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FARKLI CHLORELLA TURLERININ BIYODIZEL VE ATIK SU ARITIMINDA
KULLANILMAK UZERE URETIMI

OZET

Bu c¢alismada farkh tirde (Chlorella variabilis, Chlorella ESP-6, Chlorella
protothecoides) mikroalglerin laboratuar ortamindaki tretim kogullari incelenmis, yag
Uretkenligini arttirmaya etki eden gevresel ve kimyasal parametreler arastiriimistir.
Mikroalg Uretimi icin tasarlanan en uygun fotobiyoreaktdr kalinhdi, besin ortamina
uygulanan azot kisitlamasi(stres), farkli i1sik kaynaklarinin ve siddetlerinin etkileri,
aydinlhik-karanlik déngusi etkileri ile heteretrof ve miksotrof kosullarin etkileri
arastinlmistir. Ayni zamanda en uygun sartlarda yetistirilen mikroalglerden elde
edilen yagdlarin yag asidi dagihimlari incelenmig, biyodizel Uretiminde hammadde
kaynagi olarak kullanilabilirligi degerlendirilmistir. Deneysel ¢alismalar sonucunda,
en uygun fotobiyoreaktor kalinhgi 8 cm’yi gegcmeyecek sekilde tasarlanmistir. Azot
kisittamasinin Chlorella variabilis ve Chlorella ESP-6 turi mikroalglerin yag
iceriklerini artirdigi, Chlorella protothecoides  tirld igin ise etkisi olmadigi
belirlenmigstir. Her tir mikroalg icin 4Kliks isik siddetinde led aydinlatma ile
miksotrof kosullarda yetistiriimesi ile en yiksek mikroorganizma derisimi C.variabilis,
C.ESP-6 ve C.protothecoides igin sirasiyla, 0,84, 0,41 ve 0,95 g/L olarak, yag
verimliligi ise sirasiyla, 6,4x107%, 2,7x103, 11,8x107 g/Lxgiin olarak elde edilmistir.
Surekli aydinlatma Chlorella variabilis ve C. protothecoides tirleri igin uygun
bulunurken, C.ESP-6 igin 14h aydinlik 10h karanlik déngusu uygun olarak
belirlenmigtir. Ayrica, Chlorella variabilis ve C. ESP-6 turl mikroalglerin beyaz esya
ve gazl icecek endustrisi atiksularinin aritiimasinda kullanilabilirlikleri arastiriimistir.
Sonu¢ olarak mikroalg uretim kosullarinin degerlendirilerek amaca uygun
yetistiriimesi ayni zamanda mikroalglerin atiksu aritiminda etkin olarak kullaniimasi
gelecek uygulamalar i¢in umut verici olmugtur.

Anahtar Kelimeler: Aritma, Chlorella Tirleri, Mikroalg, Yag Asidi, Yag icerigi.
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PRODUCTION OF DIFFERENT CHLORELLA SPECIES USED IN BIODIESEL
AND WASTE WATER TREATMENT

ABSTRACT

In this study, the production conditions of different types of microalgae (Chlorella
variabilis, Chlorella ESP-6, Chlorella protothecoides) were investigated and the
environmental and chemical parameters affecting the oil productivity were
investigated. The most suitable photobioreactor thickness designed for microalgae
production, nitrogen restriction (stress) applied to the nutrient media, effects of
different light sources and intensity, effects of light-dark cycle and heterotrophic and
mixotrophic conditions were investigated. At the same time, the fatty acid distribution
of the oils obtained from the microalgae grown under the optimum conditions were
examined and their usability as a source of raw materials in biodiesel production
were evaluated. As a result of experimental studies, optimum photobioreactor
thickness is designed not to exceed 8 cm. Chlorella variabilis and Chlorella ESP-6
microalgae have increased oil content with nitrogen restriction and it has been found
that it has no effect for Chlorella protothecoides species. For all types of microalgae,
the highest microorganism concentration (g / L) as a result of mixotrophic cultivation
with led illumination at a intensity of 4 Klux (0,84 (C. var.), 0,41, (C.ESP-6), 0,95 (C
.proth.)) and oil yield (g / Lxday) ((6,4x10° (C. var.), 2,7x10° (C.ESP-6), 11,8x10°
(C.proth.)). Constant illumination for Chlorella variabilis and Chlorella protothecoides
while Chlorella ESP-6 is suitable for 14 h bright 10 h dark cycle. In addition, white
goods and fizzy drink industry wastewater tratment ability of Chlorella variabilis and
Chlorella ESP-6 wastewater have been investigated. As a result, the microalgae
cultivation conditions and wastewater treatment abilities are promising for future
applications.

Keywords: Wastewater Treatment, Chlorella Species, Microalgae, Fatty Acid, Lipit
Content.
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GiRiS

Petrol kaynakli yakitlarin, enerji kaynagi olarak kullaniimasinin ¢evreye olumsuz
yonde etkileri tartisilmaktadir. Bununla birlikte gelecekte petrol kokenli kaynaklarin
artan enerji talebini karsilayamayacagi dusunilmektedir. Bu ylzden hayvansal,
bitkisel ve atik yaglardan Uretilen biyodizel calismalari hiz kazanmistir. Ancak
hammadde kaynagi olarak disundlen bu yadlarin miktarlari biyodizel taleplerini
karsilamakta yetersiz kalir. Cevre dostu proseslerle yenilenebilir kaynaklardan
Uretilmesi, toksik olmamasi, guvenli kullanimi, biyolojik olarak bozunmasi ve karbon
emisyonunu degistirmemesi, duslik emisyon Ozelliklerine sahip olmasi nedeniyle
biyodizelin 6nemi giderek artmaktadir. Bu 6zellikler, deniz tasitlarinda, milli parklar
ve ormanlarin yaninda, hava Kirliliginin yUksek oldugu kentlerde, kent igi
tasimacilikta biyodizel kullanimini ideal yapmaktadir. Biyodizel hammaddesi olarak
kullanilacak yaglar temel olarak tge ayrilir. Birinci nesil yaglar, yiyecek maddesi
olarak kullanilan yaglar ve bunlarin atik halleridir. ikinci nesil yaglar, kastor, jatropha
gibi besin kaynagi olarak kullaniimayan bitkilerin yaglarndir (Kutluk, 2013). Uglncl
nesil yaglar ise mikroalgler gibi biyokUtlesinde yag biriktiren mikroorganizmalardan
elde edilen yaglardir. Biyodizel temel olarak doért yontemle elde edilir bunlar;
seyreltme, mikroemilsiyon, piroliz ve transesterlesme ydntemleridir. Biyodizel,
yaygin olarak yaglarin kisa zincirli alkollerle transesterlesme tepkimesi sonucunda
Uretilir. Bu tepkime asidik, alkali ve enzimatik katalizérler ile gergeklestirilir. Asidik
katalizorler korozif yapili ve yavas tepkime verdigi igin ¢ok tercih edilmemektedir.
Alkali katalizorler ise duslk, sicaklik ve basingta ylksek biyodizel donisimi
saglamalarina karsin sabunlagsma tepkimelerineneden olarak verimi dusurur (Taher,
2011). Enzimatik katalizér olarak kullanilan lipazlarin tercih edilme nedeni, disuk
sicaklikta calisabilmeleri, yag molekullerini pargalayabilmeleri ve tutuklanarak
drinden ayrilip tekrar kullaniminin gergeklestirilebilmesidir. Uretimde katalizér
olarak enzimlerin kullanimi, 1hmli tepkime kosullari ile alternatif bir yontem
olmaktadir. Yan urun gliserinin biyodizelden ayrilmasi kolay ve atik su miktari daha
azdir. Enzimlerin pahali olmasi Uretimin ticarilesmesini kisittamaktadir. Ancak
gelisen genetik muhendisligi teknikleri kullanilarak elde edilen enzimlerin uygun

desteklere tutuklanmasiyla maliyet azaltilabilir (Kutluk, 2013).



Mikroalgler, hicre icinde barindirdiklari protein, karbonhidrat, yad asitleri, vitamin,
mineral, pigmentler ve 6nemli bilesikleri nedeniyle insanlar tarafindan baslica besin
destedi olmak Uzere degisik amaglarla kullaniimaktadirlar (Neenan,1986). Biyodizel
uretimi icin hammadde kaynagi olarak mikroalglerden yararlanma konusunda
calismalar 6zellikle Avrupa Ulkelerinde artmaktadir. Bu amagla yag icerigi ve
buyume hizi ylksek mikroalg tirlerinin belirlenmesi ¢alismalarinin yaninda, hicre
icinde mevcut yag iceriginin arttinilmasini uyaran stres kogullarinin belirlenmesine
yonelik arastirmalar giderek artmaktadir. ilk olarak Solar Enerji Arastirma Enstitisi
biyoyakit olarak algal yaglarin kullanimi Gzerinde durmustur (Bulut, 2009).
Mikroalgler karasal bitkiler gibi gines 1s1g1 ve karbondioksiti kullanarak lipit
biriktirebilirler. Hizh ve kararli ¢codalmalari nedeniyle bitkilerinden daha fazla Grln
verimliligine sahip organizmalardir. Bu fotosentetik canlilar fotosentez sonucu
oksijen Uretmektedirler. Ayrica olumsuz c¢evre kosullarina karsi tepki olarak
metabolizmalarinda degisiklige gidebilirler. Chlorella ve Neochloris tirlerinin besin
eksikligi olan ortamda kultire alinmalari ile kuru hicre agirliklarinin %60’ina kadar
lipit biriktirebilirler (Siaut, 2007). Mikroalgler, hizli ve genis ¢aph Uretilebildigi icin
diger yag kaynaklarina gore avantajlidir. Ayrica mikroalgler, yag bitkilerine gore
birim biyokitlelerinde daha fazla yad bulundururlar. Mikroalglerin baylmesi icin 1sik,
karbondioksit, su ve inorganik tuzlara gereksinim vardir. Sicaklik 20 °C ile 30 °C
araliginda olmalidir. Kuru agirliklarinin yaklasik % 50’sini karbon olusturmakta olup,

bu karbonun tum( karbondioksitden karsilanmaktadir (Miron ve dig., 2003).

Bu tez calismasinda, farkl tirde (Chlorella variabilis, Chlorella protothecoides,
Chlorella ESP-6) mikroalglerin Gretim kosullari incelenmis yag verimliligini arttirmaya
yonelik Uretim kosullara etki eden cevresel ve kimyasal etkiler (Besi ortami,
uygulanan azot kisitlamasi, farkl 1sik gsiddetleri ve aydinlik-karanlik déngisu, vb.)
arastinlmigtir.  Ayni zamanda mikroalglerden elde edilen yaglarin biyodizel
uretiminde hammadde kaynag olarak kullanilabilirligi degerlendirilmistir. Calismaya
ek mikroalglerin farkh tir atik su aritma yetenekleri incelenmis ve aritma sonunda
elde edilen mikroalg yagdlarinin biyodizel uretiminde hammade olarak kullanilabilirligi

de arastirilmistir.



1. GENEL BILGILER

Bu boélimde mikroalgler, Gretim prosesleri, Uretime etki eden parametreler, atik su

ortaminda kullanimlarina iliskin on bilgiler verilecektir.

1.1. Mikroalgler

Mikroalgler ilk olarak 1970’li yillarda enerji kaynagi olarak degerlendirilmig, fakat
Uretim maliyeti ve teknik kisitlamalar ticari gelisimini sinirlamistir. 1980°li yillardaki
arastirma-gelistirme ve teknoloji alanindaki gelismeler mikroalglerin ticari
potansiyelinin arastirimasina olanak saglamistir (Tran ve dig., 2012). Mikroalgler;
prokaryotik ya da okaryotik, fotosentetik yapiya sahip, dinya Uzerindeki en eski
mikroorganizmalardan biri olarak kabul edilir. Tek hiicreli ya da basit ¢cok hicreli
yapilarindan dolay! zor sartlarda c¢ok hizli buylyebilirler (Lam ve Lee, 2011).
Bahsedilen mikroalgler, ¢api 2 um’den kiglk olan mikroorganizmalardir. Mikroalgler
atmosferdeki CO.'in buylk bir kismini sabitleme yetenegine sahiptir, ayrica
atmosferdeki oksijenin yaklasik %40-50’sine katkida bulunurlar. Mikrolagler
fotosentez yoluyla Uretilen kiresel biyokutlenin yalnizca %0,2’sini olusturmalarina
ragmen, kiresel sabitlenmis organik karbonun yaklasik %50’sini saglamaktadirlar
(Darzins ve dig., 2010). Mikroalglerin protein ve karbonhidrat igerikleri kuru biyokutle
agirliklarina goére yaklasik %50’e kadar gikmakta, maksimum lipit icerigi ise agirlikga
%40’a gelmektedir. Chlorella turt mikroalgler, Chlorella vulgaris, Chlorella
variabilis,Chlorella stigmatophora, Chlorella sorokiniana, Chlorella zofingiensis ve
Chlorella pyrenoidosa, Chlorellaprotothecoides,Chlorella ESP-6 olarak siralanabilir.
Mikroalglerin tlrine ve uretim kogsullarina gore icerdikleri lipit bilegsimleri degisiklik
go6stermektedir. Chlorella protothecoides tirl mikroalgin icerdigi lipit miktari da diger
turlere gore yuksektir (Singh ve Gu, 2010). Mikroalgal lipitler, yiksek eneriji icerigine
sahiptir. Bazi mikroalg turleri triacilgliseridleri (TAGs) icerir. Bu lipitler, yagli tohumlu
bitkilerinden elde edilen TAGs’e benzer olup biyodizele dénustirilebilirler. Tablo
1.17’de yaygin rastlanan farkli mikroalg turlerinin igerdikleri lipit miktarlari Tablo 1.2’

de ise karbonhidrat ve protein miktarlar verilmigtir.



Tablo 1.1. Yaygin rastlanan mikroalg turlerinin lipit icerigi ve verimlilikleri (Elcik ve
Cakmakel, 2017; Singh ve Gu, 2010)

Mikroalg tur Maksimum Yag Yag verimliligi (mg/L.gun)
icerigi (%)

Chlorella emmersonii 63,0 50,0
Chlorella protothecoides 58,7 1214
Chlorellasorokiniana 22,0 447
Chlorella vulgaris 58,0 40,0
Chlorella sp. 48,0 42.1
Chlamydomonas rheinhardii 17,0 48,0
Chlorococcum sp. 19,3 53,7
UMACC 112

Dunaliella salina 32,0 57,0
Scenedemus quadricauda 18,4 35,1
Scenedemus F&M-M19 19,6 40,8
Scenedemus sp. DM 21,1 53,9
Tetraselmis sp. F&M-M34 41,7 43,4




Tablo 1.2. Yaygin rastlanan mikroalg turlerinin karbonhidrat ve protein miktarlari
(Altin, 2017)

Mikroalg tirl Karbonhidrat (%) Protein (%)
Chlorella vulgaris 6-10 25-30
Scenedemus obliquus 10-17 50-56
Spirulina platensis 8-14 46-63
Pavlova lutheri 11-13 28-31
Isochyrsis sp. 26-28 21-24
Chlorella prothecoides 15-17 10-12
Prymnesium parvum 25-33 28-45
Dunaliella salina 32-33 57-60
Porphyridium cruentum 32-33 17-19
Chlamydomonas rheinhardii 17-20 48-50
Chlamydomonas sp. 33-35 17-20

Chlorella mikroalg turlerinin genel sistematigi asagidaki gibidir ( URL-1).

