirilen karisik mikroalg kiiltiiriiniin YAME verimleri lipit
agirligl bazinda deneme 1 ve deneme 2 igin sirasiyla %24 ve %36, BG-11 ortaminda
yetistirilen karigik mikroalg kiiltiirii i¢in ise %12 ve %16 olarak hesaplanmistir.
Mikroalg lipitinin i¢erdigi TG miktar1 baz alinarak elde edilen YAME verimleri,
evsel atiksu ortamina ait biyokiitleler i¢cin %32,26 ve %48,40, BG-11 besin ortamina
ait biyokiitleler icin %17,14 ve %22,86 olarak bulunmustur. Biyokiitle agirlig
bazinda YAME verimleri ise evsel atiksu ve BG-11 besin ortaminda yetistitilen
mikroalg tiirleri i¢in sirastyla %6,29 — 9,43 ve %2,16 — 2,88 olarak hesaplanmistir.
Reaksiyon parametrelerinde optimizasyona gidilmeden, sadece literatiirdeki iKi
ekstraksiyon-transesterifikasyon yonteminden yararlanarak gergeklestirilen reaksiyon
sartlarinda, elde edilen YAME verimlerinin genel olarak disik oldugu
gozlemlenmistir.

Literatiirde transesterifikasyon c¢aligmalarinda genel olarak trigliseritlerin
biyodizele doniisiimii i¢in gerekli alkol:yag molar oraninin teorik olarak 3:1
(alkol:yag) oldugu belirtilmektedir. Bununla birlikte reaksiyonda kullanilan alkol
miktarinin arttirilmasi ile reaksiyon hizinin artacagi ve kisa siirelerde daha yiiksek
dontigiim verimleri elde edilebilecegi rapor edilmistir [Miao and Wu, 2006], [Ahmad
et al., 2009], [Prommuak et al., 2012]. Bu nedenle tez ¢alismasinda ekstraksiyon-
transesterifikasyon denemelerinde kisa reaksiyon siirelerinde daha i1yt YAME
verimleri elde edebilmek amaciyla, her iki mikroalg kiiltiirii i¢in metanoliin
biyokiitleye oran1 deneme 1 ve deneme 2 i¢in sirasiyla 24:1 (mL/g) ve 56:1 (mL/qg)
olacak sekilde asirt metanol kullanimi tercih edilmistir. Deneyler sonucunda yiiksek
YAME verimleri elde edilmemekle birlikte, elde edilen YAME veriminin deneme 2
icin biraz daha iyi oldugu goriilmiistiir.

Ekstraksiyon-transesterifikasyon deneylerinden elde edilen YAME verimleri
reaksiyonda  kullanilan  asit  katalizor  konsantrasyonlar1  agisindan da
degerlendirilmistir. Iki mikroalg kiiltiirinden kisa reaksiyon siirelerinde yiiksek

oranda YAME doniisimii saglayabilmek i¢in yiiksek konsantrasyonda (1,8 mL ve 3
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mL) asit (H,SO,4) katalizor kullanilmistir. Fakat yiikksek YAME verimlerine
ulagilamadigr gorilmiistiir. Literatiirde de yliksek katalizor konsantrasyonlarinin
daha kisa siirede ve daha diisiik spesifik gravite degerine sahip biyodizel
iretebilmesine ragmen, diisiik biyodizel verimleri elde edildigi raporlanmistir [Miao
ve Wu, 2006]. Bu durum yiiksek H»SO,; konsantrasyonu ve yiiksek reaksiyon
sicakliklarinin yagin bir kisminin yanmasina neden olabilecegi seklinde aciklanmistir
[Miao ve Wu, 2006]. Baska bir c¢alismada ise asir1 katalizor miktarlarinin
transesterifikasyon reaksiyonunu engelleyen sabunlasmaya katilabilecegi ve sonug
olarak diisik YAME verimleri elde edilmesine neden olabilecegi de rapor edilmistir
[Prommuak et al.,, 2012]. Dolayisiyla bu tez c¢alismasinda kinetik agidan
reaksiyonunu hizlandirmak amaciyla deneylerde kullanilan yiiksek katalizor
konsantrasyonlar1 ve yiiksek reaksiyon sicakliklarinin (90°C), diisik YAME
verimleri elde edilmesine neden oldugu diistiniilmektedir.

Bu calismada elde edilen biyodizel (YAME) verimleri bazi arastirmacilarin
elde ettikleri verimlere gore diisiik [Johnson and Wen, 2009], [Li et al., 2011] iken
bazi arastirmacilarin elde ettigi verimlere gore yiiksek bulunmustur [Sheng et al.,
2011]. Ayrica literatiirde bu calismada elde edilen sonuglara benzer verimlerin
oldugu da goriilmektedir [Sheng et al., 2011], [Prommuak et al., 2012]. Johnson ve
Wen, (2009) tarafindan Schizochytrium limacinum tiirii mikroalg biyokiitlesi ile
yapilan transesterifikasyon caligmasinda asit katalizorlii transesterifikasyon yontemi
kullanildiginda YAME veriminin biyokiitle agirligi bazinda %36,80, lipit agirlig
bazinda %63,70 olarak bulundugu bildirmislerdir. Li ve arkadaglar1 (2011) tarafindan
yapilan calismada evsel atiksu ortaminda yetistirilen Chlorella tiirlerine ait
mikroalgal biyokiitlenin YAME doniisiim verimi incelenmis ve YAME veriminin
kuru biyokiitle agirligi bazinda %11,04 olarak tespit edildigi raporlanmistir [Li et al.,
2011]. Literatiirde rapor edilmis baska bir calismada ise elde edilen YAME
veriminin biyokiitle agirligr bazinda %4,22 olarak bulundugu goriilmiistiir. Ayrica
reaksiyonda kloroform disinda diger solvent sistemleri (etanol, hekzan/etanol, asetik
asit/etanol gibi) kullanildiginda elde edilen verimin azaldigi (biyokiitle agirligi
bazinda %3,2) bildirilmistir [Sheng et al., 2011]. Prommuak ve arkadagslar1 (2012)
tarafindan Chlorella vulgaris tiirii mikraolg biyokiitlesi kullanilarak yapilan bir diger
calismada da en yiiksek YAME veriminin biyokiitle agirlig1 bazinda %4, lipit agirlig
bazinda ise yaklasik olarak %25 bulundugu rapor edilmistir [Prommuak et al., 2012].
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Evsel atiksu ve BG-11 besin ortaminda yetistirilen karigtk mikroalg
kiltiirlerinin ekstraksiyon-transesterifikasyon yontemi ile esterlestirilmesi sonrasinda
elde edilen YAME fiiriiniiniin karakterizasyonu da Boliim 3.5.5.2°de belirtildigi tizere
GC analizleri ile belirlenmistir. Transesterifikasyon uygulamalar1 sonrasi GC’de
analiz edilen mikroalgal biyodizel Orneklerinin deneme 2’ye ait YAME

bilesimlerinin karakterizasyonu Tablo 4.4’te verilmektedir.

Tablo 4.4: Ekstraksiyon-transesterifikasyon sonrast iiretilen iki mikroalgal biyodizel
orneginin YAME karakterizasyonu.

YAME Kompozisyonu (% agirhk olarak)
YAME bilesimi Iéggsililgilg:ﬁ (Eviir;fiisiﬁéfgml)
ortami)

Tridekanoik (C13:0) 2,26 2,19
Miristik (C14:0) 2,9 2,62
Miristoleik (C14:0) 0,4 1,44
Palmitik (C16:0) 44,17 36,84
Palmitoleik (C16:1) 2,05 1,4
Stearik (C18:0) 18,25 13,26
Oleik (C18:1) 8,12 11,21
Linoleik (C18:2) 14,68 22,63
Linolenik (C18:3) 7,17 8,41
Toplam YAME 100 100
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Tablo 4.4’te gorildiigii lizere, evsel atiksu ve BG-11 besin ortamlarinda
yetistirilen mikroalg biyokiitlelerinin YAME bilesiminde; palmitik (C16:0), stearik
(C18:0), oleik (C18:1), linoleik (C18:2) ve linolenik (C18:3) asit metil esterleri
igeriklerinin ortak ve baskin oldugu bulunmustur. GC analizleri sonucu iki mikroalg
kiiltiiriiniin de doymus (C13:0, C14:0, C16:0 ve C18:0) ve tekli doymamis (C16:1 ve
C18:1) yag asidi miktarlar1 toplaminin (BG-11 ortamindaki ve atiksu ortamindaki
tiirler i¢in sirasiyla yaklasik %78,15 ve % 68,96), ¢oklu doymamis yag asidi (C18:2
ve C18:3) miktarlarindan yiiksek oldugu gorilmiistiir. Genel olarak literatiirde
degerlendirilen bir¢ok alg tiirlinde de doymus ve tekli doymamis yag asitlerinin
baskin oldugu bildirilmistir [Hu et al., 2008], [Lee et al., 2010], [Kumar et al., 2011],
[Chen et al., 2012], [Mandotra et al., 2016].

Iki mikroalg kiiltiiriiniin YAME profilinde doymus ve tekli doymamis yag asidi
metil esteri miktarlarinin toplami yiiksek olmakla birlikte, elde edilen bireysel
YAME igerigi ylizdelerinin birbirine yakin olmadigi goériilmektedir. Bunun nedeni
calismada kullanilan karisik mikroalg kiiltiirlerinin ve besin ortamlarimin farkli
olmasi ile agiklanmaktadir Nitekim literatiirde de benzer sekilde mikroalglerin yag
asidi profili ve bilesiminin tiire, kiiltlir sartlarina ve yagam dongiisiine bagli olarak
degisiklik gosterdigi rapor edilmektedir [Hu et al., 2008], [Schlagermann et al.,
2012], [Halim et al., 2012a], [Islam et al., 2013].

Ektraksiyon-transesterifkasyon ~ calismalar1  sonucu  karistk  mikroalg
kiiltiiriinden elde edilen biyodizel tirtiniiniin YAME bilesimi, mikroalgal biyodizelin
yakit Ozelliklerinin tanimlanmasi agisindan 6nemli olmaktadir. Bu ¢alismada elde
edilen mikroalgal biyodizelin yakit 6zellikleri ile ilgili degerlendirme Boliim 4.4’te

verilmistir.

4.3.2. Direkt (in-situ) Transesterifikasyon

Bu yontem, lipitleri biyodizele (metil esterlerine) doniistiirmek igin gereken
alkol ve katalizoriin, mikroalgal biyokiitleye direkt olarak temasini saglayarak
ekstraksiyon adimimi elimine etmektedir. Boylece hem lipit ekstraksiyonu igin
harcanan solvent miktarr, hem de proses siiresi azalmaktadir. Ayrica iki asamali

(ekstraksiyon-transesterifikasyon) yontemde lipit ekstraksiyonu sirasinda meydana
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gelebilecek lipit kaybinin da Oniine gegerek, daha yiiksek YAME verimi elde
edilmesine olanak saglamaktadir [Velasquez-Orta et al., 2012].

Lipitler organik solvenlerden daha viskoz bir yapiya sahiptiler ve lipitle
organik solvent (co-solvent olarak) karistminin sivi reaksiyon fazinda reaktanin
diflizyon limitini azaltip metanol ile transesterifikasyon prosesinin performansini
arttirabilecegi belirtilmektedir [Im et al., 2014]. Bu nedenle bu ¢alismada, geleneksel
1sitma metodunu kullanarak gergeklestirilen in-situ transesterifikasyon prosesi ile
karisik mikroalg biyokiitlesinin (evsel atiksu ortaminda yetistirilen) biyodizele
dontisimiinde, n-hekzan ve kloroform co-solvent olarak reaksiyon karisiminda
metanol ile birlikte olarak kullanilmistir. Reaksiyon boyunca metanol ile birlikte co-
solvent kullaniminin, reaksiyon ortaminda hiicre parcalanmasini ve lipitlerin hiicre
iginden ekstrakte edilmesini destekleyerek, YAME olusumunu arttirmasi
beklenmektedir. Yapilan transesterifikasyon uygulamalari sonrasi elde edilen en
yiiksek biyodizel verimleri kloroform kullanildiginda %82,1+3,9 (YAME/lipit), n-
hekzan kullanildiginda ise %55,3+3,9 (YAME/lipit) olarak bulunmustur. Kloroform
ile kiyaslandiginda n-hekzan daha diisiik ekstraksiyon verimi sagladigi icin daha
diisik YAME verimleri elde edilmesine neden olmustur. Bu durum kloroformun
hekzana kiyasla daha polar olmasi ve reaksiyon ¢ozeltisi icinde daha homojen bir
yap1 olusturarak hiicreden ekstrakte edilen lipitlerin metanol ile transesterifikasyon
performansini arttirmasi ile agiklanabilmektedir. Literatiirde de benzer sekilde
hekzan kullanildiginda kloroforma kiyasla, daha diisiikk verimler elde edildigi rapor
edilmektedir [Johnson and Wen, 2009], [Sheng et al., 2011], [Im et al., 2014].

In-situ transesterifikasyon deneylerinden elde edilen YAME verimleri 2 saatten
8 saate kadar degisen reaksiyon siirelerinin fonksiyonu olarak da incelenmistir. Sekil
4.4’te gorildigl lizere ayni reaksiyon sartlari altinda (5 mL metanol, 4 mL co-
solvent ve 50 uL H,SO,4 ve 65°C sabit sicaklikta) en yiiksek YAME verimlerine iki
co-solvent i¢in de 7 saatlik reaksiyon siiresinde ulasilmistir. Bununla birlikte bu
stireden fazla devam eden reaksiyon siiresinde YAME verimleri azalmis ve
kloroform ve n-hekzan igin sirasiyla %73,3+4,9 ve %42,4+2,8 (Y AME/lipit, mg/mg)
olarak bulunmustur. Benzer sonuglarin Cheng ve arkadaslari (2014) ile Carvalho ve
Malcata (2005) tarafindan da gozlemlendigi rapor edilmis ve YAME verimlerindeki
azalmanin nedeni artan reaksiyon siirelerinde siilfiirik asit ile serbest yag asitlerinin
pargalanmasi ile agiklanmustir [Carvalho and Malcata, 2005] [Cheng et al., 2014]. Bu

durum ayrica geri devirli bir reaksiyon olan transesterifikasyonda, reaksiyonda asir1
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metanol kullanimina bagli olarak reaksiyonun girenler yoniine kaymasi ve

dolayisiyla YAME veriminin diismesi ile de agiklanabilmektedir.
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Sekil 4.4: Kloroform ve n-hekzanin biyodizel verimine etkisi (Reaksiyon sartlart; 5
mL metanol, 4 mL co-solvent (hekzan ya da kloroform) ve 50 uL H,SO,4 (metanol
icindeki hacimsel oran1 %1, mL/mL), 65°C sabit sicaklikta).

Tez caligmasi kapsaminda atiksu ortaminda yetistirilen karisik mikroalg
biyokiitlesinden direkt-transesterifikasyon uygulamas:t ile elde edilen YAME
verimlerinin (%55,3+£3,9 — 82,1+3,9), ekstraksiyon-transesterifikasyon uygulamalari
ile elde edilen verimlerden (%24-36) yiiksek oldugu goriilmistiir. Literatiirde de
direkt  transesterifikasyon  uygulamasi ile  ekstraksiyon-transesterifikasyon
uygulamasina gore daha yiiksek biyodizel verimleri elde edilebildigi goriilmektedir
[Ehimen et al., 2010], [Wahlen et al., 2011], [Johnson and Wen, 2009], [Lewis et al.,
2000]. Bu galismada elde edilen en yiiksek YAME verimi (%82,1+3,9) Avrupa
Biyodizel (EN 14214) Standardi’na gore iiriiniin saflastirilmasi adimini elimine
etmek icin iyi bir uygulama olarak istenen YAME degerinden (agirlik bazinda en az
%96,5) diisiik bulunmustur. Bununla birlikte bu caligmada elde edilen YAME
verimini ultrases ve mikroadalga gibi degisik proses modifikasyonlarint kullanarak
limit degerlerin {izerine ¢ikarmanin miimkiin oldugu sdylenebilmektedir. Halihazirda

literatiirde daha 6nce yapilmis olan ¢alismalar, gelencksel in-situ transesterifikasyon
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uygulamalarindan elde edilen YAME verimlerinin ultrases uygulamasi ile yaklasik
%25 [Ehimen et al., 2012], mikroadalga uygulamasi ile yaklasik olarak %34 [Koberg
et al., 2011] ve %14,34 — 43,37 [Teo and Idris, 2014] oranlarinda arttirabildigini
gostermistir. Bu amagla c¢alismanin son kisminda mikrodalga uygulamasi
kullanilarak transesterifikasyon ¢alismalart gergeklestirilmistir.

Karigik mikroalg biyokiitlesinin co-solvent destekli direkt transesterifikasyonu
sonucu elde edilen biyodizel triiniinin YAME kompozisyonun karakterizasyonu,
Bolim 3.5.5.2°de YAME analizi i¢in anlatilan GC analizi yontemi kullanilarak
yapilmistir. Yapilan GC analizleri sonrast kloroform ile direkt transesterifikasyon
deneylerinden elde edilen en yiiksek YAME doniisiim verimine (%82,1+3,9) sahip
mikroalgal biyodizel Ornegine ait sonuclarin literatlirdeki diger caligsmalar ile
karsilagtirillmas1 Tablo 4.5’te verilmistir. Tablo 4.5’te gorildigi {izere, karisik
mikroalg biyokiitlesinin YAME bilesiminde palmitik (C16:0), palmitoleik (C16:1),
stearik (C18:0), oleik (C18:1), linoleik (C18:2) ve linolenik (C18:3) asit metil
esterleri igeriklerinin baskin oldugu bulunmustur. Literatiirde daha Once
mikroalglerle yapilmis calismalarda da palmitik, palmitoleik, stearik, oleik ve
linoleik asit metil esterlerinin esterlestirilen mikroalgal lipitlerin temel bilesenlerini
olusturdugu rapor edilmistir. [Mandal and Mallick, 2009], [Gouveia and Oliveria,
2009], [Halim et al., 2011], [Kaur et al., 2012]. Dolayisiyla bu ¢aligmada evsel atiksu
ikincil arittim ¢ikis suyunda yetistirilen karigik mikroalg kiiltiiriiniin, literatiirdeki saf
mikroalg kiltiirleri ile benzer bilesime sahip yag asitlerini {iirettikleri yapilan GC

analizleri sonucunda goriilmiistiir.

85



Tablo 4.5: Direkt (in-situ) transesterifikasyon yontemiyle karigik kiiltiirden elde
edilen YAME bilesimi Ve literatiir degerleri ile karsilastirilmasi.