Alem: Protista (Bitkiler ve Hayvanlar)
B&lim: Chlorophyta (Yesil algler)
Sinif: Trebouxiophyceae

Takim: Chlorococcales

Aile: Chlorellaceae

Cins: Chlorella

YV V. V V V VYV VY

Tar: Chlorella variabilis,protothecoides, ESP-6

Chlorella, tek hicrelidir. Bunyesinde, vitamin, protein, mineral, aminoasitler, nikleik
asitler (RNA, DNA), temel yag asitleri, enzimler ve karotenoid barindirir. Hicre %
50-60 oraninda proteinden olusmakta olup klorofil'in dogada bilinen en yuksek
kaynagidir. Ayrica demir, iyot, ¢inko, magnezyum, fosfor ve kalsiyum igerir.
Chlorella, sigir karacigerinin icermekte oldugu Bi, vitamininden daha fazla Bi»
vitamini icermektedir (Bulut, 2009). Hiicreler genellikle 5-8,5 ym g¢apindadir. ismini,

Latince'de 'kuglk, taze yesil' anlamina gelen klorofilden alir. Bilinen en eski



canlilardan ve besin kaynaklarindan biridir. ilk saf kultiirii Hollandali mikrobiyolog M.
J. Beijerinck tarafindan 1890 yilinda yapilmistir. Sekil 1.1 Chlorella variabilis’in 1500

kat buyutulerek ¢ekilen mikroskop gérinttsuddr.

Sekil 1.1. Chlorella variabilis

Yenilenebilir enerji kaynaklari arasinda yer alan biyokutleden biyodizel Uretimi
yiiksek potansiyeli olan bir ydntemdir. Uclincii nesil yaglar, tek hicre yag lreten
mikrororganizmalardan (bakteri, maya, fungi, algal turler) elde edilirler. Bunlar
arasinda algal turler, mavi-yesil algler, algler ve diatomlar olmak Uzere
siniflandirilirlar. Mikroalgler, tath sulardan ¢ok tuzlu ortama kadar bir¢cok sucul
ortamda yasayabilirler. Glines enerjisini kullanarak organik bilesenleri Uretirler ve
atmosferdeki karbondioksit seviyesini dusururler. Yetistiriimeleri icin tarim arazilerine
gerek yoktur. Aclk havuz ya da biyoreaktdrlerde temiz, tuzlu veya atik sularda
yetistirilebilirler. Nakliye ve hasat maliyetleri diguktir. Algal yagin icerdigi yuksek
oranda bulunan ¢oklu doymamis yaglar algal biyodizelin soguk havalarda donmasini
geciktirir (Schenk ve dig., 2008). Algal biyodizel sllflr icermez, toksik degildir ve
yuksek derecede biyobozunurdur. Bu nedenlerden dolayr mikroalgler, yuksek
fotosentetik etkinlikleri, buyime hizlari ve verimlilikleriyle biyodizel Gretimi icin en
cok gelecek vaadeden lipit kaynagidirlar (Huang ve dig., 2010). Mikroalgler
proteinler, lipitler, karbonhidratlar, karotenoidler ve vitaminler gibi &nemli
metabolitleri blnyesinde Urettikleri i¢in ¢esitli endUstriyel alanlarda kullanimi vardir.
Saglik, gida, yem sanayi, kozmetik bunlardan baslica endustirlerdir. Bunun yani sira
son yillarda mikroalgal yaglarin enerji Uretiminde hammadde olarak kullaniimasi ile

ilgili calismalar artmistir.



1.2. Mikroalg Uretim Sistemleri

Mikroalgler, havuz, gol gibi acik sistemlerde ya da kontrolli kapali sistemlerde
uretilebilirler. Bazi mikroalg turleri, kogullarin ¢ok 6zel oldugu durumlarda (yuksek
tuz ya da alkali) agik dretim icin uygundurlar. Bu sistemlerin avantaji disiuk yatirim
ve Uretim maliyetine sahip olmalari ve kolay duzenlenebilmeleridir. Bunun yani sira,
acik sistemlerde buharlagsmadan dolayi sivi kaybi olmakta, kontaminasyona maruz
kalabilmekte ve olumsuz ¢evre kosullari nedeniyle biyokutle Gretimi sinirlamaktadir.
Bu tir sistemlerde kontaminasyona direngli turlerin kullaniimasi gerekmektedir

(Altin, 2017). Sekil 1.2'de acik havuz ve fotobiyoreaktor gértilmektedir.

Sekil 1.2. Mikroalg uretiminde kullanilan havuz tipi acik sitemler (a) ve
fotobiyoreaktorler (b)

Diger taraftan kapal sistem olarak fotobiyoreaktorler kullanilabilmektedir. Kapal
sistemler yuksek yatirirm ve igletme maliyeti gerektirmekle beraber kontrolli bir
sekilde Uretim yapilabilmesine bdylece ylksek verim alinmasina olanak saglarlar.
Mikroalg Uretimine etki eden baslica faktérler, pH, sicaklik, karbondioksit dagilimi ve
sterilitedir. Ayrica heterotrofik Uretim icin kontrolli fermentdrler yaygin olarak
kullaniimaktadir (Aydin, 2014, Miao ve Wu, 2006). Kapal sistemler panel, boru,
torba ve tank tipi olmak Uzere Uretim amacina uygun olarak tasarlanabilirler. Sekil

1.3’de boru torba ve tank tipi fotobiyoreaktérler gortlmektedir.



Sekil 1.3. Mikroalg uretiminde kullanilan boru (a), torba (b)
ve tank tipi (c) fotobiyoreaktorler

Sonug olarak farkli igletme kosullarina sahip farkli sistemlerde mikroalg Uretimi
yapilabilmektedir. Fotobiyoreaktdr segiminde édnemli olan Uretilecek mikroorganizma
tirG ve istenen Grandar. Ornegdin biyodizel Uretiminde hammadde kaynagi olarak
kullanilacak mikroalg yagdi elde edilmesinde ac¢ik havuzlar ve buyuk hacimler daha
verimli olacaktir. Diger yandan tibbi sektérde ve gida maddesinde kullanilacak
mikroalg Uretimi igin daha stabil kosullari saglayan 6zel tip fotobiyoreaktorler
secilmelidir. Tablo 1.3 ’de agik ve kapali sistemlerin en &nemli avantaj ve

dezavantajlari goériimektedir.

Bazi mikroalg turlerinin ototrof yerine heterotrof Uretimi ile bunyesinde degerli
urtnlerin (yag, karbonhitrat, protein) miktari arttinlabilir. Heterotrofik mikroalgler,
karanlik ortamda organik karbonu kullanarak bluytume gdsterirler (Elcik ve Cakmakgl,
2017).

Miksotrof mikroalgler hem ototrof hem de heterotrof beslenmenin birlesimi 6zelligini
tasirlar. Karbon kaynagi olarak ortamda bulunan hem organik karbonu hem de
inorganik karbonu kullanirlar (Xu ve Wu, 2006). Miksotrofik biyoreaktér ortamina
glikoz, galaktoz, mannoz, fruktoz, sukroz ve laktoz gibi organik karbon substratlar
eklenmektedir. Enerji organik karbondan elde edilir ve hucre uretiminde kullanilir,
ayni zamanda 1g1k enerjisinden elde edilen kimyasal enerji hucre metabolizmasi i¢in
depolanmaktadir. Ortamin pH1 dretim veya yetistirme kosullarina goére
degismektedir. Ornegin ototrofik kiltiirlerde mikroalgler inorganik karbonu kullanir ve
hidroksil dretirler bu nedenle pH’I yukselir. Heterotrofik kiltrlerde ise mikroalgler

organik karbonu kullanarak CO, Uretirler bu nedenle ortamin pH’1 dlismektedir.



Miksotrofik kultirlerde her iki mekanizmada gercgeklestigi icin ortam pH’I degisiklik

(artar veya azalir) gosterir. (Kim ve dig., 2013).

Tablo 1.3. Agik sistemler ile kapal sistemlerin avantaj ve dezavantajlari (Altin,
2017).

Parametreler Acik Sistemler Kapali Sistemler
Sterilizasyon Dusuk Yuksek
Uretim alani Yiksek Dusik
Buharlagsma kaybi Yiksek Diasuk
Havalandirma Dogal Ayarlanabilir
Maliyet Dusuk Yuksek
Ortam kosullar Bagimli Bagimsiz
Biyokutle verimi Dusuk Yuksek

1.3. Mikroalglerin Uretimine Etki Eden Parametreler

Hucre blyumesine etki en dnemli parametreler; besin kalitesi ve miktari, 1sik, pH,
karistirma, tuzluluk ve sicakliktir. Birgok faktor birbirine bagli olabilir. Calismalarda
olusturulan ortam kosulunda en uygun olan parametre, baska bir calisma icin uygun
olmayabilir (Vonshak, 2004). Mikroalgler farkli kosullarda dretilebilmektedirler.
Fototrof (1sik enerjisi kullanarak), heteretrof (enerji gereksinimini ortamda bulunan
bir karbon kaynagindan alarak), miksotrof (1sik enerjisi ve karbon kaynagi kullanarak
enerji elde edebilen) bu kosullardan baglicalaridir. Mikroalgler ortamdaki karbonu
farkli organik bilegklerden (glikoz, sakaroz vb.) temin edebilir. Heterotrof Uretimlerde

gliserol en yeygin olarak kullanilan bilegiktir.
1.3.1. Aydinlatma ve 1g1ik dongusu

Fotosentetik organizmalarin canliiini surdirebilmeleri i¢in zorunlu bir parametredir.
Fotosentetik blUyUime her bir hicrenin kullandigi 1sik enerjisiyle orantilidir.
Dolayisiyla 1s1gin en uygun seviyede tutulmasi gerekir. Isik yogunlugu Kkultur
ortaminin derinligi ve yogunlugu ile iligkilidir. Ornegin derinligi ve hiicre yogunlugu
fazla olan bir kulturde, 1sik yogunlugunu arttirmak gerekir (Vonshak, 2004). Isik

yogunlugunun mikroorganizma uzerine fotoinhibisyon etkisi de mevcuttur.



1.3.2. Sicaklik

Mikroalgler farkh sicaklik araliklarinda yagayabilirler. Metabolizmalarina ve fizyolojik
aktivitelerine dogrudan etkili olan sicakhk degisimlerine tepki gosterirler. Sicakligin
etkisi hucre solunumu sirasinda gorulir. Sicaklik arttiginda solunum hizi artar, artan
solunum biyokutle kayiplarini arttirir. Mikroalgler tirleri icin en yaygin sicaklik 20 ile
30°C arasindadir ve tirlere goére farklihk gdstermektedir (Miron ve dig., 2003,
Vonshak, 2004).

1.3.3. Karigtirma

Kaltar ortaminda iyi bir karisma olmaz ise kulturler birbiri Uzerine c¢oker veya
reaktdriin kenarlarina tutunabilir. Karistirma, alglerin ¢okmesini 6nleyerek, Kultarin
icindeki hucrelerin homojen olarak dagilim gostermesine yardimci olur. Boylece tim
hlcrelerin, 1slkk ve besin maddelerinden esit oranda yararlanmasi saglanir,
tabakalasma ve ceperlerde yapisma onlenir. Mikroalglerin karbondioksiti esit

miktarda emilimi kolaylasir (Vonshak, 2004).
1.3.4. Besin

Mikroalglerin gogalabilmesi igin tuz (tuzlu su tirleri igin gerekli), karbon, azot,
potasyum, magnezyum, sodyum, silfat ve fosfat gibi blyime ortamda bulunmasi
zorunlu iz elementlere gereksinim vardir. Bunlarin yanisira ortama buyimeyi takviye
edici diger organik bilesikler veya elementler de (demir, vitamin ve hormon)
eklenebilir (Vonshak, 2004).

1.3.5. pH

Mikroalg Uretimine etki eden 6nemli bir parametre ise pH'dir. Her tir, belirli bir pH
araliginda Ureyebilir. Bir ¢cok mikroalg tirl i¢in bu aralik 7-9 civarindadir. Optimum
aralik ise 8,2-8,7 arasinda degisir (Altin, 2017). Uygun pHnin saglanamamasi,
hicrelerin parcalanarak iceriginin ortama ge¢gmesine ve kultirtin 6limine yol acar.
Kaltirin havalandiriimasiyla bu sorunun dnline gegilir. Yogun kaltlrlerde, zamanla
pH artisi olur. pH uygun miktarlarda ortama eklenen CO, ile uygun aralikta tutulur
(Zeng ve dig., 2011).
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1.4. Mikrolagler Varliginda Atik Sularin Aritilmasi

Sehir, sanayi ve tarimsal faliyetler sonucu her yil blydk miktarda atik su
olusmaktadir. Atk sular artiimadiginda yer alti sularina karigarak Kirlilik
olusturmaktadir. Atik sulardaki azot derisimi 1,9 mg / L'den daha yuksek seviyeye
ulastiginda mikroalglerin ¢ogalabilmesi i¢gin uygun ortam sartlari saglanmis
olmaktadir (Brown ve Simpson, 2001). Ayni zamanda su ylUzeyindeki glines
IsIgindan da yararlanildiginda mikroalglerin fotosentez yapmalari saglanmis olur.
Mikroalgler fotosentez yaptiklarinda oksijen sentezlerler bu oksijen sudaki diger
canllar i¢cin yasam kaynagi olmaktadir. Biyolojik (aktif camur) aritma azot giderimi
icin en cok kullanilan yontemdir. Atik su aritma tesislerinde azotu biyolojik olarak
uzaklastirmak igin nitrifikasyon ve denitrifikasyon islemleri bulunmaktadir. Bu
islemde, amonyak-oksitleyici de dahil olmak Uzere nitrifikasyon bakterileri (nitrit-
oksitleyici bakteriler) kullaniimaktadir. Toplam amonyak grami basina oksitlenmesi
icin 4,57 gram oksijen gereklidir. Atik su aritma tesislerinde bu islem igin mekanik
havalandirma olup, tesisin toplam enerji ihtiyacinin % 75’ini olusturmaktadir
(Pittman, 2011). Ayrica atik su da bulunan ugucu bilesiklerinde kagma riski ile
birlikte aritma sonunda olusan aktif ¢amur biyolojik aritmanin en buylk yan
artnddadr. 1 milyon litre atik su antilirken ayni zamanda 100 kg aktif camur Uretilir.
Olusan aktif camuru bertaraf etmek icin ylUksek enerji ve genis araziler
gerekmektedir (Athanasoulia ve dig., 2012). Mikroalgler fotosentetik basit hiicreli
organizmalardir. Yaklagik 24 saatte biyokUtle sayilarini ikiye katlayabilirler. Hizli
blaylimeleri, zorlu kosullara uyum saglayarak ¢odalmalari onlara atik su ortaminda
yetigtiriimeleri icin avantaj saglar. Su anda mikroalgler ile bakterilerin bir arada
kullanildigi agik heteretrofik sitemlerde aritim c¢alismalar sdrdurilimektedir. Bu
sistemlerde atik sulardaki bakteriler ile mikroalgler arasinda simbiyotik bir iligki
vardir. Mikroalgler bakterilerin Urettigi karbondioksiti alarak fotosentez yaparlar ayni
zamanda bakteriler i¢in oksijen Uretirler. Bakteriler ile mikroalgler arasinda bu ¢evrim
olurken bakteriler atik sulardaki organik bilegikleri tuketir mikroalgler de azot ve
fosforu tuketirler. BOylece aritma kendiliginden tamamlanmis olur (Jia ve Yuan,
2016). Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Alg Kokenli Biyoyakitlar Ajansina gore
mikroalg varliginda atikk su artima teknolojisi mevcut geleneksel aritma
teknolojilerine gore daha az maliyetli ve avantajli bir sistem olarak tanimlanmaktadir
(URL-2). Atik sular kaynagina gore farkh 6zelliktedirler. Bunlari birbirinden ayiran en

onemli ozellikler kimyasal (kimyasal oksijen ihityaci, biyolojik oksijen ihtiyaci, pH,
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alkalinite, azot, fosfor) ve fiziksel (koku, renk, toplam kati madde) 6zellikleridir. Atik

su kirliligi genelde U¢ kaynaktan gelir:

Evsel /belediye, sehir, tarimsal ve endustriyel kaynaklardir. Atik suyun kaynagina
gére mikroalglerin gogalmalarini engelleyecek farkl tehditler bulunabilir. Ornegin
tarimsal faliyetler sonucu ve yagmur sularinin olusturdugu sizinti ile atik sularda gok
miktarda suda ¢éziinmeyen organik bilesikler ve toprakla birlikte bulanikliklar olabilir.
Bulaniklik ve kirleticiler 1s1gin  mikroalgler tarafindan emilimini guglendirerek
fotosentezi dogrudan etkiler boylece mikroalgler ¢ogalamayarak aritma
yapamayabilirler. EndUstriyel kaynakli atik sularda da zehirli kimyasal kirleticiler ve
agir metaller bulunabilir. Bunlar mikroalgleri zehirleyerek yasamsal faliyetlerini
azaltabilir (Jia ve Yuan, 2016). Mikroalgler varliginda atik su aritimi canl hucre
kullanimi  (biyosorpsiyon), 6li hicre (adsorbsiyon) kullanimi seklinde olabilir.
Mikroalglerin adsorpsiyon ve biyosorpsiyon yetenedi, alg hicrelerinin bir bileseni
olan aljinat polimeri Uzerindeki baglanma bdlgelerinin varligina ve yapisina bagh

olarak degisebilir.
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2. KONU ILE ILGILI LITERATURDE YER ALAN GALISMALAR

Besin kisitlamasi:

Mikroalglerin fototrofik olarak Gretimleri igin ortamdaki toplam tuz derigimi, karbon ve
azot kaynagi 6nemlidir. Bunun yanisira potasyum, magnezyum, sodyum, sulfat ve
fosfat gibi diger majér elementler ile ortamda bulunmasi zorunlu iz elementlerin tar
ve derisimleri de dnemlidir. Hlcrelerin yag igerigi besi ortamana uygulanan strese

gore de degisiklik gostererek artabilir ya da azalabilir.

Kurhan 2012 yilinda yaptidi ¢calismada, farkh derisimlerde himik ve fulvik asit iceren
BG-11 ve Zarrouk besi ortamlarinda Chlorella vulgaris ve Spirulina platensis
mikroalglerinin gelisme surecinde; pH, hucre derisimi, protein miktari ve ortak
pigmentler olan klorofil-a ile karotenoid miktari belirlenmistir. Ayrica Spirulina
platensis’in sahip oldugu fikosiyanin miktari da takip edilmigtir. Spirulina platensis
himik  asit denemesinde en ylksek protein derisimine 21.glnde,
etilendiamintetraasetikasit (EDTA) iceren kontrol grubunda ulasiimistir. Diger
gelisme parametreleri olan klorofil-a, toplam karotenoid ve fikosiyanin miktarlari
protein miktarina paralel olarak ayni giinde kontrol grubunda en ylUksek degerlerine
ulasmislardir. BG-11 besi ortaminda da benzer sekilde EDTA yerine hiimik ve fulvik
asitler farkl derisimlerde eklenerek iki ayri deneme yapilmistir. Chlorella vulgaris 30
mg/L fulvik asit iceren ortamda, kontrol grubuna es miktarda protein ve pigment
derisimine ulasmistir. Chlorella vulgaris fulvik asit denemesinde hicre bilesenlerinin

en yuksek degerlerine ulastigi gun 14.gun olarak belirlemigtir.

Bulut 2009’da yaptigi calismada, besin eksikligi ve farkli azot kaynagi faktorlerinin
Chlorella vulgaris tariinde yag icerigi ve protein miktarina olan etkilerini belirlemistir.
Chlorella vulgaris 8’er litrelik cam kavanozlarda kulture alinmistir. Kulturlerin
bulundugu ortam sicakligi 22 +2 °C olarak ayarlanmis ve 80 pmol m? s™ isik siddeti
uygulanmistir.  Kdltlrlere kompresér aracihidr ile havalandirma saglanmistir.
Denemenin basladigi ginden itibaren gunlik olarak pH, optik yogunluk oélgimleri
yapilmis, kuru madde ve Kklorofil-a analizleri yapilarak miktarlari belirlenmigtir.
Kaltire % 50 N, % 100 N, % 50 P + % 50 N, % 50 P eksikligi ve Nitrit eklemesi
yapilmistir. Sonug olarak, on giine ait protein ve lipit icerikleri sirasi ile kontrol
grubunda % 51 ve % 13, % 50 N eksikliginde % 2,4 ve % 17, % 100 N eksikliginde
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% 13, % 35,6, % 50 P + % 50 N eksikliginde % 21,4, % 20,518, % 50 P eksikliginde
% 38,1, % 16,7 ve Nitrit eklemesinde % 41, % 13 olarak bulunmustur. En ylksek
yag icerigi % 100 N eksikligi uygulanan grupta saptanmis olup bu gruba ait kuru

madde ve klorofil-a degerleri sirasi ile 0,18 g L™ ve 9,252 mg L™ olarak belirlemistir

Richardson ve dig., 1969 yilinda yaptiklari galismada azot eksikliginin tek hucrel
algin yapisi ve bluyumesi Uzerindeki etkisini incelemislerdir. Azot stresi (eksikligi)
neticesinde Chlorella sp’nin % 3 oraninda azot stresi ile 6. ginde maksimum yag

asidi Uretmesinin mimkun oldugu belirlenmisgtir.

Azot eksikliginin farkli Chlorella turlerinde (C. Vulgaris, C. Emersonii, C.
Protothecoides, C. Sorokiniana, C. Minutissima) buyime ve lipit icerigine etkisinin
arastirildig1 bir diger calismada 2 L fotobiyoreaktorlerde gerceklestiriimis hem
normal kosullarda hem de dusuk azot kisittamasinda C. vulgaris’in c¢alisilan diger
dort tlre gore en iyi hicre ¢ogalmasi (0,99 g/L) gosterdigi belirlenmistir (Ilman ve
dig., 2000).

Uslu ve dig., 2012 yilinda yaptiklari calismada ise azot eksikliginin farkli mikroalg
(Phaeodactylum tricornutum, Isochrysis, Affinis galbana, Porphyridium cruentum)
yag igerigine etkisi arastiriimigtir. Azot eksikligi %50 oldugu durumda ilk iki tdr igin
%31 yag icerigi elde edilmistir. Fakat Porphyridium cruentum kullaniminda azot
eksikliginin mikroorganizma blyume ve yag Uretimine belirgin bir etkisinin olmadigi

vurgulanmigtir.

Damiani ve dig., 2010 yilinda yaptiklari ¢alismada Haematococcus pluvialis farkh
kosullarda (azot ve 1sik siddeti kisitlamasi) kualtire alinmis ve yag Uuretimine
etkilerini incelemiglerdir. Yiksek 1sik-azot sinirlamali kosuluna kiyasla ylksek isikta
blylime oraninin daha yiksek oldugu belirlenmistir. Dlsuk azot derisiminde ylksek

Isik siddetinde lipit oraninin %15,61°’den %32,99’a arttigi1 saptanmistir.

Tetraselmis sp. Tiru ile F/2 besi ortamini kullanarak ve farkh azot stresinde
mikroalgin yag iceriginin incelendigi calismada, mikroalg yagi biyodizel Uretim
tepkimesinde kullanmak Uzere ¢6zucu (kloroform-metanol) ekstraksiyonu ile elde
edilmistir. Besin ortaminin azot eksikliginde mikroalg yag icerigi 508 mL/g olarak

belirlenmigtir (Teo ve dig., 2014a).

Wang ve dig., 2016 yilinda yaptiklari calismada Chlorella protothecoides kullanarak

tuz stresi ile osmotik soka ugratilan hicrelerdeki yag icerigini arastirmiglardir. Bu
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amagla BG-11 besi ortamina 97. saatin sonunda logaritmik biylime fazinda 10-50
g/L derisimlerde NaCl eklenmistir. En yuksek yag igerigine (%41) 30 g/L NacCl

varliginda ulagiimig, stressiz kosullar altinda ise %20 yag igerigi belirlenmistir.

Converti ve dig., 2009 yilinda yaptiklari ¢alismada, Nannochloropsis oculata ve
Chlorella vulgaris tura mikroalgleri yetistirerek yag iceriklerini arttirmayi
hedeflemislerdir. Besi ortami kosullarini degistirmeden sadece sicaklik 20°C ’den
25°C ’ye artirdiklarinda N.oculata turinun yag iceriginin %7,90'dan %14,92'ye
yukseldigini ayni zamanda C. Vulgaris tirunun sicakhginin 25 °C’den 30 °C'ye
arttirdiginda %214,71 olan yag igeriginin %5,90’a kadar dustugunu belirlemiglerdir.

Sicaklik kosulu sabit tutularak her iki besi yerindeki azot derigsimini %75
dusurdiklerinde yag icerikleri sirasiyla N. Oculata ve C.vulgaris icin %7,91°’den
%15,31’e ,%5,90’dan %16,41’e ylkseldigini belirlemislerdir.

Chlorella variabilis ttrG mikroalgin biylimesine ve lipit icerigine azot kisitlamasinin,
farkh azot kaynaklarinin [inorganik (NOs-N ve NH;-N), organik Ure], demir ve
potasyum dihidrojen fosfat derisimleri ile fotobiyoreaktor ylkseklik/cap (L/D) oraninin
etkileri arastinimistir. %25 azot kisitlamasi ile en yuksek mikroorganizma derigimi
(0,66 g/L) ve en ylUksek yag icerigi (%25,6) elde edilmistir. BG-11 besin ortaminin
0,006 g/L derisime kadar demir icermesi durumunda 0,23 g/L hicre elde edilmistir.
0,005 g/L KH,PO, kullanilarak 0,14 g/L hucre derisimi ve %12,3 lipit igerigi , L/D
oraninin 3 olmasiyla ise 1 g/L hlcre derisimi ve %21 lipit icerigi elde edilmigtir. NH,-
N ve NO;-N varliginda benzer sonuglar elde edildigi Urenin ise bu tir icin uygun
olmadigi belirlenmigtir. Fotobiyoreaktdrin yukseklik/gap oraninin  artmasiyla

biyokutle miktrarinin yaklagik 2 kat arttigi gézlenmistir (Altin, 2017).

Chu ve dig., 2013 yilinda yaptiklari ¢calismada farkh ortamlarinda ( azot eksikligi,
fosfor eksikligi, azot ve fosfor eksikligi) Chlorella vulgaris’in yag uretim davranisini
incelemislerdir. Azot eksikligi uygulanan kosullarinda ortamda yeterli fosfor olmasi

ile birlikte maksimum yag (58,39 mg L™ giin™) iiretimi belirlenmistir.

Nigam ve dig., 2011 yilinda Chlorella pyrenoidosa tiru mikroalgin azot (KNOj)
kisitlamasinin bliylime ve yag Uretimi Uzerine etkisini arastirmislardir. Fogg besin
ortami kullanilarak florasan lamba aydinlatiimasiyla mikroorganizma 25 °C'de 24
saat kdltire alinmigtir. Ortamda olmasi gereken azot miktari 0,2 g/L'dir. Azot
yoklugugunda az blyime olmus 24. gin sonunda maksimum hicre (0,4 g/L)

derisimi elde edilmigtir. Azot kaynagi derigimi 0,2 g/L’den 0,1 g/L'ye azalmasi ile
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yag icerigi %15ten %18e ylkselmistir. En ylUksek yag icerigi (%26) %75 azot

kisitlamali ortamda elde edilmistir.
Isik kaynag etkisi:

Hulberg ve dig., 2014 yilinda yaptiklari ¢alismada, 6 farkh 1sik kaynaginin (sari,
kirmizi, mavi, yesil, beyaz ve mor 1sik) Chlorella vulgaris mikroalg tlriinin buyimesi
uzerine etkilerini arastirmiglar, sari, kirmizi ve beyaz i1s1gin etkisinde buylumenin

gerceklestigi, en yuksek biylime hizina ise beyaz isikta ulastiklarini belirlemiglerdir.

Farkl dalga boylarinin mikroalg bluylimesi Uzerine etkisinin incelenmesi amaciyla,
Nannochloropsis oculata ile kirmizi (680 nm), beyaz, mavi (470 nm) ve yesil led
(550 nm) 1siklar (Das ve dig.,2011), Nannochloropsis sp. ve Tetraselmis sp. turl
mikroalgler ile mavi, kirmizi, led isiklar ve beyaz floresan isik (Teo ve dig., 2014b),
Chlorella vulgaris tirii ile mavi, parlak beyaz, yesil ve kirmizi 1sik (Blair ve dig.,
2014.) kullanilarak incelemeler yapilmis, her ¢ calismada da mavi isikta biyime

en fazla olmustur.

Piring 2014, yaptigi calismada, Nannochloropsis oculata, Tetraselmis chuii,
Dunaliella salina, Chlorella sp. mikroalg turleri ile farkli 1sik kaynaklarinda (floresan,
sarl, beyaz, kirmizi, mavi led ve ekonomik ampul), en yiksek hicre yogunlugu,
Nannochloropsis oculata i¢in, ekonomik ampul ve floresan lamba kullaniminda elde
edilirken, Tetraselmis chuii igin floresan ve sari led, Dunaliella salina igin ekonomik
ampul, Chlorella sp. igin ise ekonomik ampul kullanimi uygun olmustur. Ek olarak,
mavi i1k gibi kisa dalga boylu isiklarin fotosentez igin daha fazla enerji gerektirdigini

ve fotoinhibisyona neden oldugunu belirtmistir.

Dunaliella salina sp., Palmellopsis muralis, mikroalg tirleri Gzerine farkli 11k
kaynaklarinin ( kirmizi, sari, mavi, beyaz) bayime uzerine etkilerini inceleyen bir
diger calismada, iki mikroalg tlru icin de beyaz led isik etkisi altinda en ylksek

bliydme hizina ulastigi belirlenmistir (Gezici., 2012).
Isik dongusu etkisi:

Fotosentez icin surekli aydinlatma yapilmasi bazi aragtirmalara gore hucreler
Uzerinde olumsuz sonuglara neden olmaktadir. Bu olumsuz kosulu engellemek igin
fotosentez yapan mikroalg hucrelerinin kendilerini yenileyebilmeleri icin, karanhk

periyoda ihtiya¢ oldugu vurgulanmaktadir (Wu ve Merchuk., 2001).
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Chlorella salina tari mikroalg tard ile yapilan bir diger ¢alismada, 500 lix 1sik
siddetinde 200 litrelik fotobiyoreaktérde 12 saat gece 12 saat glindiz aydinlatma
uygulanarak 15 ginde maksimum hucre derigimi elde edilmistir. Besi ortami olarak
Walne kullanilmistir. Caligmanin diger asamasinda mikroalgin yagindan lipaz
katalizli biyodizel Uretimine etki eden parametreleri arastirmiglardir. Kullanilan
lipazin 6zelligi ve kaynak mikroorganizmasi belirtiimemigtir (Surendhiran ve dig.,
2013).

Renaud ve dig., 2002’ de yaptiklari ¢alismada Isochrysis sp., Chaetoceros sp.,
Rhodomonas sp. ve Cryptomonas sp. mikroalg tdrlerini 12:12 aydinlik-karanlik
periyodu uygulayarak kiltire alp; kimyasal bilesimleri ile yad asitleri bilesimlerini
incelemislerdir. 25°C’de Chaetoceros sp. %16,8 degerinde en yiksek lipit icerigine
sahipken, 27-30°C’lerde en yuksek lipit icerigi %21,7 ile Isochrysis sp.'de

belirlenmistir.