YAME kompozisyonu (% agirlik olarak)

YAME bilesimi Kanrisik Scenedesmus  Chlorococcum Chlorella
Kiiltiir' obliquus? sp.® pyrenoidosa*
Laurik (C12:0) 1,27 - - -
Miristik (14:0) 4,95 1,48 0,5 -
Pentadekanoik (C15:0) 0,62 - - -
Palmitik (C16:0) 26,72 21,78 18,8 19,46
Palmitoleik (C16:1) 8,94 5,95 57 4,66
Hekzadekadienoik - 3,96 2,3 12,75
(C16:2)
Hekzadekatrienoik - 0,68 - 19,22
(C16:3)
Hekzadekatetraenoik - 0,43 - -
(C16:4)
Heptadekanoik (C17:0) 1,98 - 0,5 -
Stearik (C18:0) 5,82 0,45 2,8 0,21
Oleik (C18:1) 23,50 17,93 63,3 2,68
Linoleik (C18:2) 14,02 21,74 4,7 19,76
Linolenik (C18:3) 9,83 3,76 - 21,25
Stearidonik (C18:4) - 0,21 - -
Aragidik (C20:0) 2,35 - 1,1 -
Toplam YAME 100 78,37 99,70 99,99

! Bu ¢alismaki evsel atiksuda iiretilen karisik mikroalg kiiltiiri,
2 [Gouveia and Oliveira, 2009],

*[Halim et al., 2011],
*[Cheng et al., 2013].

86




Karigik mikroalg biyokiitlesinin YAME bilesenlerinin diginda, doymus yag
asidi asidi (C12:0, C14:0, C15:0, C16:0, C17:0, C18:0, C20:0) igerigi, tekli
doymamis yag asidi (C16:1, C18:1) igerigi ve ¢oklu doymamis yag asidi (C18:2,
C18:3) igerigi, toplam YAME miktarinin agirlikca sirasiyla %43,7, %32,4 ve
%23,9’u olarak hesaplanmistir. Direkt transesterifikasyon uygulamasi sonucunda
mikroalgal biyodizelin doymus ve tekli doymamis yag asidi igerigi toplaminin,
estraksiyon-transesterifikasyon deneylerinden elde edilen sonuglara benzer seklinde
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Sonug¢ olarak uygulanan transesterifikasyon yontemine
bagli olarak bireysel YAME kompozisyonlari (miktarlar1) degismekle birlikte, baskin
YAME bilesenleri palmitik, palmitoleik, stearik, oleik, linoleik ve linolenik asitten
olugmaktadir. Literatiirde de uygulanan farkli transesterifikasyon yontemlerinin
biyokiitlelerin YAME bilesimini degistirmeyecegi, sadece bireysel YAME
miktarlarini1 ve biyodizele doniisiim verimini etkileyecegi belirtilmektedir [Rajvanshi
ve Sharma, 2012].

4.3.3. Mikrodalga Destekli Direkt (in-situ) Transesterifikasyon

Tez caligmasinin son agsamasinda, mikroalglerden direkt transesterifikasyon ile
biyodizel iiretiminde, hiicrelerden lipitin ekstraksiyonunu kolaylastirmak ve kisa
stirede yiiksek YAME doniisiimii saglamak amaciyla mikrodalga (MD) destekli in-
situ transesterifikasyon yontemi kullanilmistir. Deneylerde mikroalg biyokiitlesinden
yiksek YAME doniisiimiiniin saglanmasi amaciyla reaksiyon parametrelerinin
optimize edilmesine ¢alisilmistir. Uygulanan reaksiyon sartlari ve bu sartlar altinda

elde edilen YAME verimleri Tablo 4.6’da 6zetlenmistir.
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Tablo 4.6: Kuru mikroalg biyokiitlesinin MD destekli in-situ transesterifikasyonu
i¢in kullanilan deneysel veriler ve elde edilen YAME verimleri (200 mg sabit
biyokiitle miktar1 ve 400 W sabit MD giiciinde).

Degisen | H,SOs | Metanol | Kloroform Re:?.krse'g’io“ Sicaklik | YAME
parametre | (uL) (mL) (mL) ( d;lkika) °C) | (% agirlik)
10 2 2 10 60 22,002
20 2 10 60 56,8+1,8
H,SO,
30 2 2 10 60 67,5+1,8
40 2 2 10 60 72,6£0.5
40 2 2 10 60 72.6+0.5
40 3 2 10 60 74.,5+0.7
Metanol
40 4 2 10 60 79 3432
40 5 2 10 60 80,30,9
40 3 2 10 60 74.5:0.7
40 3 3 10 60 74.4+4.9
Kloroform
40 3 4 10 60 73,2439
40 3 5 10 60 68,3+1,7
40 3 2 10 60 745407
Reaksiyon | 40 3 2 15 60 82,3+1,6
siiresi 40 3 2 20 60 89,1+1,8
40 3 2 25 60 93,0+4,1
40 3 2 10 60 74.5+0.7
Reaksiyon | 40 3 2 10 80 83,9412
sicakligt 40 3 2 10 100 90,9+2,7
40 3 2 10 120 91,9405
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Tablo 4.6’da goriildigii tizere deneylerde biyodizele doniisiim verimi {izerine
katalizor hacminin etkisini belirlemek i¢in H>SO, miktarlart 10, 20, 30, 40 pL
(metanoldeki katalizor oranlar sirasiyla %0,5, %1,0, %1,5 ve %2,0, mL/mL) olarak
secilmistir. Kullanilan katalizor tipi ve katalizor orani in-situ transesterifikasyonda
reaksiyon hizini belirlemede 6nemli bir rol oynamaktadir. Tablo 4.6 incelendiginde
reaksiyon karisiminda kullanilan asit katalizoriin miktar1 10 pL’den 40 pL’ye
arttirilldiginda, elde edilen YAME (biyodizel iiriinii) veriminin yaklasik 3 kat artisla
%22+0,2’den  %67,5+1,8’e (lipit agirligt bazinda) yiikseldigi gozlemlenmistir.
Reaksiyon karisiminda diisiik katalizor miktarlar1 kullanildiginda, yeterli katalitik
aktif bolge saglanamadigi igin reaksiyon hizinin olduk¢a yavas oldugu [Cheng et al.,
2014], [Dai et al., 2014], [Ma et al., 2015] ve dolayisiyla diisik YAME verimleri
elde edildigi goriilmiistiir. Bununla birlikte katalizor miktar1 30 pL ve 40 pL olarak
kullanildiginda, YAME verimleri lipit agirligi bazinda sirasiyla %67,5+1,8 ve
%72,6+0,5 olarak bulunmustur (Sekil 4.5a). Sonu¢ olarak reaksiyonda kullanilan
artan katalizor miktarinin YAME doniistimii lizerine pozitif bir etkisinin oldugu
goriilmiistiir. Literatiirde de genel olarak sabit reaksiyon sartlari (metanol miktari,
stire, sicaklik ve MD enerjisi gibi) altinda, artan katalizor miktarlarinin YAME
verimini arttirdigi rapor edilmektedir [Velasquez-Orta et al., 2012], [Mandal et al.,
2013], [Martinez-Guerra et al., 2014a], [Cui and Liang, 2014], [Dai et al., 2014], [Ma
et al., 2015].
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siiresi ve ¢) reaksiyon sicakliginin YAME verimi iizerine etkisi.
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Reaksiyon karigiminda kullanilan metanol miktar1 da, transesterifikasyon
reaksiyonunun  verimini  etkileyen dominant parametredir. MD  destekli
transesterifikasyonda reaksiyona katilan metanol iyi bir MD absorbsiyon
materyalidir ve MD etkisinin bir kismini absorbe ederek reaktanlarda bolgesel bir
sliper 1sitma saglar ve reaksiyonun daha hizli tamamlanmasini destekler [Patil et al.,
2012]. Bu calismada kullanilan metanoliin biyokiitleye oranlar1 10:1-15:1-20:1-25:1
(mL/g) (swrasiyla 2, 3, 4, 5 mL) olarak se¢ilmistir. Tablo 4.6’da gorildiigi tizere,
reaksiyon karistminda 2 mL, 3 mL ve 4 mL metanol miktar1 kullanildiginda YAME
verimleri sirastyla %72,6£0,5, %74,5+0,7 ve %79,3£3,2 olarak bulunmustur.
Metanol miktariin 4 mL’den 5 mL’ye c¢ikartilmasi ile biyodizele doniisim
veriminde herhangi bir artiy goézlenmemis ve YAME verimi %80,3+£0,9 olarak
Olclilmiistiir. Sonu¢ olarak reaksiyon karisimindaki artan metanol miktarlarinin
YAME verimi iizerine negatif bir etkisi olmamakla birlikte, 6nemli oranda bir artis
da saglamadigi bulunmustur. Bu nedenle c¢alisma kapsaminda 15:1 (mL/g)
metanol:biyokiitle oran1 kullaniminin uygun oldugu sonucuna varilmistir. Literatiirde
metanol oraminin arttirilmast ile yiiksek biyodizel verimlerine ulagilamamasinin
nedeni su sekilde aciklanabilmektedir: yi bir MD absorbsiyon solventi olan metanol
asirt miktarda kullanildiginda, metanol MD enerjisinin biiyiik bir kismini absorbe
edebilmekte ve MD giciinii yavaglatabilmektedir. Sonu¢ olarak mikroalg
biyokiitlesinin pargalanmasim kolaylastiran MD 1sinlamasi etkisi azaldig igin, etkili
bir lipit ekstraksiyonu saglanamamakta ve dolayisiyla yiiksek biyodizel verimleri
elde edilememektedir [Patil et al., 2011], [Martinez-Guerra et al., 2014a], [Cheng et
al., 2014]. Literatiirde Nannochloropsis tiirii mikroalg biyokiitlesi ile gergeklestirilen
MD destekli transesterifikasyon ¢alismasinda, reaksiyonlarda 9:1-12:1-15:1 (mL/g)
metanol:biyokiitle oranlar1 kullanilmis ve en iyi biyodizele doniisiim veriminin 20
dakikalik reaksiyon siiresinde metanol:biyokiitle oran1 12:1 (mL/g) kullanildiginda
elde edildigi rapor edilmistir [Patil et al., 2011]. Ayrica bu oranin {izerinde kullanilan
metanol:biyokiitle oranlarinda, yukarida da belirtildigi gibi MD 1simlamasinin
cogunun solvent tarafindan absorbe edilebilecegi ve sonug olarak yetersiz lipit
ekstraksiyonu nedeniyle ekstraksiyon ve transesterifikasyon reaksiyonlarinda yiiksek
verimlerin elde edilemedigi bildirilmistir [Patil et al., 2011]. Metanoliin biyokiitleye
oraninin YAME verimi {izerine etkisinin incelendigi bir diger calismada, sabit
reaksiyon sartlart (%12 kat1 heterojen (KF/CaO) katalizor varliginda 60°C’de 30 dk)