B. braunii mikroalg tlrinu %75 N sinirlamasinda, 10:14 aydinlik-karanhk periyodu
uygulayarak buyume ve lipit Uretim miktarini gozlemleyen bir bagska calismada, 20
gln sonunda surekli aydinlatilan kaltire gére gunlik biyokitle %6,8'den %2,9'a

dugerken, lipit orani ise %21’e yukseldigi belirlenmigtir (Zhila ve dig., 2005).

Krzeminska ve dig., tarafindan 2015 yilinda vyapilan c¢alismada Chlorella
protothecoides turl kullanilarak aydinlik/karanlik déngulerinin (12/12 h, 16/8 h, 24/0
h) blyime hizina ve lipit igerigine etkileri arastiriimis, en ylksek mikroorganizma
derisimine 16/8 aydinlik/karanlik déngusunde ulasiimig, en ylksek yag icerigi ise 24

saat aydinlik déngisiinde azot kisitlamasi olmaksizin elde edilmistir.

Farkh 11k dongulerinin P. Cruentum mikroalgin blUyUmesi Uzerine etkilerinin
arastinldigi diger bir galismada, aydinlik-karanhk periyodu (12/12 h, 6/18 h, 0/24 h)
ve CO, karbon kaynaginin, mikroalg yagd miktarinin degisimine etkilerini
arastirmiglardir. En fazla lipit orani %19,3 ile 12:12 aydinlik-karanlik periyodu
uygulanan grupta belirlenirken; en dusik lipit %2,2 ile surekli karanlik ortamda,
maksimum biyokutle ise 2,1g/L ile 12:12 ve 18:6 periyod uygulanan gruplarda
oldugu belirlenmistir (Oh ve dig., 2009).

Uslu 2012’ de yaptigi galismasinda |. affinis galbana, P. tricornutum ve P. cruentum
turlerini, 16:8 saat aydinlik-karanlik etkisi altinda farkli azot derisimlerinde
hazirlanan F/2 ve Si-F/2 besin ortamlarinda kultire almistir. Azot kisitlamasi her

tirde klorofil a degerlerinde azalma, lipit oraninda ise artisa neden olmustur. En
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fazla lipit elde edilen tirleri, %50 azot kisittamasi durumunda %30,9 lipid ve 0,75 g/L
biyokutle ile I. affinis galbana, %30,2 lipid ve 0,98 g/L biyokutle ile P. tricornutum’da
olduklari belirlenmistir. En fazla biyokutlenin elde edildigi P. cruentum’da lipid igerigi

diger iki tire gore oldukga disik olmustur.

Gezici 2012 yaptigi galismada iki farklh mikroalg turd (Palmellopsis muralis
Dunaliella salina sp.) uzerine, aydinhk karanlik doéngusunun mikroorganizma
biylme Gzerine etkileri incelenmigtir. Deneysel calismalar sonucunda her iki tur
icinde 24 saat surekli aydinlik kosulunda en ylksek biyokitle icerigi elde edildigi

belirlenmisgtir.

Eduardo ve dig., 2009 Aphanothece microscopicanageli tiri mikroalgi 0:24, 2:22,
4:20, 6:18, 8:16, 10:14, 12:12, 14:10, 16:8, 18:6, 20:4, 22:2 ve 24.0
(karanhk:aydinlk) déngusunun biyokutle miktari Gzerine etkilerini arastirdidi bir diger
calismada en vyuksek mikroorganizma derisimi (0,770 g/L) 24 saat aydinlik

dongusunde elde edilmistir.

Koru ve Cirik 2003 yilinda yaptiklari calismada Spirulina platensis’in 2000 lux 1sik
siddetinde ve 28 °C- 45 °C sicaklik araliginda blylime davranisini incelemiglerdir.
Sicaklik 43 °C sicaklikta protein igeriginin %20 azalmis, lipit icerigi %45, karbonhitrat
icerigi ise %32 artmistir. Spirulina platensis’in buylimesi ve biyokimyasal 6zellikleri

icin en uygun sicakhgin 35 °C oldugu belirtilmisgtir.

Micractiniumsp. ve Scenedesmussp.’nin biyokutle ve yag uUretimlerinin incelendigi
diger bir calismada, kiltlr kosullari 30 °C glindiz/ 16 °C gece 16:8 aydinlik/karanlk
doéngusa kullaniimistir. 30 °C glindiz/ 16 °C gece donglsunde mikroalglerin yag
verimlilikleri sirasiyla 30.21 mgL™'d® ve 6.7 mgL™"d™ olarak belirlenmistir. Azot ve
fosfor kisitlamali kosullarda Micractinium sp. ¢ogalmis ve fosfor kisitlamasinda 85,4
2 mgL*d? ile en yilksek yag iegerigi elde edilmistir. Ayni zamanda oleik asit

miktarinin da 8 kat artmistir (Sénmez ve dig., 2016).
Atik su aritimi ile ilgili calismalar:

Mikroalgler atik sularda zengin olarak bulunan organik elementleri (C,N,P) tiketerek
buyuyebilirler ve ayni zamanda atik suyu artirlar. Aritma sonunda elde edilen
biyokitleden degerli Urinler (yag, proteinkarbonhidrat) elde edilebilinir. Ornegin
elde edilen yaglar alternatif yakitlarin Gretiminde hammadde kaynagi olarak kullanim

potansiyeline sahiptirler. Literatirde tez galismasinda kullanilan g farkli mikroalg
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turdnun atik su aritma yetenegini inceleyen herhangi bir calismaya rastlanmamistir.

Farkli mikroalg turleri ile yapilan bazi ¢galismalar Tablo 2.1°de verilmigtir.

Tablo 2.1. Endustriyel atik sularin aritiminda mikroalglerin kullanimi

Atiksu Mikroalg Giderim Biyokutle Yag Kaynak
kapasitesi aretimi icerigi
Odun kagit  (Chlorella, %COD :60 Etkin dedil  Etkin Tarlan
Chlorococcum, degil ve
Chlamydomonas, dig.,2002
. %85
Pandorina,
Soya C. pyrenoidosa  %TN:88 0.64g'd* 0.40g'd* Hongyan
Fasulyesi o , gve
Endiistrisi #COoD: 78 dig.,2011
Domuz eti  C. pyrenoidosa  TN: %83 0.04g*d* 6,3g'd* Wangve
dig.
. O )
TP: %75 2008
Bira C.vulgaris TN: %88 2.28 g'd* 108 mg'd  Farooq
L .
(UTEX-265) TP: %80 V(ze(;jllgs
Chlorella sp.
Peynir alti  Scenedesmus NO*and 5 gtd*t 19.2 mg'd Girard ve
obliquus - dig.,
NH, ppm 2014
Taichung  Chlamydomonas NH,%100 1.34gl* 0.34gl*  Wuve
Sanayi sp TAI-2 dig.,
bdlgesi 2012
atik sular
Mandira Chlamydomonas COD: %80 3.8¢gl* 1.6gl* Kothari
polypyrenoideum o ve dig.,
P: %69 2013
N:%62
NH; %63
Peynir alti C.Vulgaris N:>05gl* 5883gl* 1.1gl* Mitra ve
endustrisi dig.,
2012
Sitrk  asit C.Vulgaris COD: %94 0.765gl*  255mg*  Live
uretim i 0 dig.,
tesisi C9-JN2010 N: %94 2013
P:9%91
NH; %10
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Heteretrof ve miksotrof yetistirme ile ilgili calismalar arasinda Liang ve dig., 2009
yilinda Chlorella vulgaris’de farkli buyime kosullarinda yag icerigindeki degisimi
arastirmiglardir. Kdaltdrler ototrofik ve heterotrofik olarak blyumeye alinmiglar,
ototrofik blyime ile daha ylksek yag icerigi (%38) heterotrofik blylmede ise
glukoz, asetat ve gliserol kullanimi ile ¢ok daha az yag dretimi oldugunu

belirtmislerdir.

Literatirde bazi mikroalg turlerininin buyumeleri ve yag Uretim mekanizmalarini
inceleyen dnemli calismalar heteretrof ve miksotrof kosullar icin sirasiyla Tablo 2.2

ve 2.3’de verilmistir.

Tablo 2.2. Farkli mikroalg turlerinin heteretrof blyimelerinin incelendigi arastirmalar

Mikroalg Karbon Amag Xmax (0.1 Yad  Kaynak
kaynagi iceri
gi
(%)
Chlorella Gliserol Biyodizel 52 50,3 Xiong ve dig.,

protothecoides 2008

Chlorella Gliserol Biyodizel 12,8 48,7 .ive dig., 2007
protothecoides

Crypthecodiniu Gliserol Dokosaheksaenoik 83 42 Swaaf ve dig.,
cohnii asit 2003
Crypthecodinium  Gliserol Dokosaheksaenoik 10,9 56 Swaaf ve dig.,
cohnii asit 2003
Chlorella Gliserol Dokosaheksaenoik 116,2 - Qu ve dig.,
asit 2008
Galdieria Gliserol Fikosiyanin 109 - Graverholt
sulphuraria ve Eriksen,
2007
Chlorella Gliserol Biyodizel 45,2 54,2  Chenve
protothecoides Walker, 2011
Chlorella Asetat - 2,23 - Turon ve dig.,
sorokiniana Biitirat 2015
Chlorococcum Siit Biyodizel 0,8 42 Beevi ve
sp. RAP13 endlistri Sukumaran,
dig.,2015
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Tablo 2.3. Farkli mikroalg turlerinin miksotrof bayimelerinin incelendigi arastirmalar

Mikroalg Karbon Amacg Xmax (9.17) Yag Kaynak
kaynagi icerigi
(%)
Spirulina Glikoz ve - 2,7ve 1,8 - Chen ve
platensis Asetat dig., 1996
Spirulina Melas - 2,9 - Andrade
Sp. ve Costa,
2007
Chlorella Gliserol Bioyakit 4,54 12,20 Jeong ve
vulgaris Sung-Whan,
2015
Botryococcus Gliserol Bioyakit 4,62 13,11 Jeong ve
braunii Sung-
Whan,
2015
Scenedesmus Gliserol Bioyakit 5,42 9,30 Jeong ve
sp. Sung-
Whan,
2015
Chlorella Glikoz Bioyakit 8,35 Artmis Roostaei
vulgaris ve dig.,
Scenedesmus 2018
dimorphus 3,78 Azalmis
Chlorella Glikoz Biodizel 9,0 50 Hanafy ve
kessleri dig., 2013

Biyodizel Uretimi ile ilgili caligmalar:

Biyodizel uretiminde mikrobiyal yaglarin hammadde olarak kullaniimasi son yillarda
Oone cikmaktadir. Konu ile ilgili olarak literatirde kimyasal katalizli biyodizel Gretimi
Uzerine cesitli calismalar yer almaktadir. Fakat mikroalg Uretimi ve yagindan

enzimatik biyodizel tretimi Gzerine yapilmis sinirli sayida ¢alisma vardir.

Kimyasal (Sdlffirik asit) katalizérlugunde vyapilan bir calismada Chlorella
Protothecoides alg yagi ile %80 yag asidi metil ester (YAME) icerigi elde edilmistir
(Xu ve dig., 2006).

Ayni mikroalg turld kullanilarak yapilan bir diger calismada potasyum hidroksit
katalizérluginde %96 YAME icerigi elde edilmistir (Yiimaz ve dig., 2012).
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Nannochloropsis oculata tari mikroalg yaginin kullaniminda ise heterojen katalizor
(CaO ve MgO destekli alimina) varliginda %97 olmustur (Umdu ve dig., 2009).

Xiong ve dig., 2008 'de yaptiklari galismada heteretrofik kogullarda Uretilen Chlorella
Protothecoides alg yagi ve metanol ile ticari tutuklu lipaz Candida sp.varliginda 12
saatlik transesterlesme tepkimesi sonucu %98 YAME icerigdi elde etmiglerdir. Ancak
ortama eklenen katalizor miktar1 kutlece %75 gibi yuksek bir orandadir. Yuksek

miktarda lipaz kullaniimasi ekonomik degildir.

Chlorella vulgaris yadi (yag icerigi %40 w/w) ile ticari tutuklu Penicillium expansum
ve Novozyme 435 lipazlari katalizorlUgunde yapilan baska bir galismada 48 saat
sonunda YAME icgerigi, her bir lipaz turu igin ¢ézucu olarak iyonik sivi kullanildiginda
sirasiyla %90 ve %86 olarak, ter-butanol kullanildiginda ise %48 ve %44 olarak elde
edilmistir. iyonik sivilar verimi artirmakla beraber, tiretim maliyetini de blylk oranda
artirmaktadirlar (Lai ve dig., 2012).

Chlorella vulgaris alg tiri fotobiyoreaktorde Uretilmis ve alg yagi ekstrakte edilerek
yapilan bir diger ¢alismada, ticari tutuklu Burkholderia sp. lipazi katalizérliginde alg
yag! ve parcalanmig alg biyokutlesi (yag icerigi %63) ile yapilan biyodizel tretimleri
sonucunda sirasiyla, %72 ve %97 YAME icerigi elde edilmistir (Tran ve dig., 2012).

Shafiee ve dig., 2015’de vyaptiklari calismada Chlorella vulgaris alg yagini
kullanarak, Novozyme 435 Kkatalizorliginde etil asetat ile esterlesmesini
incelemigler ve etil asetat/yag mol orani 13:1 olacak sekilde 40 °C sicaklik ve 72

saatlik tepkime sonucunda %66.71 YAME icerigi elde etmiglerdir.

Nannochloropsis oceanica turd mikroalg yaginin Candida antarctica lipazi
katalizérliglinde ter-bltanol ¢ézicu (yad/coézici 1/7 wiw) varhiginda metanol
(alkollyag mol orani12/1w/w) ile 4 saat 25 °C sicaklikta transesterlesmesi
sonucunda %99 YAME igerigi elde edilmigtir (Wang ve dig., 2014).

Bu tez calismasi kapasaminda galismada Ug farkl mikroalg tartnin farkl ¢evresel
ve kimyasal etkiler altinda yag uretim potansiyelleri ve buyume davranisglari
incelenmistir. Elde edilen farkli yad asidi bilesimine sahip yaglarin biyodizel

Uretiminde hammadde olarak kullanilabilirligi arastiriimistir.
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3. MALZEME VE YONTEM
3.1. Mikroalg Tirleri

Aragtirmalarda kullanilan mikroalg turleri olan Chlorella variabilis, Chlorella ESP-6
istanbul Medeniyet Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bélimi{'nden Chlorella
protothecoides Yildiz Teknik Universitesi Biyomiihendislik Bélimi{’nden temin
edilmistir. Calismalarda kullanilan mikroalg turlerinin temsili kati kdltar ortami Sekil

3.1’ de verilmektedir.