altinda 4:1-12:1 (mL/g) arasinda metanol:biyokiitle oranlari degerlendirilmistir.
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Artan metanol miktar ile biyodizel veriminin hizli bir sekilde arttigi ve en yiiksek
YAME veriminin 8:1 (mL/g) metanol:biyokiitle oraninda elde edildigi rapor
edilmistir. Fakat metanol oram1 8:1’den daha yiliksek kullanildiginda YAME
veriminde azalma oldugu bildirilmis ve bunun nedeni ise asir1 metanol oranlarinin
reaktanlarin (lipit ve katalizor) konsantrasyonunu seyrelttigi ve sonu¢ olarak
reaktanlar arasindaki temasi azaltarak biyodizele doniisiim hizini geciktirebildigi
seklinde agiklanmistir [Ma et al., 2015].

MD destekli in-situ transesterifikasyon reaksiyonunda co-solvent olarak
kloroformun da YAME verimi {lizerine etkisi degerlendirilmistir. Deneylerde,
klorofom hiicre duvarindan mikroalgal lipitin difiizyonunu arttirarak, lipitin metanole
gecisini desteklemesi agisindan reaksiyon karisiminda kullanilmistir. [Park et al.,
2015].  Ayrica  reaksiyon  karisimina  co-solvent ilavesinin  in-Situ
transesterifikasyonda yiiksek metanol konsantrasyonlar1 gereksinimini de azalttig
bildirilmektedir [Martinez-Guerra et al., 2014a] Deneysel calismada reaksiyon
karisiminda 2-5 mL arasinda degisen klorofom miktarlarn i¢in 15:1 (mL/Q)
metanol:biyokiitle oranm1 ve 40 pL Hp,SO, kullanmilmigtir. Tablo 4.6’da goriildigii
tizere, 60°C reaksiyon sicakligi ve 10 dakikalik reaksiyon siiresi sartlarinda
gerceklestirilen deneyler sonucunda, artan kloroform miktarimin YAME verimi
lizerine negatif etkisinin oldugu ve YAME veriminin yaklasik %8 oraninda azalma
ile %74,5£0,7°den %68,3+1,7’ye distiigii goriilmistir. Bu yilizden ¢alisma
kapsaminda reaksiyon karigimi i¢inde 2 mL kloroform kullanilmasinin, YAME
verimi agisindan yeterli olacagi sonucuna varilmistir. Literatiirde de bu ¢alismada
elde edilen sonuglara benzer sonuglarin elde edildigi gorilmektedir [Cui and Liang,
2014], [Kim et al., 2015]. in-situ transesterifikasyon reaksiyonu verimi iizerine
kloroformun etkisinin incelendigi bir c¢alismada, degisik metanol - kloroform
karigimi  oranlar1i  (2:1-1:1-1:2, mL/mL) ile saf metanolin performansi
karsilagtirillmistir. Reaksiyonda saf metanol kullanilmasi ile metanol - klorofom
karisimina kiyasla daha yiiksek YAME verimleri (%99,8) elde edildigi rapor
edilmistir. Ayrica solvent karigimi igindeki artan klorofom miktarinin metanoliin
fraksiyonunu diisiirdiigii ve sonug olarak metanol - kloroform solvent sisteminin
veriminin azaldigi belirtilmistir [Kim et al., 2015]. Literatiirde yer alan bir diger
calismada Cryptococcus curvatus tiirii maya hiicrelerinden biyodizel iiretiminde MD
destekli in-situ transesterifikasyonun etkisi incelenmistir. Reaksiyonlarda solvent

olarak metanol/kloroform karigimi ile, saf metanol kullanimina gore oldukca diistik
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biyodizel verimleri elde edildigi ve polar solvent olarak metanoliin MD destekli
transesterifikasyonda lipitleri YAME’e dontistirmede tek basina da etkili oldugu
bildirilmistir [Cui and Liang, 2014]. Fakat en yiiksek biyodizel verimine (%92, lipit
agirhi@ bazinda) yiiksek metanol:biyokiitle (50:1, mL/g) konsantrasyonlarinda elde
edildigi raporlanmistir [Cui and Liang, 2014].

Reaksiyon siiresi de biyodizele doniisiim verimini etkileyen parametrelerden
biridir. Bu nedenle ¢alisma kapsaminda optimum reaksiyon siiresinin belirlenmesi
amaciyla 10 dakikadan 25 dakikaya degisen (5 dk artisla) reaksiyon stireleri
denenmistir. MD deneyleri 3 mL (15:0, (mL/g)) metanol, 40 uL asit katalizér ve 2
mL kloroform igeren reaksiyon karigimi kullanilarak 60°C reaksiyon sicakliginda
gergeklestirilmistir. Tablo 4.6°da goriildiigi tizere 10-15-20 dakikalik reaksiyon
stireleri igin YAME verimleri sirasiyla %74,5+0,7, %82,3+1,6 ve %89,1+1,8 olarak
artis gostermistir. Reaksiyon siiresi 25 dakikaya ¢ikartildiginda ise YAME veriminde
onemli oranda bir artis olmadig1 (%93,0+4,1) gozlenmistir. Literatiirde yer alan bir
calismada Nannochloropsis salina tiirii kuru mikroalg biyokiitlesinin siiper kritik
(265°C sicaklik ve 80 bar basing altinda) sartlarda gergeklestirilen MD destekli in-
situ transesterifikasyonun, yag asidi etil esteri (FAEE) verimi {lizerine etkisi
degerlendirilmistir. Calismada 12:1 (mL/g) etanol:biyokiitle oran1 ve 10 — 25 dakika
arasinda degisen reaksiyon siireleri i¢in en yiikksek FAEE veriminin (biyokiitle
agirh@l bazinda yaklasik %31, g/g) 20. dakikada elde edildigi, siirenin 25 dakikaya
arttirllmasi ile FAEE veriminde artis gozlenmedigi rapor edilmistir [Patil et al.,
2013]. Ma et al. (2015) tarafindan Chlorella vulgaris biyokiitlesinden biyodizel
tiretiminde MD destekli transesterifikasyonda 5 - 60 dakika arasinda degisen farkli
reaksiyon sicakliklarinin YAME verimi iizerine etkisi incelenmistir. Reaksiyon
stiresi 5 — 45 dakika arasinda YAME veriminin hizli bir sekilde arttigi, bu siireden
sonraki reaksiyon siirelerinde ise YAME veriminin az miktarda artis gosterdigi
bildirilmistir [Ma et al.,, 2015]. Belirli bir siireden sonra reaksiyon siiresinin
arttirllmasiyla doniisiim veriminde artis olmamasinin ya da artis oraninin azalmasinin
nedeni, reaksiyonun neredeyse dengeye yaklasmasi ile agiklanmaktadir [Im et al.,
2014]. Literatiirde in-situ transesterifikasyon reaksiyonunda MD’in etkisinin iki
yonlii olarak gerceklestigi belirtilmektedir: Birincisi MD’in neden oldugu termal
etki, metanoliin biyokiitleden lipiti ekstrakte etme dzelliklerini arttirmaktadir. ikicisi
ise uzatilmis MD etKisi, hiicre duvar iginden niifus ederek ¢oziicii karisimi igine

lipitin salimmini kolaylastirmaktadir [Martinez Guerra et al., 2014a]. Ayrica disiik
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reaksiyon siirelerinde hiicresel parcalanmanin tam olarak ger¢eklesemedigi, MD ile
reaksiyon karigimi arasinda yeterli etkilesimin saglanamadigi ve dolayisiyla diisiik
YAME verimleri elde edilebildigi bildirilmektedir [Ma et al., 2015]. Bu ¢alismada
kullanilan reaksiyon sartlari i¢in (3 mL metanol, 40 pL asit katalizor ve 2 mL
kloroform karisimi ve 60°C reaksiyon sicakligl) MD ve reaksiyon karisimi arasinda
yeterli temasin saglanmasi agisindan 20 dakikalik reaksiyon siiresinin karisik
mikroalg biyokiitlesinden lipitin transesterifikasyonu i¢in uygun siire oldugu
distiniilmektedir.

Reaksiyon sicakligi da in-situ transesterifikasyonda YAME veriminin
belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu nedenle calismanin son asamasinda
sabit reaksiyon sartlarinda (3 mL (15:0, (mL/g)) metanol, 40 uL H,SO4 2 mL
kloroform miktar1 ve 10 dakika reaksiyon siiresi), 60 - 120°C arasinda (20°C’lik
artigla) degisen reaksiyon sicakliklarinin YAME verimi tizerine etkisi incelenmistir.
Diger deney setlerinde reaksiyon siiresi sabit 10 dakika kullanildigi i¢in bu deney
setinde de, reaksiyon siiresi 20 dakika yerine 10 dakika olarak se¢ilmistir. Tablo
4.6’da goriildiigi iizere, MD destekli transesterifikasyonda reaksiyon sicakligi
60°C’den 100°C’ye arttirilmasi ile YAME veriminin lipit agirhigi bazinda yaklasik
olarak %22 oraninda artis ile %74,5+0,7’den %90,9+2,7°ye yiikseldigi bulunmustur.
Sicakligin 100°C’den 120°C’ye arttirilmasiyla ise biyodizel doniisiim oraninda bir
degisim gbézlenmemis ve YAME verimi %91,9+0,5 bulunmustur. Bu yiizden karisik
mikroalg biyokiitlesinin MD destekli in-situ transesterifikasyonu igin bu galisma
sartlarindaki uygun sicaklik degerinin 100°C oldugu sonucuna vartlmistir.
Literatiirdeki mikrodalga destekli transesterifikasyonda genel olarak artan reaksiyon
sicakliklarinin biyodizele dontisim verimini arttirdigi bildirilmektedir [Igbal and
Theegala, 2013]. Nannochloropsis tiirti mikroalg biyokiitlesinden 80-100-120°C’lik
reaksiyon sicakliklarinda etanol:kloroform solvent sistemi (2:1 mL/mL) kullanilarak
gerceklestirilen bir ¢alismada, MD destekli ekstraksiyon ve transesterifikasyon
sonrasi elde edilen FAEE verimlerinin kuru biyokiitle agirligi bazinda sirasiyla %15,
%37 ve %41 oldugu rapor edilmistir [Igbal and Theegala, 2013]. Literatiirde ayrica
artan reaksiyon sicakliklarinin her zaman artan biyodizel iiretimi ile sonuglanmadigi
da bildirilmektedir [Cheng et al., 2013], [Guldhe et al., 2014]. Bunun nedeni ise,
metanoliin kaynama noktasinin 64,8°C oldugu goéz Oniine alindiginda, 60°C’nin
tizerindeki reaksiyon sicakliklarinda metanoliin buharlasarak metanol:lipit oraninin

azalmasina neden olabilecegi ve sonu¢ olarak reaksiyon hizinda azalma meydana
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gelebilecegi seklinde agiklanmistir [Cheng et al., 2013]. Guldhe ve arkadaslar
(2014) tarafindan Scenedesmus sp. tiirii mikroalg biyokiitlesi ile metanol, hekzan ve
kati asit katalizor (zirkon dioksit) varliginda yapilan MD destekli transesterifikasyon
caligmasinda, 80-100-120°C’lik reaksiyon sicakliklar1 kullanilarak deneyler
yiriitilmistiir. Yapilan ¢alisma sonucunda %51,94 ile en yiiksek biyodizel verimine
80°C’de ulasildigi bildirilmistir. Ayrica reaksiyon sicaklikliginin  120°C’ye
arttirilmasiyla doniisiim veriminin (%9,65) azaldig1 ve bu yilizden optimum reaksiyon
sicakliginin 80°C oldugu rapor edilmistir [Guldhe et al., 2014].

Sonug olarak MD destekli direkt (in-situ) transesterifikasyon deneylerinde
reaksiyon parametrelerinin | YAME verimi lzerine etkisi degerlendirildiginde;
katalizor orani, reaksiyon siiresi ve reaksiyon sicakligi parametrelerinin pozitif
etkisinin oldugu goriilmistiir (Sekil 4.5a-b-c). Ayrica reaksiyon karisimindaki artan
metanol miktarlarinin YAME verimi {izerine negatif bir etkisi olmamakla birlikte,
metanol miktarinin arttirilmasiyla YAME veriminde sadece %11 oraninda artis
gbzlemlenmistir. Fakat reaksiyon karisimi iginde artan kloroform miktarlarinin ise
YAME veriminde yaklasitk olarak %8 oraninda azalmaya neden oldugu
belirlenmistir.

Karisik mikroalg biyokiitlesinin MD destekli direkt transesterifikasyonu
sonucu elde edilen biyodizel iriiniiniin YAME igeriginin karakterizasyonu yapilan
GC analizleri ile belirlenmis ve en yiiksek YAME doniisiim verimine (%93,0+4,1
YAME/ lipit) sahip mikroalgal biyodizel 6rneginin bireysel YAME kompozisyonu

ve miktarlar1 Tablo 4.7°de verilmistir.
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Tablo 4.7: Karisik mikralg biyokiitlesinin MD destekli direkt transesterifikasyonu
sonucu elde edilen YAME bilesimi.
YAME Bilesimi YAME kompozisyonu
(% agirhik olarak)
Kaprilik (C8:0) -
Kaprik (C10:0) 0,96 + 0,23
Laurik (C12:0) -
Tridekanoik (C13:0) 2,24 +0,60
Miristik (C14:0) 3,06 +£0,32
Miristoleik (C14:0) 2,05+ 0,48
Pentadekanoik (C15:0) 1,00 + 0,09
Palmitik (C16:0) 25,43 +£0,75
Palmitoleik (C16:1) 6,86 + 0,45
Heptadekanoik (C17:0) 0,25+ 0,04
Stearik (C18:0) 4,32+ 0,74
Oleik (C18:1) 23,87 £ 0,40
Linoleik (C18:2) 15,47 £ 0,60
Linolenik (C18:3) 11,30 £ 0,55
Aragidik (C20:0) 2,17 +0,09
Eikosenoik (C20:1) 1,02 +0,34
Toplam 100,00

Tablo 4.7°de goriildiigii {izere, karistk mikroalg biyokiitlesinin YAME
bilesiminde palmitik (C16:0), palmitoleik (C16:1), stearik (C18:0), oleik (C18:1),
linoleik (C18:2) ve linolenik (C18:3) asit metil esterleri igeriklerinin baskin oldugu
bulunmustur. Mikroalg biyokiitlesinin  bireysel YAME igeriginin ¢alisma
kapsaminda kullanilan ekstraksiyon-transesterifikasyon (iki asamali) ve direkt (in-
situ) transesterifikasyon (tek asamali) deneylerinde elde edilen sonuglarla benzer
oldugu goriilmektedir. Sonu¢ olarak bir 6nceki Bolim 4.3.2°de belirtildigi gibi
uygulanan transesterifikasyon yonteminin karigitk mikroalg biyokiitlesinin YAME
bilesimini genel olarak degistirmedigi (baskin yag asidi bilesenleri ortak), sadece
bireysel YAME konsantrasyonlarinda bir miktar farklilik yarattigi gozlenmistir
(Tablo 4.8).
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4.4. Karisik Mikroalg Biyokiitlesinden Uretilen Biyodizelin
Yakit Ozelliklerinin Degerlendirmesi

Yiiksek verim ic¢in mikroalglerin yiliksek lipit igerigine sahip tiirlerinden
secilmesi istenir. Tiir se¢imi temel olarak biyodizel 6zelliklerini ve biyodizelin
kalitesini belirleyen yag asidi profiline bagli olmaktadir [Bucy et al., 2012], [Valdez-
Ojeda et al., 2015]. Calisma kapsaminda evsel atiksu ortaminda yetistirilen karigik
mikroalg biyokiitlesinin yag asidi profilinin temel olarak palmitik, palmitoleik,
stearik, oleik, linoleik ve linolenik asitten olustugu yapilan GC analizleri sonucunda
belirlenmistir. Literatiirde de benzer sekilde birgok saf mikroalg tiiriiniin yag asidi
profilinde palmitik, palmitoleik, stearik, oleik, linoleik ve linolenik asitleri igerdigi
rapor edilmistir [Mata et al., 2010], [Kumar et al., 2011], [Kaur et al., 2012], [Islam
et al., 2013], [Mandotra et al., 2016]. Diisiik miktarlarda ¢oklu doymamais (linoleik,
linolenik gibi) yag asitleri ve yiiksek oleik asit (C18:1) igeriklerinin biyodizelin
oksidasyon stabilitesini arttirdigi, yiiksek miktarda doymus yag asidi (palmitik ve
stearik gibi) igeriklerinin ise yliksek setan sayisi ve diisiik iyot degeri ile sonu¢landigi
bilinmektedir [Ramos et al., 2009], [Abou-Shanab et al.,2011], [Kaur et al, 2012].
Ayrica mikroalg kiiltiiriiniin yas1 ile yag asidi profilindeki ¢oklu doymamis yag asidi
igerigi arasinda ters bir orant1 oldugu bilinmektedir. Mikroalg kiiltiirlerinin durgun
fazdaki doymus ve tekli doymamis yag asidi miktarlarinin biliylime fazina oranla
daha yiiksek oldugu da rapor edilmektedir [Kaur et al., 2012], [Islam et al., 2013],
Mandotra et al., 2016]. Tablo 4.8’de evsel atiksuda yetistirilen karisik mikroalg
biyokiitlesinin farkli transesterifikasyon yontemleri sonucu elde edilen yag asidi
profili gosterilmektedir. Calisma kapsaminda degerlendirilen karistk mikroalg
kiiltiiri de durgun faz siirecinde hasat edilerek kullanilmis ve Tablo 4.8’de goriildigii
tizere doymus ve tekli doymamis yag asidi miktarlari toplaminin, ¢oklu doymamis

yag asidi miktarindan yiiksek oldugu bulunmustur.
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Tablo 4.8: Evsel atiksuda yetistirilen karisik mikroalg biyokiitlesinin farkli
transesterifikasyon yontemleri sonucu elde edilen yag asidi profili.