A N =

Sekil 3.1. Mikroalg turlerinin kati kltur ortami
3.2. Kiiltiir Ortami

Galismada kullanilan tim mikroalg kulturleri oda sicakhiginda petri kaplarinda
saklanmaktadir. Kati ortam Blue-Green (BG-11) kiltir ortamina 15g/L agar
eklenerek elde edilmektedir. Sivi stok kultir tretimleri yine BG-11 besin ortaminda
yapilmistir. BG-11 besin ortaminda olmasi gereken kimyasallar Tablo 3.1'de
verilmigtir. Kimyasallar analitik saflikta olup Sigma-Aldrich ve Merck firmasindan
satin alinmigtir. Stok kdltirlerin besi ortami saf su ile hazirlanmis ve 121 °C’de 15

dakika otoklavda steril edilmistir.
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Tablo 3.1. BG11 besi ortami (1000 ml igin)

Kimyasal Miktar (g)
Sodyum nitrat (NaNO3) 1,5000
Potasyum di hidrojen fosfat 0,0400

(KH,PO,)
Magnezyum silfat hepta 0,0750
hidrat (MgSO,.7H,0)
Kalsiyum klorur di hidrat 0,0360
(CaCl,.2H,0)
Borik asit (H;BO3) 0,0029
Sodyum karbonat (Na,COg) 0,0200
Sitrik asit (CsHgO7) 0,0060
Demir(lll) sitrat (CsHsFeO-) 0,0060
Vitamin 0,0200
*Agar 15

*Kati besin ortami igin

3.3. Cihazlar

Caligmalarda kullanilan tim cihazlar Kocaeli Universitesi Kimya Muihendisligi
Bolumu Biyoteknoloji Laboratuarinin altyapisinda bulunmaktadir.
Mikroorganizmalarin ~ optik  yodunluk  Olcimleri Jenway 6800 UV-VIS
spektrofotometre, sicaklik ve pH dlgiimleri MettlerToledo Seven Easy S20-K pH
metre yardimiyla yapilmigtir. Analizlerde ve stok kultur besi yeri hazirlamada
kullanilan saf su Minipore Dest model saf su cihazindan temin edilmistir. Ayrica
otomatik mikropipetler (100uL, 1000uL, 5mL) (Brand), analitik terazi (Kern 320),
orbital calkalamali inkUibatér New (Brunswick Scientific Innova 40), kiguk ve blyuk
hacimli mikroorganizma c¢oktirme islemlerinde sirasiyla Hettich Mikro 220 R ve
Hermle Z 446 santriflij cihazlari, 1sik siddeti dlgiimlerinde Extech HD450 marka 11k
Olger cihazlari kullaniimistir. Ayrica mikroorganizmalardan elde edilen yaglarin yag
asidi bilesimleri tayininde Agillent 7820A model gaz kromotgrafi cihazi kuiltirlerin
karismasini saglamak amaci ile IKA marka siticih manyetik karigtiricilar

kullaniimigtir. Kullanilan cihazlar sekil 3.2’de gorulmektedir.
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Sekil 3.2. Arastirmalarda kullanilan cihazlar (a) Hermle Z 446 santrifuj (b) Minipure
saf su cihazi,(c) MettlerToledo Seven Easy S20-K pH metre, (d) Kern hassas
terazi,(e) New Brunswick Scientific Innova 40 R orbital g¢alkalamali inkibator (f)
Mikropipet, (g) Agill ent 7820A Gaz kromotografisi, (h) Extech 1sik yogunluk dlger, (1)
IKA manyetik karistirici, (j) Jenway 6800 UV-VIS spektrofotometre.

3.4. Deneysel Yontem
3.4.1. Stok kulturlerin tiretimi

Kati ve sivi besi ortami pH degerleri baslangigta 7,08 olacak sekildedir. Kulttrlerin
aydinlatiimasi 3,80 Klix yuzey isik siddeti saglayan 7W 2400K degerine sahip
OSRAM marka led ampdller kullanilarak 24 saat sure ile saglanmistir. Kultir dretimi
boyunca sicaklik 25 + 2 °C olacak sekilde sabittir. Sivi kulttrlere hacimlerinin %6’s|
kadar alg asilamasi yapiimistir.Kati kiltlrlere ise steril L tipi bagetler yardimi ile
onceki kultirlerden alinip c¢izerek  asllama yapilimistir. Sivi kiltlrlere hava
beslemesi (10L/saat) hava pompasi ile saglanmistir. Sivi stok kultdr tretim dizenegi

Sekil 3.3'de gorllmektedir. Sivi  kiltrlerin  belirli  zaman araliklarinda UV
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spektrofotometre yardimi ile 600 nm de absorbanslari dlgulmustir.Duraklama
evrelerinde kulturler yenilenmigtir. Kati kdltir petri ortamlarn yaklasik ayda bir

yenilenmigtir.

Sekil 3.3. Stok kultirlerin Gretimi

3.4.2. Isik yogunlunun mikroorganizma buyume lizerine etkisi ve en uygun

fotobiyoreaktor kalinliginin belirlenmesi.

Isik siddetinin Chlorella variabilis tirt mikroalgin blyime hizi Uzerine etkisinin
arastinimasi amaci ile 2 ml hacminde genigligi 1 cm olan spektrofotometre
kivetleriard arda dizilerek kullaniimistir. BG-11 besi ortami varliginda aydinlatma
7W 2400K degerinde sahip led ampul ile saglanmigtir. Oda sicakliiginda
gerceklestirilen deney dizenedi sekil 3.4’de gorilmektedir. Isik ilk kiivetten 2,25 cm
uzakhkltadir. Belirli araliklar ile UV-VIS spektrofotometre ile 600nm’de absorbans,

Mettler Toledo pH metre ile sicaklik ve pH dlgimi yapilarak bliylime izlenmistir.

Sekil 3.4. Farkl 1sik yogunluklarinda C.variabilis kiltlr Gretimi deney diuzenegi (1:
80 Kiliks, 2: 50 Kluks, 3: 36 Kluks, 4: 25 Kliks, 5: 17 Kliks, 6: 12 Kliks, 7: 8.5
Kliks, 8: 6.4 Kluks, 9: 4.5 Kliks, 10: 3.6 Kliks)
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3.4.3. Azot sinirlamasinin (stres) farkli tir mikroalglerin biiyime ve yag

icerigine etkisi

Farkli  mikroalg turleri (Chlorella variabilis, Chlorella ESP-6, Chlorella
protothecoides) 250’ser mililitrelik cam erlenlerde 100 ml sivi hacmi kullanilarak
kiltire alinmigtir. Kultir ortamina hacimce %6 oraninda asilama yapilmistir.
Kdltdrlerin bulundugu besi ortaminda (BG-11) mikroorganizmanin Urettigi yag
icerigini arttirmasi amaciyla farkh oranlarda (%0-25-50-75-100) azot (N) kisitlamasi
uygulanmistir. Azot sinirlamasi BG-11 besi ortaminda bulunmasi gereken (1,5r/L)
azot kaynagininbelirli yiizdelerde ortama verilmesidir. Ornegin %75 azot kisitl bir
ortam igerisinde %25 (0,375 g/Lt) azot kaynadi bulunmaktadir. Deney duzenegi
Sekil 3.5'de gorulmektedir. Kultirlere IKA marka manyetik karigtiricida 200 devir/dk.
karistirma saglanmigtir. Ortam sicakligi 25 + 20 C’dir. Havalandirma TETRA marka
hava pompalarn ile 10L/h olacak sekilde yapilmistir. Aydinlatma 7W 2400K
degerinde sahip 4 adet OSRAM marka led ampdl ile saglanmigtir. Belirli zaman
araliklarinda 600 nm’de absorbans Olgulerek buyume izlenmigtir. Kiltir 15 gun

surmustar.

Sekil 3.5. Azot kisitlamasi deney diizenegi

3.44. Farkh stk kaynaklarinin ve aydinhik-karanlik déngiisiiniin

mikroorganizma biiyiime ve yag uretimin lizerine etkisi

Farkh 1sik kaynaklarinin mikroorganizma turlerinin bliyime hizi Uzerine etkisinin
arastinimasi amaci ile mikroalgler 100 ml hacminde otoklav siselerinde 95 ml sivi
kultire alinmiglardir. Kultirler de karistirma yoktur ve havalandirma yizeyden

olacak sekilde dogaldir. Besi ortami BG-11'dir ve azot kisittamasi olmadan
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kullaniimistir. Kultdr ortamina hacimce %6 oraninda asilama yapilmistir. Aydinlatma
siddeti 3 Kliks degerlerine sahip Osram marka led 3,16 Kliks General Elektrik
marka tungsten ve aydinlatma degerleri, 0,81 Kluks, 0,22 Kliks, 0,32 Kluks, 0,82
Kliks olan sirasiyla yesil,sari,mavi,kirmizi Philips marka ampdiller ile saglanmistir.
Deney dizenegdi Sekil 3.6' da gorulmektedir. Aydinhk karanhk déngusunin (12:12,
10:14, 14:10) (aydinlik:karanlik) mikroorganizmalarin buyime ve yag icerigine
uzerine etkileri 3 Kluks led ampul varliginda denenmigtir. Fujika marka mekanik
zaman ayarh prizler kullanilarak doénguler saglanmistir. Aydinlik-karanlik déngusu
deney dizenedi S$ekil 3.7° de goérulmektedir. Belirli araliklar ile UV-VIS
spektrofotometre ile 600nm’de absorbans, Mettler Toledo pH metre ile sicaklik ve

pH 6lcimuU yapilarak buyume izlenmistir.

Sekil 3.6. Farkh 1sik yodunluklarinda mikroalglerin kultur Gretimi
deney duzenekleri

Sekil 3.7. Aydinlik-karanlik déngusunde mikroalglerin kiltur Gretimi
deney duzenekleri

3.4.5. Farkh 11k siddetlerin mikroalg kulturlerinin buyimesi ve yag uretimine
etkisi (Fototrof)

Farkli 1sik siddetlerinin Chlorella variabilis, Chlorella protothecoides ve Chlorella
ESP-6 turlerinin bayime hizi ve yag uretimi Uzerine etkisinin arastirilmasi amaci ile

mikroalgler 100 ml hacminde otoklav siselerinde 95 ml sivi kdltire alinmislardir.
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Kdultarler de karigtirma yoktur ve havalandirma yuzeyden olacak gekilde dogaldir.
Besi ortami olarak BG-11 kullanilmigtir. Kiltdr ortamina hacimce %6 asilama
yapilmigtir. Aydinlatma ise Orsam marka led ampdller ile saglanmistir. Farkh 1si1k
siddetleri (0,8 Kliks, 2 Kliks, 3 Kliks ve 4 Kliks)) ampdullerin uzaklastiriimasi
ve/veya yakinlastiriimasi ile saglanmigtir. Deney dizenekleri bagka kaynaktan isik
almayacak sekilde kapali odalarda yapiimigtir. Isik siddetleri Extech HD 450 marka
liksmetre ile Olgulmustur. Deney duzene@i Sekil 3.8'de gorulmektedir. Belirli
araliklarla UV-VIS spektrofotometre ile 600nm’de absorbans, Mettler Toledo pH

metre ile sicaklik ve pH 6lcimu yapilarak blylime izlenmistir.

Sekil 3.8. Isik siddeti etkisinin incelendigi
mikroalglerin kiltdr Uretimi deney duzenegi

3.4.6. Heterotrof ve miksotrof kosullarin mikroalg Kkiiltiirlerinin bliylimesi ve

yag uretimine etkisi

Heterotrof ve miksotrof kosullarin Chlorella variabilis, Chlorella protothecoides ve
Chlorella ESP-6 turlerinin bayime hizi ve yag Uretimi Gzerine etkisinin arastiriimasi
amaci ile mikroalgler 100 ml hacminde erlenlerde 75 ml sivi kiltire alinmiglardir.
Kdultarler de karigtirma yoktur ve havalandirma yuzeyden olacak sekilde dogaldir.
BG 11 kdltdr ortamina hacimce %6 asilama yapilmistir. Aydinlatmada Orsam marka
led ampililler ile saglanmistir.Heteretrof kosullar icin besi ortamlarina sirasi ile 2 ve 5
g/L derisimlerde saf gliserol eklenmistir. Miksotrof kosullarda aydinlatma siddeti 4
kliks olacak sekilde Osram marka led ampdller ile ayarlanmistir.Deney dizenekleri
bagska kaynaktan 1sik almayacak sekilde kapali odalarda yapilmistir. Belirli
araliklarla UV-VIS spektrofotometre ile 600nm’de absorbans, Mettler Toledo pH

metre ile sicaklik ve pH 6lcimu yapilarak blylime izlenmisgtir.
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3.4.7. Chlorella variabilis ve Chlorella ESP-6 tiiri mikroalglerin farkl

endistriyel atik sularini antiminda kullanimi

Beyaz esya ve gazli igecek endlstrisi atik sularinin aritim potansiyeli incelemek
amaci ile mikroalgler 250’ser mililitrelik cam erlenlerde 200 ml kultir hacminde,
INNOVA 40 marka calkalamali inkibatdrde, 200 rpm calkalama hizinda, 27 °C’de
kultdre alinmistir. Besi ortami laboratuarda hazirlanan BG11 yerine aritma amaci ile
kullanilan farkl endustriyel tesislerden ve bu tesislerin evsel atik sularindan temin
edilmistir. Atik sular dogrudan Uretim sonucunda depolama tankindan alinmistir.
Beyaz egya fabrikasina ait evsel atik su 6zellikleri Tablo 3.2°de enduistriyel atik su
Ozellikleri ise Tablo 3.3'de verilmistir. Gazli igcecek tesisleri endustriyel atiksu
Ozellikleri Tablo 3.4’de verilmigtir. Aritim icin Chlorella variabilis veChlorella ESP-
6tird mikroalgler kullaniimistir. Tesislerden de alinan atik sular besi ortami olarak
kullaniilmadan 6nce 4000 rpm de 20 dakika santriflij edilerek icindeki kati safsizliklar
uzaklastinimistir. Daha sonra farkli oranlarda (% 0-10-20-30-40-50) sebeke suyu ile
seyreltilerek besi ortami haline getirilmistir. Seyreltmenin amaci atik sularda ylksek
derisimlerde varolabilen bilesenlerin mikroorganizma ¢ogalmasi Uzerine olumsuz
etkilerinin 6nline gecmek ve baglangigta ortama uyum saglamasini kolaylastirmak
icindir. Kulturlerde, belirli aralklarla UV-VIS spektrofotometre ile 680nm’de
absorbans, Mettler Toledo pH metre ile sicaklik ve pH 6lcimU yapilarak biylime
izlenmistir.KUltir sonunda mikroalgler santrif(j ile atik su (besi ortami) ndan
ayrilarak yag miktari analizleri ve yag asidi bilesim tayinleri yapiimistir. Aritim
sonras! atik sularkarakterizasyon igin ilgili isletmelerin atik su c¢evre analiz

laboratuarlarina génderilerek analiz edilmiglerdir.