Transesterifikasyon yontemi

YAME Bilesimi T (ﬁ/‘;;?'hl Tek(ﬁ;sﬂmhz Mfd?rﬁiff l(i%fk
Kaprilik (C8:0) - - -
Kaprik (C10:0) - - 0,96+0,23
Laurik (C12:0) - 1,27 -
Tridekanoik (C13:0) 2,19 - 2,24+0,6
Miristik (C14:0) 2,62 4,95 3,06+0,32
Miristoleik (C14:0) 1,44 - 2,05+0,48
Pentadekanoik (C15:0) - 0,62 1,00+0,09
Palmitik (C16:0) 36,84 26,72 25,43+0,75
Palmitoleik (C16:1) 1,4 8,94 6,86+0,45
Heptadekanoik (C17:0) - 1,98 0,25+0,04
Stearik (C18:0) 13,26 5,82 4,324+0,74
Oleik (C18:1) 11,21 23,50 23,87+0,40
Linoleik (C18:2) 22,63 14,02 15,47+0,60
Linolenik (C18:3) 8,41 9,83 11,30+0,55
Arasidik (C20:0) - 2,35 2,17+0,09
Eikosenoik (C20:1) - - 1,02+0,34
Doymus 56,35 43,71 41,48
Tekli doymamus 12,61 32,44 31,75
Coklu doymamis 31,04 23,85 26,77
Toplam YAME 100 100 100

'Ektraksiyon-transesterifikasyon yontemi
“Direkt (in-situ) transesterifikasyon yontemi
*MD destekli in-situ transesterifikasyon yontemi
4Aglrhkga toplam YAME icindeki % degerler




Bu calismada elde edilen biyodizel {iriiniiniin oksidasyon stabilitesi, setan
sayist ve iyot degeri direkt olarak Olclilmemistir. Bununla birlikte mikroalgal
biyodizeldeki diisiikk coklu doymamis (C18:2 ve C18:3) yag asidi igerigi ve yiiksek
oleik (C18:1) ve palmitik asit (C16:0) miktarlart nedeniyle, karisik mikroalg
kiiltiiriintin  bu l¢ parametre i¢in verilen spesifikasyonlar1 karsilayabilecegini
gostermektedir. Tablo 4.9°da evsel atiksu ortaminda yetistirilen karistk mikroalg
biyokiitlesinin MD destekli direkt transesterifikasyonu sonrasi elde edilen
(%93,0+4,1 YAME verimine sahip biyodizel {iriinline ait) yag asidi profilinin
literatiirdeki farkli mikroalg tiirleri ile karsilastirilmasi verilmistir. Literatiirde de bir
cok mikroalg tiirlinlin yag asidi profilinde doymus ve tekli doymamis yag asitleri
toplamimin c¢oklu doymamis yag asidi miktarindan fazla oldugu goriilmektedir.
Calisma sonuglari, literatiirdeki saf mikroalg tiirlerinden elde edilen biyodizelin
fizikokimyasal ozelliklerinin ¢ogunun, ASTM D6751 ve EN 14214 biyodizel
standartlar1 tarafindan belirlenen sinir degerleri karsiladigini rapor eden literatiir ile
uyum i¢indedir [Gouveia and Oliveira,2009], [Abou-Shanab et al., 2011], [Rajvanshi
and Sharma, 2012], [Schlagermann et al., 2012], [Chen et al., 2012], [Kaur et al.,
2012]. Sonug¢ olarak bu ozelliklere sahip mikroalglerden iyi kalitede biyodizel

tiretimi saglanabilecegi diisiiniilmektedir.
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Tablo 4.9: Evsel atiksuda yetistirilen karisik mikroalg biyokiitlesinin
transesterifikasyon uygulamalar1 sonrasi elde edilen yag asidi profilinin literatiirdeki
farkli mikroalg tiirleri ile karsilastirilmas.

Yag asidi Profili (Toplam YAME’in Agirhik Bazindaki %’si)

Tekli Coklu
Doymus | Doymamis Doymamis Kaynak
Mikroalg Kiiltiirii | (%0) (%) (%)
Bu calisma
564 126 310 (Ekst./Trans.)
Kangik Kiiltiir Bu calisma
(Scenedesmus sp. | 43,7 32,4 239 U cally
baskin) (in-situ trans.)
Bu calisma
415 318 268 (MD destekli in-situ)
Karisik kiiltiir
(Desmodesmus sp. | 47,0 34,5 18,9 Komolafe et al.,2014
baskin)
Zgi?}%if:‘“s 55,3 16,8 27,9 Mandotra et al., 2016
Scenedesmus sp. 18,6 26,9 30,0 Talebi et al., 2013
Scenedesmus Gouveia and Oliveira,
obliquus 22 & 308 2009
Chlorela vulgaris | 28,6 18,8 331 Gouverggd Oliveira,
2009
Chiorella 9,3 65,2 25,4 Chen et al., 2012
protothecoides
L\lpa””“h'omps's 60,0 20,0 20,0 Teo and Idris 2014
Botryococcus Schlagerman et al.,
braunii 26,5 >/ 68,3 2012

100



5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1. Karisik Mikroalg Biyokiitlesi Uretimi Calismalari

Bu tez caligmasinda mikroalglerden biyodizel {iretimi amaciyla mikroalg
biyokiitlesi tiretiminde, temiz su yerine biyolojik olarak aritilmis evsel atiksu
kullanilarak kendiliginden cogalan tiirler ¢alisilmistir. Bu kapsamda evsel atiksu
aritma tesisi ¢ikis suyu ortaminda iiretilen karistk mikroalg kiiltiiriiniin yaginin
karakterizasyonu ve  biyodizel {retim  potansiyelinin  degerlendirilmesi
hedeflenmistir.

Calisma kapsaminda oOncelikle ¢esitli dogal su ortamlarindan toplanan
mikroalglerin laboratuvar sartlarinda atiksuya ekimi yapilmistir. Atiksuda sabit
bliylime kosullar1 altinda (24+2°C sicaklik, 150 pmol foton/m?sn 151k yogunlugu, pH
degeri 6,5 - 7,0 olacak sekilde siirekli CO, gazi ilavesi ile) kesikli modda calistirilan
reaktorlerde karigik kiiltlirtin atiksuya aklimasyonu saglanmistir. Bu sartlar altinda
atiksudaki azot, fosfor ve cesitli iz elementleri kullanarak ¢ogalan ve zamanla
Scenedesmus tiirlerinin baskin hale geldigi karisik kiiltiirtin, reaktor igindeki
konsantrasyonunun yaklasik olarak 500 mg/L’ye kadar ¢ikartilabildigi gérilmiistiir.

Atiksu igerisindeki niitrient miktarinin diisiik olmas1 (TN=17,2+1,2 mg/L ve
(PO4)'3-P:1,9ﬂ:1,4 mg/L) ve dolayisiyla reaktorlerde yiiksek  biyokiitle
konsantrasyonuna ulagilamamasi nedeniyle, biyokiitlenin yogunlastirilmas1 ve
hasatlanmasi i¢in batik membran filtrasyonu kullanilmistir. Yari-siirekli sekilde
calistirilan batik membran filtrasyonu sayesinde, hem mikroalglerin ihtiyaci olan
besin ortami yenilenmis, hem de mikroalgler biiyiime ortamindan uzaklagtirilmadan
yogun kiiltiir tiretimi saglanmistir. Batik membran filtrasyonu ile reaktor igerisindeki
biyokiitle konsantrasyonunun yaklasitk 3000 mg/L’ye kadar c¢ikarilabildigi

gorilmiistiir.
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5.2. Hiicresel Bilesenlerin Belirlenmesi Calismalari

Karisik mikroalg biyokiitlesinin hiicresel bilesenlerini olusturan protein,
karbonhidrat ve lipit i¢eriklerinin karakterizasyonu ¢alismalar1 yiiriitiilmiistir. Evsel
atiksu ortaminda yetistirilen ve durgun biiyiime fazinda hasat edilen mikroalg
biyokiitlesinin protein ve karbonhidrat igerikleri biyokiitle agirligi bazinda sirasiyla
%33 ve %32,6 olarak belirlenmistir. Literatiirde saf tiirler kullanilarak
gergeklestirilen caligmalarla karsilastirildiginda, bu calismada kullanilan karisik
mikroalg biyokiitlesinin protein ve karbonhidrat igeklerinin literatiir ile uyum
igerisinde oldugu goriilmiistiir. Ayrica kuru mikroalg biyokiitlesinin ASTM D2015
standart metoduna gore analiz edilen 1s1l degeri 21,7 MJ/kg olarak bulunmus ve bu
calismadaki karisik mikroalg kiiltiirii igin Olgiilen 1s1l degerin, literatiirdeki saf
kiilttirlerin 1s11 degerleri ile benzer oldugu goriilmiistiir.

Mikroalg biyokiitlesinin toplam lipit igeriginin (polar ve nétral lipit toplami)
belirlenmesi c¢alismalarinda ise, literatiirde de mikroalgal lipitler i¢in en c¢ok
kullanilan ve gravimetrik 6lgtime dayali bir metot olan Bligh and Dyer metodu
modifiye edilerek uygulanmistir. Ekstraksiyon ¢alismalarinda metodun olusturulmasi
asamasinda BG-11 besin ortaminda yetistirilen karisik mikroalg biyokditlesi
kullanilmistir. Calisma kapsaminda farklit ¢0ziicii ve biyokiitle oranlarinin
ekstraksiyon verimi iizerine etkisi incelenmistir. Gergeklestirilen ekstraksiyon
¢aligmalar1 sonucunda Bligh and Dyer metodunun, modifiye edilerek kullanilmasi ile
lipitlerin ekstraksiyonu i¢in uygun ve etkili bir yontem oldugu bulunmustur. Ayrica
hiicresel pargalamayir desteklemek ve lipitlerin hiicreden ekstraksiyon solventine
gecisini kolaylagtirmak amaciyla tez calismasi kapsaminda mikrodalga ve ultrases
uygulamalar1 da denenmistir. Yapilan denemeler soucunda ultrases ve mikrodalganin
hiicresel parcalamay1 arttirdigi goriilmiistiir. Mikrodalga uygulamasi sonrasi
gerceklestirilen lipit ekstraksiyonu verimi %36, ultrases uygulamasi sonrasi
gerceklestirilen lipit ekstraksiyonu verimi (ultrases siiresine bagli olarak) %24,4 — 38
arasinda Ol¢iilmiistiir. Bununla birlikte kullanilan hiicre par¢alama metotlar1 sirasinda
hiicredeki lipitin yani sira karbonhidrat ve protein gibi diger hiicre bilesenlerinin de
ekstraksiyon solventine gectigi [Suali and Sarbatly, 2012] disiiniilmiis ve sonug
olarak lipit ekstraksiyonu veriminin yiiksek 0l¢iildiigii goriilmistiir. Bu durum bir

sonraki biyodizel iiretimi asamasinda lipitin biyodizele doniisiim verimini diislirecegi
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gibi ayn1 zamanda ekstraksiyon i¢in fazla enerji tiiketimine sebep olmaktadir. Bu
nedenle lipit ekstraksiyonu i¢in modifiye Bligh and Dyer metodunun hiicresel lipitin
ekstraksiyonu i¢in uygun ¢oziici ve biyokiitle oranlarinda yeterli olacagi, enerji
gerektiren hiicre pargalama metotlarina da gerek olmadigi sonucuna varilmistir.
Yapilan denemeler sonucunda evsel atiksu ortaminda yetistirilen ve zamanla
Scenedesmus tiirlerinin baskin hale geldigi karigik mikroalg kiiltiiriiniin durgun
fazdaki lipit igerigi %26,2+0,6 olarak ol¢iilmiistiir. Ayrica BG-11 sentetik besin ile
beslenmeye baglanilan ve logaritmik (biiylime) fazdaki karisik mikroalg kiiltiiriine ait
lipit igerigi ise %26-28 olarak bulunmustur. Fakat zaman icerisinde BG-11 besin
ortaminda Chloroccum tiirlerinin baskin hale geldigi ve durgun fazdaki kiiltiirtin lipit
iceriginin tiirden ve besin ortamindan kaynakli olarak %26-28’den %18’e diistiigii
belirlenmistir.

Tez calismas1 kapsaminda mikroalg biyokiitlesinin toplam lipit (nétral ve polar
lipitler) igeriginin yamisira noétral lipit (toplam gliseritler: tri-di-monogliseritler)
igeriginin belirlenmesi amaciyla da lipit analizi ¢alismalar gergeklestirilmistir. Lipit
sinifi bakimindan gliseritler polar lipitlerden daha diisiik doymamislik derecesine
sahip ve dolayisiyla biyodizele doniisiim i¢in daha uygun olduklarindan ekstrakte
edilen lipit 6rneklerine GC yontemi kullanilarak gliserit analizleri yapilmistir. GC’de
TG (toplam gliserit) analizleri hem evsel atiksu ortaminda (Scenedesmus sp. baskin),
hem de BG-11 besin ortaminda (Chlorococcum sp. baskin) yetistirilen karigik
mikroalg Dbiyokiitleleri i¢in gergeklestirilmistir. Buna goére 25 mg kuru
biyokiitlelerden Bligh and Dyer metodu ile ekstrakte edilen mikroalgal lipit
orneklerinin TG igerikleri, %26 lipit icerigine sahip Scenedesmus tiirleri i¢in %74,4
(g TG/g lipit), %18 lipit igerigine sahip Chlorococcum tiirleri igin %70 (g TG/g lipit)
olarak bulunmustur. Mikroalgal lipitlerin icerdigi TG miktarinin yiiksek olmasi
sebebiyle, 6zellikle evsel atiksu ortaminda iiretilen tiirlerin biyodizele doniisiim igin

uygun olduklar1 sonucuna varilmaistir.
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5.3. Transesterifikasyon Calismalar

Kuru mikroalg biyokiitlesinden biyodizel tiretiminde asit katalizorli ti¢ farkli
transesterifikasyon yontemi kullanilmistir. Mikroalglerden yiiksek verimde biyodizel
elde etmek amaciyla denenen yontemler; ekstraksiyon-transesterifikasyon (iki
asamali), direk (in-situ) transesterifikasyon (tek asamali) ve mikrodalga destekli in-

situ transesterifikasyon uygulamalarindan olugsmaktadir.

¢ Ekstraksiyon-Transesterifikasyon Deneylerinden Elde Edilen Sonuglar
Transesterifikasyon uygulamalarinin yiiriitiildiigii ¢alismalarda ilk olarak iki
asamali transesterifikasyon olarak tanimlanan biyokiitleden lipitin ekstraksiyonu
(Bligh and Dyer yontemi ile) ve ardindan lipitin transesterifikasyon reaksiyonu ile
YAME’e doniistiiriilmesi denenmistir. Geleneksel 1sitma (su banyosu) yontemi
kullanilarak gergeklestirilen iki asamali transesterifikasyon denemeleri, atiksu
ortaminda ve BG-11 besin ortaminda yetistirilen kuru mikroalg biyokiitleleri i¢in
degerlendirilmistir. Reaksiyon parametrelerinde optimizasyona gidilmeden, sadece
literatlirdeki iki ekstraksiyon-transesterifikasyon yonteminden [Johnson and Wen,
2009], [Abou-Shanab et al., 2011] faydalanilarak gerceklestirilen deneylerde, elde
edilen YAME verimlerinin genel olarak diisiik oldugu gozlemlenmistir. Yapilan
denemeler sonucunda elde edilen en yiiksek biyodizel (YAME) verimleri (Deneme
2) degerlendirildiginde, atiksu ortaminda yetistirilen karisik mikroalg (Scenedesmus
sp. baskin) biyokiitlesinin doniisiim veriminin %24-%36 (Y AME/lipit), BG-11 besin
ortamindaki karisik mikroalg (Chlorococcum sp. baskin) biyokiitlesinin doniisiim
veriminin ise %12-%16 (YAME/lipit) oldugu bulunmustur. Ayn1 metot igin
(Deneme 2) mikroalg lipitlerinin igerdigi TG miktar1 baz alinarak elde edilen YAME
verimleri ise Scenedesmus tiirleri i¢in %32-%48 (YAME/TG) Chlorococcum tiirleri
i¢cin %17-%23 (YAME/TG) olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar iki mikroalg
kiiltiiriine ait lipitlerin icerdigi TG miktarlar1 yiiksek olmasina karsin, bu ¢alismada
uygulanan transesterifikasyon metotlar1 ve sartlar1 i¢in yiiksek biyodizel (YAME)
verimleri saglanamadigimi gostermistir. Kinetik agidan reaksiyonunu hizlandirmak
amaciyla deneylerde kullanilan yiiksek katalizér konsantrasyonlari ve yiiksek
reaksiyon sicakliklarinin  (90°C) disiik YAME verimlerine neden oldugu

disiiniilmektedir.
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Transesterifikasyon sonrasi elde edilen YAME bilesiminin belirlenmesi igin
yapilan GC analizleri sonucunda ise Scenedesmus tiirleri ve Chlorococcum tiirlerinin
baskin oldugu karisik mikroalg kiiltiirlerinin YAME bilesiminde; palmitik (C16:0),
stearik (C18:0), oleik (C18:1) ve linoleik (C18:2) ve linolenik (C18:3) asit metil
esterleri bilesenlerinin ortak ve baskin oldugu bulunmustur. Iki mikroalg kiiltiirii
ortak YAME bilesimine sahip olmalarina ragmen, bireysel YAME
kompozisyonlarinin (miktarlari) tiire ve biliylime ortamina bagli olarak birbirlerine

gore degisiklik gosterdigi bulunmustur.