Tablo 3.2. Beyaz esya fabrikasi evsel atik su degerleri

Parametre mg/L
KOI 1736
TKN 65,7
Toplam P 11,4
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Tablo 3.3. Beyaz esya fabrikasi endustiyel atik su degerleri

Parametre mg/L
Bakir 0,05
Krom (C+6) 0,01
Kadmiyum 0,1
Sulfir 2
Toplam P 20

Tablo 3.4.Gazl icegek fabrikasi endustriyel atik su degerleri

Parametre mg/L
TKN 17,9
KOI 4520

Top P 14,5

3.4.8. Mikroorganizmlarin hasat iglemi

Kdltarlerde logaritmik evrenin bitimi ve duraklama evresinin izlenmesi, optik
yogunluk degerlerine gore yapilmistir. Deneyin sona erdiriimesinden hemen sonra
santrif(ij yardimi ile kilttrler 4000 rpm de 5 dakika sure ile santriflj edilmistir. Blyuk
Olgekli Uretimlerde (>500 ml) (Hermle Z 446 santrifij cihazi), kiguk o6lgekli(<500 ml)

uretimlerde Hettich Mikro 220 R santrifuj cihazlar kullaniimistir.
3.4.9 Mikroorganizmlarin kurutma iglemi

Santrif(jj edilen yas mikroorganizmalar santrif(jj tiplerinde 60 °C’ de alti saat sire ile

Visewen marka etlvde sabit tartima ulasincaya kadar kurutulmustur.
3.5. Analiz Yontemleri
3.5.1. Mikroalglerin optik yogunluk ol¢iimu

Steril 1 ml'lik mikropipet yardimi ile kiltir ortamindan érnekler alinmistir. Ornekler
hacimleri 3 ml olan kuvars klvetlere aktarilarak optik yogunluk (OD) degerleri atik su
aritim ortamlart igin 680 nm, diger arastirmalar icin 600nm dalga boyunda

spektorofometrede (Jenway 6800 UV-VIS spektrofotometre) dlgllmustir. Referans
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numune olarak saf su kullaniimistir. Optik yogunluk degerleri 1,00 absorbans
degerini gectiginde 0Ornekler hacimce belirli oranlarda seyreltilerek o6lgimler

yapilmistir.
3.5.2.Mikroalglerin pH ve sicaklik élgiimii

Kdltar ortami pH ve sicaklik dlgimleri MettlerToledo Seven Easy S20-K pH metre

yardimi ile yapilmigtir. Cihazin probu behere daldirilarak okumalar yapilmistir.
3.5.3.Yag miktar tayini

Yag analizleri Dyer, 1959 yodntemine gore yapilmigtir. 0,2g 6rnek Uzerine 20 ml %
0,4'luk CaCl, ¢ozeltisi, 120 ml metanol/kloroform ¢ozeltisi (1/2 viv) oraninda
eklendikten sonra manyetik karistiricida 3 saat sure ile karistiriimistir. Daha sonra
stzme kagidi (Watman No:1) ile suzulen érnekler, 105 °C’de 2 saat etlivde bekletilip
darasi alinmig olan cam kaplara stzdurulmustir. Balonlar agizlari hava almayacak
sekilde kapatilip 1 gece karanlik bir ortamda bekletilmis ve ertesi gin metanol-
sudan olugan Ust tabaka ayirma hunisi yardimiyla ayirilmistir. Kalan kloroform yag
kismindan 60 °C’de kurutularak uzaklastiriimistir. Daha sonra balonlar etiivde 1 saat
sureyle 90 °C’de bekletilerek icerisindeki kloroformun tamaminin ugmasi saglanmis
ve desikatdr igerisinde oda sicakligina kadar sogutulmustur. Hassas terazide tartim
yapiimigtir. Yag miktarinin hesaplanmasinda Denklem (3.1) kullaniimigtir. Yag

analizi suizme deney duzeneyi Sekil 3.9'da gértulmektedir.

. [Beher darasi(g) + Lipit (g)] - [Beher darasi(g)]
Ornek miktar 1(g)

x 100 (3.1)

Sekil 3.9. Yag miktari analizi
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3.5.4.Yag asidi bilesimi tayini

Yag asidi bilesimi alev iyonizasyon dedektért (FID) ve 30 m x 320 ym x 0.25 ym
kapiler kolon (CARBOWAX 20M) ile donatiimis olan GC 7820 Aggilent marka gaz
kromotogrofi cihazi kullanilarak tayin edilmistir. Dedektdr sicakligi 280°C ve split
orani 1:50’dir. Kolon sicakhgi, 50 °C’de 1 dakika bekletildikten sonra dakikada 25°C
artisla 200°C’ye 3°C artisla 230°C’ye ulasilarak bu sicaklikta 18 dakika bekletilmigtir.
Daha sonra dakikada 40°C artisla 280°C’ye c¢ikilmis ve bu sicaklikta 3 dakika
bekletilerek analiz sonlandiriimistir. Toplam analiz suresi 35 dakika surmektedir.
Taslyici gaz olarak helyum kullaniimistir. Yag asitleri bilesiminin tayini icin yaglar
oncelikle metil esterleri haline getirilmigtir. Analiz edilecek 6rnegin hazirlanmasi igin
0,1 g yag ornegi, 20 ml'lik cam tlp igerisine tartilarak ve tzerine 10ml n-heptan ilave
edilerek karistiriimistir. Daha sonra Uzerine 100 ul 2N metanolde ¢éziinmis KOH
eklenip, vorteks karistiricida 30 saniye karistiriimistir. Karisim 5000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilerek metil esterleri igeren st fazin ayrilmasi saglanmistir Ust
fazdan 1ul enjeksiyon yapilmistir (David ve dig., 2005). Ornek hesaplama Ekte
gOsterilmistir (EK- B).

3.5.5.Mikroorganizma biiyiime hizi ve hiicre ikilenmesiiresinin belirlenmesi

Farkl kosullarda yetistirilen mikroalglerin spesifik blyime hizlari Denklem (3.2)’ye

gore hesaplanmistir. Ornek hesaplama Ekte gosterilmistir (EK- C).

InX, —InX

b=

Formdilde X2 ve Xl, logaritmik (Ustel) blylime evresinde t ve tlzamanlarlndaki

biyokutle derisimlerini belirtmektedir.

Mikroalg hucrelerinin ikilenme (doubling time (DT)) Denklem (3.3)e gore
hesaplanmistir. Ornek hesaplama Ekte gésterilmistir (EK- D).

_ 2

Vmax (3.3)

DT

umax Denklem (3.2) yardimi ile bulunan spesifik biylime hizidir.
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3.5.6.Setan sayisi belirlenmesi

Mikroalglerden elde edilen yaglarin yag asitleri setan sayilari Denklem 3.4’e gore

hesaplanmistir (Klopfenstein, 1982). Ornek hesaplama Ekte gosterilmistir (EK- E).
Setan sayisi1=58,1+[(1,4)*(n-8)]-15,9xcift bag sayisi (3.4)
Formulde n karbon sayisini belirtmektedir.

3.5.7. Mikroorganizma derisimi ve yag liretkenligi hesabi

Mikroorganizma derigimi Denklem 3.5’e gére hesaplanmistir. Ornek hesaplama Ekte

gosterilmistir (EK- F).

Xmax (g/L) = AxB (3.5)
A = [(Xmax X 2000m)/V]

B= A/Abs;

Ve = Kultar hacmi

Abs; = 600 nm’ de kiltlir sonu absorbans degeri

Lipit Uretkenligi Denklem 3.6 ya gére hesaplanmigtir. Ornek hesaplama Ekte

gOsterilmistir (EK- E).

(Xmax/ Dt siresit) X Lmyi (3.6)
Xmax (g/L) :Kiltdr sonunda elde edilen en ylksek mikroorganizma derigimi

Daitiir zaman: = KUItUr stresi (gun)

Lmyi = Mikroorganizma yag igerigi (%)
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Isik Yogunlunun Mikroorganizma Biiyiime Uzerine Etkisi ve En Uygun

Fotobiyoreaktor Kalinhiginin Belirlenmesi

Isik, fotosentetik organizmalarin yasamlari icin  dnemlidir.  Blylmenin
gerceklesebilmesi icin ortamda yeterli bir 1sik kaynadi olmasi gerekmektedir. Isik
yogunlugu Kualtir ortamindaki yogunluk ile iligkilidir. HUcre derisimi yuksek olan
kiltirde, iyi bir fotosentez igin 1sik yogunlugunun arttinimasi gerekmektedir
(Vonshak ve dig., 2004). Ayni zamanda fazla isiginmikroorganizma Uzerine
fotoinhibisyon etkisi yaptigi bilinmektedir. Isik siddetinin mikroorganizma blylime
hizi Gzerine etkisinin arastiriimasi amaci ile sistem den 3.,6.,9.,12. gUnlerde 6rnekler
alinarak 600 nm de absorbans olgumleri yapilmistir. Mikroorganizma buyume egrisi
Sekil 4.1’ de gorulmektedir.
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Sekil 4.1. Chlorella variabilis’e ait farkl i1sik yogunluklarinda blytime egrileri. (1: 80
Kliks, 2: 50 Kluks, 3: 36 Kliks, 4: 25 Kliks, 5: 17 Kluks, 6: 12 Kliks, 7: 8.5 Kliks, 8:
6.4 Kliks, 9: 4.5 Kliks, 10: 3.6 Kliks)
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Isik siddetinin artmasi ile mikroorganizma derisimi 6nce artmis maksimum
mikroorganizma derisimine (Xna=0,32 g\mL) 25 Kluks 1sik yogunlugunda ulagiimig
daha sonra azalmistir. Sekil 4.2. 11k siddetinin sirasiyla 80 Kiliks ve 3,6 Kliks olan
birinci ve sonuncu reaktorde inhibisyon etkisi ve 1sigin yetersiz kaldigi acikga
gorulmektedir. Deneysel sonuglarina goére maksimum reaktor kalinligi 8 cm
yigegcmeyecek sekilde tasarlanmalidir. Igigin reaktére olan uzakligi kullanilan 1sik
kaynagina gore degigsmektedir. Bu calisma igin uzaklik 4 cm’dir. Literatlrde yapilan
benzer bir calismada isik yogunlugunun Chlorella sorokiniana tiri mikroalgin
blylime Uzerine etkisi incelenmis ve maksimum fotobiyoreaktoér kalinligi 6 cm

olmasi gerektigi belirtiimistir (Das ve dig., 2013)
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Sekil 4.2. Fotobiyoreaktoér kalinhginin Chlorella variabilis tari mikroalgin buyimesi
Uzerine etkisi

4.2. Azot Sinirlamasinin (Stres) Farkli Tiir Mikroalglerin Biiyime ve Yag

igerigine Etkisi

Mikroalglerin fototrofik Gretimlerinde, karbon, azot, potasyum, magnezyum, sodyum,
sulfat ve fosfat ortamda bulunmasi zorunlu elementlerdir. Buyumeyi destekleyici
maddeler (vitaminler, hormonlar vb.) ortamda bulunabilirler (Fay, 1992).
Mikroalglerin yag icerigi besin ortamina uygulanan stere goére degisiklik gosterir,

azalabilir veya artabilir. Mikroalglerin blyime ve yag Uretimini incelemek amaci ile
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besi ortamina (BG11) farkli oranlarda azot eklenmistir. Bu oranlar % 0,25,50,75,100
yiizde olacak sekilde ayarlanmigtir. Ornegdin %25 azot, besi ortaminda bulunmasi
gereken azot kaynaginin (1,5g/L) %25’i kadaridir. Besi ortami sebeke suyu ile
hazirlanmistir. Haziran 2015-Mart 2017 ayi iSU sebeke suyu verilerine gére sebeke
suyunda sirasiyla 0,015, 0,009 mg/L nitrit bulunmaktadir iISU 2017 analiz raporlari
EK-A’da verilmigtir. Sekil 4.3 ve 4.4’te sirasiyla Chlorella variabilis igin sebeke suyu
ve saf su ortamlarinda Sekil 4.5 ve 4.6’ da sirasiyla Chlorella ESP-6 ve Chlorella
protothecoides icin sebeke suyu ile hazirlanan besi ortamlarinda farkli azot

sinirlamalarinin mikroalgin biylme Uzerine etkileri verilmistir.
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Sekil 4.3. Azot sinirlamasinin Chlorella variabilis tlrii mikroalgin blylUmesi tzerine
etkisi ( Sebeke suyu ile hazirlanan BG-11)
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Sekil 4.4. Azot sinirlamasinin Chlorella variabilis tiri mikroalgin blylimesi Uzerine
etkisi ( Saf su ile hazirlanan BG-11)
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Sekil 4.5. Azot sinirlamasinin Chlorella ESP-6 tlrl mikroalgin blylimesi Uzerine
etkisi
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Sekil 4.6. Azot sinirlamasinin Chlorella protothecoides tiri mikroalgin blylmesi
Uzerine etkisi

Chlorella variabilis ortamda hi¢ azot (NO) bulunmadiginda blyime diger ortamlara
nazaran 360. saate kadar yavas ilerlemistir. Bu saatten sonra durgunluk fazina
gecmistir. Bu ortamda mikroalglerin sebeke suyundan aldiklari nitriti tlkettikleri
aciktir. Diger tim ortamlarda buyume farkh hizlarda da olsa 168. saate kadar paralel
olarak devam etmis bu saatten sonra %50(N50) ve %75(N25) kisith ortamlarda
durgunluk fazina gegerek 312. saatin sonunda 6lim fazina gegtigi gortlmektedir.
Diger ortamlarda 330. saate kadar buyumenin gerceklestigi bu saatten sonra
mikroorganizmanin durgunluk fazina gectigi agikga gorulmektedir. Saf su ile
hazilananan ortamda azot yoklugunda buylime yok denecek kadar azdir. Ortamda
hic azot bulunmadiginda (NO), bir baska deyis ile %100 azot sinirlamali ortamda
biylme diger ortamlara nazaran 590. saate kadar yavas ilerlemistir. Bu ortamda
mikroalgler sebeke suyundan aldiklari nitriti tlkettikleri dustinulmektedir. Chlorella
ESP-6 icin azot kisitlamasinin mikroorganizma buyumesi Uzerine 6nemli bir
parametre oldugu belirlenmistir. Diger tim ortamlarda buylme, farkli hizlarda 500.
saate kadar devam etmis bu saatten sonra durgunluk fazina gegcilmistir. Bu saatten
sonra mikroorganizma durgun faza gegmistir. Chlorella protothecoides igin, 265.
saate kadar tim ortamlarda farkli blyime hizlarinda gercgeklesmistir. %75 azot

sinirli ortamda diger ortamlara gbre daha hizli biylime gerceklesmistir. %100 azot
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sinirlamal kiltirde 333. saatten sonra sebeke suyundan gelen azot ortamda bitince
olum fazina gegctigi gérilmektedir. Bu saatten sonra %75 ve %50 sinirli azot ortami
hari¢ diger kalttrlerin durgunluk fazina gegtikleri gortlmektedir. Her t¢ mikroalg tri

icin %75 azot kisiti (N25) daha fazla hicre gogalmasina neden olmustur.

Tablo 4.1 ve 4.2’ de sirasiyla sebeke suyu ve saf su ortaminda Chlorella variabilis
icin, Tablo 4.3 ve 4.4'de sirasiyla Chlorella ESP-6 ve Chlorella protothecoides igin
farkl azot kisittamalarinda elde edilen hiicre derisimi, cogalma hizi, ikilenme sdresi,

yag icerik ve verimlilik degerleri verilmektedir.