e Direkt (in-situ) Transesterifikasyon Deneylerinden Elde Edilen Sonuglar

Caligma kapsaminda denenen bir diger yontem kuru mikroalg biyokiitlesinden
lipitlerin tek adimda ekstrakte edildigi ve biyodizele (YAME) doniisiimiiniin
saglandigi  direkt (in-situ) transesterifikasyon yontemidir. Direkt (in-situ)
transesterifikasyon deneyleri metanol ve siilfiirik asit (H,SO,) varliginda, geleneksel
1sitma (su banyosu) yontemi kullanilarak, evsel atiksu ikincil aritim ¢ikis suyunda
yetistirilen ~ kuru  mikroalg biyokiitlesi  (Scenedesmus sp. baskin) igin
gerceklestirilmistir. Es zamanli ekstraktif-transesterifikasyon prosesi olarak da
tanimlanan bu yontemde, hiicrelerin parcalanmasini desteklemek ve hiicre igindeki
lipitin ekstraksiyonunu arttirmak amaciyla kloroform ve n-hekzan co-solvent olarak
reaksiyon karisiminda kullanilmigtir. Ayni reaksiyon sartlarinda (5 mL metanol, 4
mL co-solvent ve 50 uL H,SO, ve 65°C sabit sicaklikta) farkli co-solventlerin
YAME verimi tizerine etkisi degerlendirilmistir. Sabit reaksiyon kosullarinda
gergeklestirilen deneyler sonucunda, co-solvent olarak kloroform ile n-hekzana
kiyasla daha yiiksek YAME verimleri elde edilmistir. n-Hekzana gore kloroformun
ekstraksiyon performansinin yiiksek oldugu ve dolayisiyla kloroformun kullanildig
reaksiyon ortaminda daha yliksek YAME doniisimii saglandigi goézlenmistir.
Reaksiyon siiresinin YAME verimi tlizerine etkisi degerlendirildiginde ise, genel
olarak reaksiyon siiresinin arttirtlmasi ile kloroform ve hekzan icin YAME
verimlerinde artis oldugu goriilmiistiir. En yiiksek YAME verimleri kloroform
kullanildiginda %82,1£3,9 (YAME/lipit), n-hekzan kullanildiginda ise %55,3£3,9
(YAME/lipit) olarak 7 saatlik reaksiyon siiresinde elde edilmistir. Fakat bu siireden
fazla devam eden reaksiyon siiresinde YAME verimlerinin her iki co-solvent
kullanim1 i¢in azaldigr goriilmiistiir. YAME verimlerindeki azalmanin, 7 saatten

sonraki reaksiyon siirelerinde siilfiirik asit ile serbest yag asitlerinin
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parcalanmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Bu durum ayrica geri devirli
bir reaksiyon olan transesterifikasyonda, reaksiyonda asir1 metanol kullanimina bagh
olarak reaksiyonun girenler yoniine kaymasi ve dolayisiyla YAME veriminin
diismesi ile de aciklanabilmektedir.

Calisma kapsaminda atiksu ortaminda yetistirilen karigik mikroalg
biyokiitlesinden direkt (in-situ) transesterifikasyon uygulamasi ile elde edilen YAME
verimleri, ekstraksiyon-transesterifikasyon uygulamalar ile elde edilen verimlerden
yiikksek bulunmustur. Literatiirde de benzer sekilde in-situ transesterifikasyon
yontemi ile ekstraksiyon-transesterifikasyon yontemine gore daha yiiksek biyodizel

verimleri elde edildigini bildiren ¢ok sayida ¢alisma rapor edilmistir.

e MD Destekli Direkt (in-situ) Transesterifikasyon Deneylerinden Elde Edilen
Sonuglar

Tez galismasi kapsaminda mikroalg biyokiitlesinden kisa reaksiyon siirelerinde
yiiksek biyodizel doniigiimleri saglamak amaciyla MD destekli direkt (in-situ)
transesterifikasyon yontemi denenmistir. Deneylerde metanol, kloroform ve asit
(H2SO,) katalizor miktarlari, reaksiyon siiresi ve reaksiyon sicakligi parametrelerinin
YAME verimi iizerine etkisi incelenmistir. MD deneylerinde co-solvent olarak daha
iyi lipit ekstraksiyon performansi gostermesi nedeniyle sadece kloroformun etkisi
degerlendirilmistir. Yapilan deneyler sonucunda artan katalizor miktari, metanol
miktari, reaksiyon siiresi ve reaksiyon sicakligi parametrelerinin YAME verimi
izerine pozitif etkisinin, kloroformun ise negatif etkisinin oldugu goriilmiistiir. MD
destekli direkt transesterifikasyon caligmalar1 sonucu elde edilen en yiliksek YAME
verimleri reaksiyon siiresi 20. ve 25. dakikalar i¢in sirasiyla %89,1£1,8 ve
%93,0+4,1 olarak ve reaksiyon sicakligi 100-120°C i¢in sirasiyla 90,9+2,7 ve
%91,9+0,5 olarak bulunmustur.

MD destekli transesterifikasyon yontemi c¢alismada kullanilan diger
transesterifikasyon yontemleri ile kiyaslandiginda, MD uygulamasi ile oldukc¢a kisa
reaksiyon siirelerinde (20-25 dk) yiiksek biyodizel verimleri elde edilmistir. Sonug
olarak mikroalglerden biyodizel iiretiminde MD destekli in-situ transesterifikasyon
yonteminin, geleneksel 1sitmay1 (su banyosu) kullanan transesterifikasyon yontemine

gore lipitleri biyodizele doniistiirmede daha etkili oldugu goriilmiistiir.
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5.4. Mikroalgal Biyodizelin Karakterizasyonunun
Degerlendirilmesi

Evsel atiksu aritma tesisi ikincil aritim ¢ikis suyunda {iretilen karisik mikroalg
kiiltiirtinden transesterifikasyon yontemi ile elde edilen biyodizel {iriiniiniin YAME
profilinde, palmitik (C16:0), palmitoleik (C16:1), stearik (C18:0), oleik (C18:1),
linoleik (C18:2) ve linolenik (C18:3) asit metil esteri igeriklerinin baskin oldugu
bulunmustur. Ayrica YAME bilesimindeki doymus ve tekli doymamis yag asidi
miktarlar1 toplami, ¢oklu doymamis yag asidi miktarindan yliksektir. Caligma
sonuglar yiiksek oranda toplam lipit ve TG igerigine sahip olan bu karisik kiiltiiriin,
1yl kalitede biyodizel iiretimi i¢in uygun ve siirdiiriilebilir bir hammadde kaynagi
olabilecek yag asidi kompozisyonuna sahip oldugunu gostermistir. Calisma sonuglari
ayrica evsel atiksu aritma tesisi ikincil aritim desarj suyuna adapte olarak iireyen
karisik kiiltiiriin, sentetik besin ve temiz su kullanarak iiretilen saf kiiltiirlerle benzer
kalitede ve miktarda lipit irettigini ve dolayisiyla daha az maliyetli bir alternatif
ortaya koydugunu gostermistir.

Atiksu ortaminda iiretilen mikroalg Dbiyokiitlesinin transesterifikasyon
reaksiyonu ile biyodizele doniistiiriilmesi prosesinde, biyokiitle liretim maliyetinin
diisiiriilmesi tiim proses maliyeti agisindan 6nemli bir uygulamadir. Ustelik atiksuda
iretilen biyokiitlenin biyodizele doniistiirildiikten sonra, kalan atik kisminin
yakilmasi ile de enerji elde edilebilmesi miimkiindiir. Bu sayede hem enerji liretimi
saglanmig, hem de prosesten kaynakli atik miktart da azaltilmis olacaktir.

Evsel atiksu artima tesisi desarj suyu haricinde, azot ve fosfor
konsantrasyonlar1 yiiksek olan farkl atiksular da (anaerobik ¢iiriitiicii ¢ikis suyu gibi)
mikroalg tretimi i¢in kullanilabilir. Mikroalgler i¢in gerekli inorganik karbon

kaynag ise ¢liriitiiciiden ¢ikan CO, gazi kullanilarak saglanabilir.
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EKLER

EK A: Tez Calismas1 Kapsaminda Yapilan Yayinlar

Soydemir G., Keris-Sen U.D. , Sen, U., Gurol M.D., (2016), “Biodiesel production
potential of mixed microalgal culture grown in domestic wastewater”, Bioprocess
and Biosystems Engineering, 39, (1) 45-51.

EK B: Aciklamalar

GC ile toplam gliserit (TG) analizinin kalibrasyonu i¢in kullanilan standartlarin

iceri8i Ve bu standartlardan triolein i¢in olusturulan kalibrasyon grafigi.

Tablo B1.1: Gliserit kalibrasyonunda kullanilan standartlarin icerigi

Standard Monoolein  Diolein  Triolein IS-1 IS-2  MSTFA
No (nL) (uL) (L) (uL) (uL) (uL)
STD1 60 150 150 40 50 100
STD 2 94 200 200 40 50 100
STD 3 124 250 250 40 50 100
STD 4 160 300 300 40 50 100
950
850 -
+*
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% >
< 950 1
450 + ¢
350 + y = 826,73x R?=0,9664
250 T T T T T T
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Sekil B1.1: Lipit Analizi i¢in TG Kalibrasyon Grafigi (referans data triolein
standardina ait)
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Evsel atiksu ortaminda yetistirilen mikroalg biyokiitlesinin ve soya yagi

standardinin toplam gliserit analizi sonucunda elde edilen GC kromatogramlari.
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Sekil B1.2: Ekstrakte edilen mikroalg biyokiitlesinin gliserit analizi sonucu elde
edilen GC kromatogrami
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Sekil B1.3: Soya yagimnin gliserit analizi sonucu elde edilen GC kromatogrami
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GC’de  YAME analizi i¢in olusturulan kalibrasyonda, bireysel YAME

bilesenlerinden oleik asit metil esterine (C18:1) ait kalibrasyon egrisi.
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Sekil B1.4: YAME i¢in Kalibrasyon Grafigi (referans data oleik asit metil ester
standardina ait)
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Direkt (in-situ) transesterifikasyon deneylerinden elde edilen YAME verimleri
(Reaksiyon sartlari: 100 mg kuru mikroalg biyokiitlesi i¢in 5 mL metanol, 4 mL co-
solvent ve 50 pL H,SO4 karisimi ve 65°C sabit reaksiyon sicakligi).

Tablo B1.2: Direkt (in-situ) transesterifikasyonda reaksiyon siiresi ve co-solventin
(kloroform ve n-hekzan) YAME verimi tizerine etkisi

Reaksiyon % YAME (lipit agirhg bazinda)
siiresi (saat)  Kloroform  n-Hekzan

2 61,1+3,3 36,3+3,8

3 65,3+3,8 41,9433
4 63,042,7 45,0425
5 65,6+3,3 43,542.8
6 69,843,3 51,143,3
7 82,1+3,9 55,343,9
8

73,3+4,9 42,4+2.7
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