Tablo 4.1. Farkh azot stres kogullarinin Chlorella variabilis turl mikroalgin buyime
hizina ve yag igerigine etkisi (Sebeke suyu ile hazirlanan BG-11 ortaminda)

Hucrelerin Yag verimliligi
ikilenme
Yag g/Lgln
slresi Icerigi
Azot miktari (%)  Xmax @) Mmax (™) (saat) (%) (x10®)
0 0,54 0,010 69 15 5,40
25 0,73 0,016 43 32 15,5
50 0,47 0,011 63 26 8,14
75 0,46 0,010 66 24 7,36
100 0,26 0,003 231 12 2,02

Tablo 4.2. Farkh azot stres kosullarinin Chlorella variabilis tiri mikroalgin biyime
hizina ve yag igerigine etkisi (Saf su ile hazirlanan BG11 ortaminda)

Hucrelerin Yag verimliligi
ikilenme
siresi Yag g/Lgiin
Ximax (Saat) Iger|g|
Azot miktari (%)  (g/L) Hmax (N (%) (x10®)
0 - - - - -
25 0,26 0,044 15,74 35 6,20
50 0,19 0,040 17,30 27 3,51
75 0,19 0,044 15,75 25 3,25
100 0,19 0,043 16,12 14 1,82
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Tablo 4.3. Farkl azot stres kosullarinin Chlorella ESP-6 tlru mikroalgin buyume
hizina ve yag icerigine etkisi

Hucrelerin Yag verimliligi
ikilenme Yad .
sUresi rag - g/lgin
Xmax (saat) Icerigi

Azot miktari (%) (g/L) Hmax (™) (%) (x107%)

0 0,26 0,0067 103 39 4,05

25 1,98 0,0098 70 10 7,92

50 1,80 0,0086 80 17 10,08

75 1,78 0,0073 94 14 9,96

100 0,22 0,0088 78 14 1,23

Tablo 4.4. Farkh azot stres kosullarinin Chlorella protothecoides turd mikroalgin
buyume hizina ve yag icerigine etkisi

Hucrelerin Yag verimliligi
ikilenme g/Lgln
Yag
Siresi  Igerigi (x10'®)
Azot miktart (%) Xmax@r) — Mmax (0™ (saat) (%)
0 0,34 0,0067 103 51 10,02
25 0,72 0,0193 36 53 22,40
50 0,49 0,0109 63 50 14,40
75 0,12 0,0071 97 49 3,45
100 0,35 0,0019 364 52 10,7

Chlorella variabilis icin sebeke suyu ile hazirlanan ortamda Tablo 4.1'de farkli azot
streslerinde 15 gunlik kualtir sonucunda mikroalgin buyume hizlari, ikilenme
sureleri, yag icerikleri ve yag verimlilikleri gorulmektedir. Yag verimlilikleri azot
stresinin artmasi ile artmis %75 N stresi ile en yliksek degere (15,5x10°g/Lgiin)
ulastiktan sonra artan N stresi ile azalmistir. En ylksek mikroorganizma derisimine
sebeke suyu ile hazirlanan ortaminda ( Xmax= 0,73 g/L), yag icerigine (%32) buyume
hizina (Umax= 0,016h'1) %75 azot kisith ortamda, saf su ile hazirlanan ortamda en
yuksek hicre derisimine ( Xmax= 0,26 g/L) ve en yuksek yag iceridi (%35) %75 azot
kisith ortamda elde edilmis, en ylksek buyime hizina (Mmax= 0,044“'1) %25 azot

kisiti etkisinde elde edilmistir. Chlorella ESP-6 igcin en ylksek mikroorganizma
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derisimine ( Xma= 1,78 g/L),blyiime hizina (Uma= 0,0098h™) %75 azot kisith
ortamda ulasilirken, en ylksek yag icerigine(%39) azot siniri olmayan kosullarda
ulagiimigtir. Bu tlr i¢cin azot sinirlamasi yag icerigini azaltmistir. Chlorella
protothecoides i¢in azot sinirlamasinin mikroorganizma yag icerigine etkisene
rastlanmamigtir. 18 gunluk kultir sonucunda en yuksek mikroorganizma derigimi ve
yag verimliligi (Xna= 0,72g/L), (22,4x10° g/Lgiin) biyiime hizi (Ums= 0,0193h™) ve
yag icerigi (%53) %75 azot sinirlanan kultirde elde edilmigtir.

Sekil 4.7, 4.8, 4.9, 4.10'da kultur suresince sicaklik degisimleri Sekil 4.11, 4.12, 4.13

ve 4.14’de pH degisimleri verilmektedir.
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Sekil 4.7. Chlorella variabilis ’e ait farkh azot kisitlamalarinda sicaklik degisimleri
(Sebeke suyu)

42



30

%)

$ —~—NO

x

% —a—N 25

;—)’ —4—N 50
—>—N 75
—*—N 100

0 100 200 300 400

Siire (saat)

Sekil 4.8. Chlorella variabilis ’e ait farkh azot kisitlamalarinda sicaklik degisimleri
(Saf su ile hazirlanan BG-11 ortaminda)
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Sekil 4.9. Chlorella ESP-6 'ya ait farkli azot kisittamalarinda sicaklik degisimleri
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Sekil 4.10. Chlorella protothecoides’e ait farkli azot kisitlamalarinda sicaklik
degisimleri
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Sekil 4.11. Chlorella variabilis 'e ait farkli azot kisittamalarinda pH degisimleri
(Sebeke suyu ile hazirlanan BG-11 ortaminda)
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Sekil 4.12. Chlorella variabilis ’e ait farkli azot kisitlamalarinda pH degisimleri(Saf su
ile hazirlanan BG-11 ortaminda)
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Sekil 4.13. Chlorella ESP-6 ’e ait farkli azot kisitlamalarinda pH degisimleri
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Sekil 4.14. Chlorella protothecoides ’e ait farkli azot kisitlamalarinda pH degisimleri

Sekil 4.8 ve 4.12’de saf su ortaminda hazirlanan kdltir ortamlarinin sirasiyla
Chlorella variabilis igin, sicaklik ve pH degisimleri goériimektedir. Kiltlrlerin
baslangi¢ sicakliklarl 25,2 + 0,2°C olarak olglimusatar. Kaltr siresince sicaklik
glnduz dlgulen degerleri her ortam igin 26°C ile 24°C arasinda degisim gostermigtir.
Kultarler 24 saat led ampduller ile aydinlatiimaktadir. Sebekede yasanan elektrik
kesintileri ile amplller zaman zaman sénmus ve sonra tekrar yanmistir. Bu nedenle
ortamda sicaklik dalgalanmalari yasanmistir. Kultlr siresince pH degerlerinde
blylmeye bagh olarak artis gézlenmis ve 282. saatten sonra kligik dalgalanmalar

ile 7,5 ile 8,5 arasinda degisim gostermigtir.

Ototrofik kultirlerde mikroalgler inorganik karbonu kullanir ve ortama hidroksil
verirler. Bu nedenle ortam pH’inin ylkselmesi ve belirli bir zaman sonrasi sabit
olmasi beklenir. Sekil 4.5°den géruldigu gibi baslangigta ortam pH’1I her kiltdr igin
7,6 ile 7,8 arasinda degismektedir. 96. saate kadar pH’larda artis gézlenmis bu

saatten sonra 9,1 ile 9,8 arasinda degisim gostermistir.

Chlorella ESP-6 igin Kkdlturlerin baslangi¢c sicakliklari 24,5 + 0,2°C olarak
Olclimusatar. Kaltir suresince sicaklik degerleri her ortam igin 26°C ile 24,5 °C
arasinda degisim gostermistir (Sekil 4.9). Kiltlrler 24 saat led ampdller ile
aydinlatiimaktadir. Buharlasmadan dolayi kultirlerin haciminde zamanla kayiplar
olusmaktadir. Bu kayiplari engellemek iginsebeke suyundan hacmi kaybi kadar su

eklemesi yapiimaktadir. Bu eklemeler sirasindaki sicaklik dalgalanmalari 450. saate

46



acgikga gorulmektedir. Kiltdrlerin baslangic pH’1 7,3 ile 7,7 arasinda degismektedir
(Sekil 4.13). Zamanla farkli azot sinirlamali ortamlarda nitratr ve nitriti tiketirken pH
degerlerinde artiglar gozlenmistir. Olim fazina gegen kiiltirlerde érnegdin azot
sinirlamasinin olmadigr (NO) ve yari yariya oldugu (N50) ortamlarda pH keskin bir
sekilde dusus gostermistir

Kdultarlerin baslangi¢ sicakliklari Chlorella protothecoides igin, 23,6 + 0,2°C olarak
Olcliimusatar. Kaltirlerde 100. Saate kadar sicaklik artmis daha sonrada kultdr
suresince sicaklik degerleri her ortam igin 28°C ile 24,5°C arasinda degisim
goOstermistir (Sekil 4.10). Kultirlerde sebeke suyu ilaveleri sicaklik dagihimlarina
neden olmustur.Kdltdrlerin baslangi¢c pH’1 7,5 ile 8,5 arasinda degismektedir (Sekil
4.14). Zamanla her ortamda 100. saate kadar pH degerlerinde artiglar gézlenmistir.
Farkl azot varliklarinda kultirlerde 300. saatten sonra pH’lar 8,5 ile 9,5 arasinda

degisim gostermigtir.

Pek ¢ok mavi-yesil alglerin 6nemli 6zelliklerinden biri de bunlarin atmosferik azotu
(N,) vyakalama (fiske etme) kabiliyetleridir. Azot baglayan mavi yesil
algler/siyanobakteriler nitrogenazlarini oksijenden korumak igin degigik stratejiler
gelistirmiglerdir. Bazi mikroalg turleri bu glgligid yenebilmek igin, “heterosist” adi
verilen 6zel hicreler Uretirler. Azot fikse eden mavi-yesil alg tirleri ve “heterosist”
adi verilen az sayida Ozellesmis hucre ile N, yakalarlar. Azot baglanmasi
heterosistler iginde gerceklesmektedir. Heterosistin hucre duvari oldukga kalin
oldugu igin oksijen bu duvardan iceri gegememekte ve nitrogenaz enzimi
calisabilmektedir. Bazi mikroalg turlerinde azot fiksasyonu, serbest oksijenin
%10’dan daha az oldugu zaman en iyi bigimde gerceklesir (Bohme ve dig., 1998
,Adams ve dig., 2000). Bir baska bulgu da heterosist ve normal olarak nitrogenaz
olusturmayan turlerde nitrogenazi kodlayan genlerin varliginin saptanmis olmasidir.
Bu tlrler enzimi sentezleyebilir ve kosullar anaerobik oldugunda N,
tutabilmektedirler (Keeton ve dig., 2004). Calisilan kosullar altinda Chlorella
variabilis turinun havadaki serbest azotu yakalama Ozelligi olmadigi

dusinltlmektedir.

Sebeke suyundan hazirlanan BG-11 besi ortaminda yetistirilen mikroalglerde ayni
azot sinirlamasinda (N75) saf su ile hazirlanan besi ortamina gére daha yiksek yag
ve mikroorganizma kuru kuitlesi elde edildiginden dolaylr bundan sonraki
calismalarda besin ortamlarinin hazirlanmasinin sebeke suyu ile yapilmasina karar

verilmigtir.
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Mikroalglerin yag asidi bilegiminin ve Urettigi yag miktarinin tirlere gore degistigi
bilinmektedir. Yag asidi bilesimleri veya profilleri de yetistirilen ortamin fiziksel(isik,
sicaklik) ve kimyasal (besi ortaminda bulunan bilegikler) sartlarina bagh olarak
degisiklik gosterebilir. Genellikle mikrolg tirlerinin sahip oldugu yag asitleri C12 ile
C22 arasinda degisim gostermektedir. Bazi tlurlerde Ust sinir C24’e kadar
cikabilmektedir (Halim ve dig., 2012).

Azot sinirlamasinin  Chlorella variabilis tarG  mikroalgin yag Uretimine
etkisiniinceleyen tek galismada, en yuksek mikroorganizma derigimine (0,112 g/L)
ve yag icerigine (%25,6) %75 N kisitlamali BG-11 ortaminda ulasildigi belirtilmigtir
(Altin, 2017).

Sebeke suyundan hazirlanan ve %75 N kisitl besi ortaminda yetistirilen Chlorella
variabilis turt mikroalgin yag asidi bilesimi Tablo 4.5’de verilmigtir. Tablo 4.6’da ve
4.7°de sirasiyla Chlorella ESP-6 (%50 N kisistli) ve Chlorella protothecoides (%75 N

kisitli) icin verilmistir. Yag asidi bilesim kromatogramlari EK-G’de gosterilmigtir.

Tablo 4.5. Chlorella variabilis tiru mikroalgin yag asidi bilesimi

Yag asidi Bilesim (%)
C14:0 (Miristik) 7,65
C15:0 (Pentadeklik) 7,31
C16:0 (Palmitik) 28,2
C17:0 (Margarik) 4,15
C18:1 (Oleik) 9,36
C18:2 (Linoleik) 26,08
C18:3 (Linolenik) 17,25
Doymus 47,31
Doymamis 52,69
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Tablo 4.6. Chlorella ESP-6 turd mikroalgin yag asidi bilesimi

Yag asidi Bilesim (%)

C6:0 (Hekzanoik) 10,8
C15:0 (Pentadeklik) 15,6
C17:0 (Margarik) 22,3
C20:0 (Arakhidik) 51,3
Doymus 100
Doymamig 0

Tablo 4.7. Chlorella protothecoides tirti mikroalgin yag asidi
bilesimi (%75 N kisitlh)

Yag asidi Bilesim (%)
C14:0 (Miristik) 1,50
C15:0 (Pentadeklik) 13,70
C16:0 (Pentadekanoik) 2,80
C16:1 (Palmit oleik) 25,40
C18:0 (Stearik) 5,30
C18:1 (Oleik) 7,30
C18:2 (Linoleik) 11,06
C20:0 (Arakhidik) 32,10
Doymus 67,30
Doymamis 32,70

Chlorella variabilis i¢in, yag asidi bilesimi C14 ile C18 arasinda degismektedir. Yagin
ortalama molekul agirligi 836,6 g/mol, setan sayisi baskin yag asidi C16:0’a goére
69,3 olarak belirlenmigtir. Chlorella ESP-6 tird mikroalgin yag asidi bilesimi
incelendiginde C20:0 (Arakhidik) asidin baskin oldugu goérilmektedir. Denklem 3.4’ e
goére setan sayisi arakhidik aside gére hesaplanmig, 74,9 olarak belirlenmis yagin
ortalama molekdl agirigi ise 849,1 g/mol olarak hesaplanmistir. Setan sayisi
oldukca yuksekdir. Bu yagdan elde edilecek metil veya etil esterlerin (biyodizel)

kolay tutusabilecegi ve hizli yanabilecagi beklenmektedir.
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Chlorella protothecoides i¢in C20:0 (Arakhidik) asitce zengin oldugu belirlenmigtir.
ikinci baskin yag asidi C16:1(Palmit oleik)'dir. Setan sayisi baskin yag asidi C20:0’a
gore 74,9, yagin ortalama molekul agirhgi ise 870,2 g/mol olarak hesaplanmistir. Bu
tir icinde setan sayisinin olduk¢a yuksek oldugu goéridlmustir. Bu yagdan elde
edilecek metil veya etil esterlerin (biyodizel) kolay tutusabilecegi ve hizl

yanabilecagi beklenmektedir.

Piorreck ve dig., 1984 yilinda yaptiklari ¢aligmada, azot sinirlamasinin Porphyridium
cruentum tiirli mikroalgin toplam yag icerigini iki katina arttirdigini belirlemislerdir.
Ayrica calistiklari Chlorela fuska tirt mikroalg icin artan 1s1gin C16 ve C18 yag
asitlerinin  olusumunu arttirdigini  belirlemiglerdir. Mikroalgin yag asidi bilesimi
Uzerine degisen CO, miktarlarinin etkielerini incelemislerdir. Havada bulunan
CO,(%1) ile ototrofik yetistirilen mikroalgde 16:0, 16:3, 16:4, 18:2 ve 18:3 C'lu yag
asitlerinin oldugunu belirlemislerdir. Karbon kaynagi olarak glikoz eklenen ortamda
mikroalg yetistiriimesi ile 16:4 C’lu yag asidi olusmamis 18:3 C’lu yag asidi azalmis

ve diger yag asitleri ise artmistir.

Chisti 2007'de vyaptigi c¢alismada Dunaliella’nin yag asidi bilesimindeki

degisimlerindlisik sicaklikta yetismesinden kaynaklandigini belirlemiglerdir.

Chlorophyceae’de linoleik asit (18:3) miktari baskin iken Bacillariophyceae’de
palmitik asit (16:0), hexadeceonik asit (16:1) ve polyenoik asit (C20) baskindir.
Porphyridium sp., tirl mikroalgde palmitik (16:0), oleik (18:1) ve linoleik asitler
(18:2) kadar arasidonik asitin (C20) ylksek oldugu literatlirde belirtiimektedir.
Kirmizi alg tdri olan Porphyridium cruentum 25 °C yetistirildiginde toplam yag
asitlerinin % 36’s1 kadar aragidonik asit icerdigi belirtimektedir. Yetistirme sicakligi
16 °C’ye duslrildiginde bu miktar % 60’a kadar artabildigi belirlenmigtir.
Chrysophyt turlerinin dokosanoik asitce (C22) zengin oldugu belirtiimektedir.
Dinophyceaeturt mikroalgin yag asidi bilesimi C16 ile C22 arasinda degismektedir.
(Chisti ve dig.,2007, Bulut, 2009).

Biyodizel yakitlar genellikle, bitkisel yaglarin metanol ile transesterlegsmesi ile elde
edilen yag asidi metil esterleri (YAME) olarak siniflandirilir. Yag asitleri karbon zincir
uzunluguna ve cift bag sayisina gére adlandirimakta, doymus yada doymamis
olabilmektedir. Yag asitleri doymus veya doymamis olabilmektedir. Setan sayisi,
dizel motorda kullanilacak yakitin ategleme kalitesini belirleyen en oOnemli

Ozelliklerden biridir. Bitkisel kokenli yaglarin esterlerinin setan sayisi dizel yakittan
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daha yuksektir (Krisnangkura, 1980). Dizel yakitin setan sayisi 55 ile 60 arasindadir.
Biyodizeldeki yag asitlerinin karbon sayisi arttik¢a, setan sayisi da buna gore artar.
Biyodizeldeki setan sayisi 55 ile 75 arasinda degismektedir, biyodizelin setan sayisi
goérildigu Uzere dizelden fazladir (Klopfenstein, 1982). Setan sayisi yuksek olan

yakit kolay tutusabilir ve hizli bir sekilde yanabilir.

Chlorella variabilis tird mikroalgin yag asidi bilegsimi incelendiginde %75 azot sinirli
kosullarda Uretilen mikroalg yaginin setan sayisi denklem 3.4’e goére 40,3 olarak
hesaplanmigtir. Hesaplamadan baskin yag asidi linoleik asit (C18:2) temel
alinmigtir.  Kaltar kosullar degistirilerek elde edilen yagin yag asidi bilesimi
degistirilebilmektedir. Literatlirde Chlorella variabilis ve ESP-6 tlrleri icin mikroalgin

yag asidi bilesimini inceleyen ¢alismaya rastlanmamistir.

Literatlrde Chlorella protothecoides’in azotlu ve azotsuz bold bazal besin ortaminda
blylmesi ve yag icerigine etkileri arastiriimis, deneysel ¢alismalarin azotlu ortamda
azot yoksun ortama gore buylime daha hizli olmus ve daha yUksek hiicre derisimine
ulastiklarini raporlamislardir. Bold bazal besin ortaminin yag igerigine etkisinin belirli
bir fark yaratmadigi, yag icerigi 9 gunlik kaltlr sonrasinda kuru kitlenin %48’i kadar
belirlenmistir (Yicel ve dig., 2016). Chlorella protothecoides heteretrofik ve azot
kisittamali ortamda kultire alinmig, azot kisitlamasinin yag icerigine belirgin bir
etkisi olmamig, ancak genetik diizenleme ile 240 saatlik kiltlir sonunda kuru kutlenin
%72’i kadar yag elde edilmistir (Li ve dig., 2013). Farkli tir mikroalglerin setan
sayllari Tablo 4.8'de verilmektedir. Farkh oranlarda azot kisitlamasinda
mikroalglerden elde edilen en yuksek hicre derisimleri Sekil 4.15’de yag igerikleri ve

yag verimlilikleri ise sirasiyla Sekil 4.16 ve 4.17°de verilmistir.
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Tablo 4.8. Farkl tir mikroalglerin setan sayilari ( islam ve dig. , 2013)

Mikroalg Setan Sayisi
Ankistrodesmus falcatus 53,2
Ankistrodesmus fusiformis 50,8
Kirchneriella lunaris 45,9
Chlamydomonas sp. 66,9
Chlamydocapsa bacillus 51
Coelastrum microporum 55,4
Desmodesmus brasiliensis 55,6
Scenedesmus obliguus 65,5
Pseudokirchneriella subcapitata 56,7
Chlorella vulgaris 63,8
Botryococcus braunii 55,1
Botryococcus terribilis 61,7
Nannochloropsis oculata 55,0
Extubocellulus sp. 57,8
Biddulphia sp. 52,5
Phaeodactylum tricornutum 47,3
Picochlorum sp. 44
Amphidinium sp. 39,5
Scenedesmus dimorphus 32,9
Franceia sp. 27,7
Mesotaenium sp. 28,3
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Sekil 4.15. Farkli azot kisitlamalarinda elde edilen en ylksek hicre derigimleri
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Sekil 4.16. Farkl azot kisitlamalarinda elde edilen en yuksek yag igerikleri
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Sekil 4.17. Farkh azot kisitlamalarinde elde edilen en yuksek yag verimlilikleri
4.3 Farkli Isik Kaynaklarinin Mikroalg Biiyiimesi ve Yag Uretimi Uzerine Etkisi

Isik, fotosentetik organizmalarin yasamlarini surdurebilmeleri igin zorunludur.
(Vonshak, 2004). Mikroalglerin buyuyerek yuksek hucre derigsimi elde edilecek
sekilde buyutilmeleri icin 1siIk kaynagi ture gore eniyilestiriimelidir. Farkh 11k
kaynaklarinin mikroalglerin buyimesine ve yag Uretimine etkisini arastirmak amaci
ile BG11 besi ortami aydinlatma siddeti 3 Kluks olan Orsam marka led ve General
Elektrik marka tungsten, aydinlatma siddeti 3,16 Kiliks, 0,81 KIliks,0,22 Kiliks, 0,32
Kllks, 0,82 Kliks olan sirasiyla yesil, sari, mavi, kirmizi Philips marka ampdiller ile
aydinlatiimistir. Kultrlerde herhangi bir azot sinirlamasi uygulanmamistir. Farkli isik
kaynaklar etkisindeki Chlorella variabilis, Chlorella ESP-6 ve Chlorella prothocoides

icin buyume egrileri sirasiyla Sekil 4.18, 4.19 ve 4.20’de gorilmektedir.
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Sekil 4.18. Farkli 1sik kaynaklarinin Chlorella variabilis tlrd mikroalgin blylimesi
Uzerine etkisi
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Sekil 4.19. Farkh 1sik kaynaklarinin Chlorella ESP-6 tiri mikroalgin blylimesi
Uzerine etkisi
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Sekil 4.20. Farkl 1sik kaynaklarinin Chlorella protothecoides turi mikroalgin
blylmesi Gzerine etkisi

Chlorella variabilis icin, Sekil 4.18’den acik¢a goéruldugu tzere led ve tungsten isik
etkileri altinda mikroorganizma biytumesi farkh hizlarda 115. saate kadar artmistir.
Bu saatten 165. saate kadar mikroorganizma derisimi sabit kalmis, 165. saatten
sonra blyume 189. saate kadar bir miktar daha artarak bu saatten sonra durgun
faza gegmistir. Diger 1sik (yesil, mavi, sari, kirmizi) etkilerinde mikroorganizma
bldylmesinin olduk¢a yavas oldugu gézlenmis,hlcre derisimleri 115. saaten sonra
durgun faza gecgcmis 165. saaten sonra Olim fazina geg¢mistir. Led ve tungsten
aydinlatma hari¢ diger tim kaynaklardan saglanan 1sik enerjisi mikroorganizma

blaylimesi igin yeterli olmamistir.

Chlorella ESP-6 igin, led ve tungsten isik etkisi altinda 333. saate kadar farkli
blylime hizlarinda ¢ogalmayi sirdirmasglerdir. Diger i1sik etkileri altinda kiltir edilen
mikroalglerde blylime yok denecek kadar azdir. Sari sk etkisi altinda
mikroorganizma nispeten diger blylime gdsteremeyen tirlere gére az da olsa

buylume gostermistir (Sekil 4.19).

Chlorella protothecoides turt mikroalg led 1sik etkisi altinda 100. saate kadar hizli bir
buyime gdstermig,daha sonra durgunluk fazina gegerek kisa bir stre sonra da (20
saat) 6lum fazina gecgmistir. Diger 1sik etkileri altinda kultir edilen mikroalglerde
buyime yok denecek kadar azdir (Sekil 4.20). Tungsten lamba 1sik kaynaginin bu

tir Ustline fotoinhibisyon etkisi yapmis oldugu disunilmektedir, ayni zamanda
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tungsten lamba varliinda olusan yiksek sicaklik (36 °C) blylume Uzerine olumsuz
etki gosterdigi dusunulmektedir. Farkl 1sik kaynaklarinin bliyume hizlar ve yag
iceriklerine etkileri Chlorella variabilis, Chlorella ESP-6 ve Chlorella protothecoides
icin sirasiyla Tablo 4.9, 4.10 ve 4.11’de verilmigtir.

Tablo 4.9. Farkli 1sik kaynaklarinin Chlorella variabilis tird mikroalgin buyime hizina
ve yag icerigine etkisi

Isik Hucrelerin Yag verimliligi
kaynagi / ikilenme
Isik suresi ‘Yag g/L.gln
siddeti (saat) Icerigi ,
(Kliks) Xmax (9/L) Hmax (™) (%) (x107)
Led
(3,00) 0,35 0,022 31,5 15,2 591
Tungsten
(3,16) 0,41 0,041 16,9 14,5 6,60
Yesil
(0,81) 0,10 0,012 57,7 13,9 1,54
Sari
(0,22) 0,09 0,012 57,7 14,9 1,49
Mavi
(0,32) 0,07 0,004 173 13,8 1,07
Kirmizi
(0,82) 0,06 0,005 138,6 15,2 0.067
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Tablo 4.10. Farkli 1sik kaynaklarinin Chlorella ESP-6 buyume hizina ve yag igerigine
etkisi

Hucrelerin Yag verimliligi
ikilenme
Yag g/Lgun
Isik kaynagi Xmax suresi Icerigi
(kldks) (g/L) Mmax (™) (saat) (%) (x107)
Led (3,00) 0,22 0,030 23,1 17,0 2,7
Tungsten (3,16) 0,25 0,035 19,8 13,9 4,5
Yesil (0,81) - - - - -
Sar (0,22) 0,08 0,014 49,5 13,8 0,7
Mavi (0,32) - - - - -
Kirmizi  (0,82) - - - - -

Tablo 4.11. Farkh 1sik kaynaklarinin Chlorella protothecoides blyime hizina ve yag
icerigine etkisi

Hucrelerin Yag verimliligi
ikilenme
suresi Yag g/Lglin
Isik kaynagi Xmax (saat) Icerigi
(kldks) (g/L) Hmax (n™) (%) (x10%)
Led (3,000 0,18 0,025 27,7 45,2 6,8
Tungsten (3,16) 0,04 0,003 231 43,1 14
Yesil (0,81) - - - - -
Sari (0,22) - - - - -
Mavi (0,32) - - - - -
Kirmizi  (0,82) - - - - -

Chlorella variabilis i¢in, 12 gunluk kultir sonucunda en ylksek hucre derigsimine
(0,41g/L), biiyiime hizina ( ymax= 0,041h™) ve yag verimliligine ( 6,60 g/L.giin.10x®)
tungsten lamba ile (3,16 Kluks) ulagildigi Tablo 4.9’da gérulmektedir. Ayni zamanda
farkh 1sik kaynaklarinin mikroorganizma yag igerigine belirgin bir etkisine
rastlanmamigtir. Chlorella variabilis igin literatirde farkh 11k kaynaklarinin

mikroorganizma buyume ve yag icerigine etkisine iligkin ¢alismaya rastlanmamistir.
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Farkli tir mikroorganizmalar ile farkli 1sik etkilerinde ¢alismalar mevcuttur. 6 farkl
IsIk kaynaginin (sari, kirmizi, mavi, yesil, beyaz ve mor i1sik) Chlorella vulgaris
mikroalg turanun bayumesi Uzerine etkileri arastiriimig, sari, kirmizi ve beyaz 1g1gin
etkisinde buylime gerceklesmis en ylksek buyime hizi ise beyaz isikta elde
edilmistir (Hulberg ve dig., 2014). Blair ve dig,. 2014'de yaptiklari ¢aligmada ise,
farkli dalga boylarina sahip 1siklarin (mavi, parlak beyaz, yesil ve kirmizi) Chlorella
vulgaris blyumesi Uzerine etkilerini incelemis, kirmizi ve yesil dalga boyuna sahip

Isiklara kiyasla, mavi isikta yiksek blylime hizi elde ettiklerini bildirmiglerdir.

14 glnluk kdltdr sonucunda, Chlorella ESP-6 icin en yiksek mikroorganizma
derisimine (Xmax= 0,25 g/L), biyime hizina (Uma= 0,035h™) ve yag verimliligine
(4,5 x10°® g/L.giin.10x®) tungsten lambada ulasiimistir. Ayni zamanda farkli 1sik
siddetlerinin mikroorganizma yag icerigine belirgin bir etkisine rastlanmamis ve en
yuksek yag igerigi (%17) led lamba (3 Kliuks) isik siddetinde surekli aydinlatmada
ulasiimistir. Diger 1sik etkilerinde blyume olmadidi icin hesaplama yapiimamistir.
Bu tur icin literatirde farkh 1sik kaynaklarinin mikroorganizma blyime ve yag
iceriginin etkisine iligkin bir calismaya rastlanmamistir. Chlorella ESP-6 tir(
Chlorella variabilis tlrine goére disuk yogunluklu i1sik siddetlerine karsi direngsiz
oldugunu gostermistir. Literatirde Dunaliella salina sp. ve Palmellopsis muralis
mikroalglerin blyumesi Uzerine farkh 1sik kaynaklarinin (kirmizi,sari,mavi,beyaz)
etkileri arastinimig, her iki mikroalg turu icin de beyaz led isik etkisi altinda en

yuksek blylime hizina ulastiklarini belirlenmistir (Gezici, 2012).

Chlorella protothecoides igin, 12 glnlik kdltir sonucunda, en ylksek
mikroorganizma derisimine (Xmax= 0,18 g/L), bliyiime hizina (Uma= 0,025h™), yag
icerigine (%45) ve yag verimliligine (6,8x10° g/L.giin) led lamba (3 Kliiks) Isik
siddetinde slrekli aydinlatmada ulagiimistir. Chlorella protothecoides tirl ¢alismada
kullanilan diger turlere gore belirgin bir bluyumeyi sadece led isik etkisinde
gostermigtir. Bu tur i¢in farkl i1sik siddetlerinin mikroorganizma yag igerigine belirgin
bir etkisine rastlanmamig ayni zamanda en ylUksek yag igerigine (% 45) led lamba (3
Kliks) 1sik siddetinde surekli aydinlatmada ulasiimistir. Chlorella protothecoides igin
literattrde farkl 151k kaynaklarinin mikroorganizma blylime ve yag icerigine etkisine
iliskin sinirli sayida galigmalar vardir. Krzeminska ve dig., 2015 yilinda yaptiklar
calismada 35, 130, 420 umol 1sik siddetleri etkisi altinda yetistirilen kultUrlerde is1k
siddetinin artmasi ile blyime hizi ve buna paralel olarak yag icerikleri %24’den
%37,5’e artigini belirlemiglerdir. Farkh 1sik kaynaklari kullaniminda Chlorella

variabilis, Chlorella ESP-6, Chlorella protothecoides igin  klltir ortami sicakhk
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degisimleri sirasiyla, Sekil 4.21, 4.22 ve 4.23'de, pH degisimleri ise sirasiyla Sekil
4.24, 4.25 ve 4.26’da verilmigtir.
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Sekil 4.21. Chlorella variabilis’e ait farkh 1sik kaynaklarinda sicaklik degisimleri
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Sekil 4.22. Chlorella ESP-6 'ya ait farkli isik kaynaklarinda sicaklk degisimleri
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Sekil 4.23. Chlorella protothecoides’e ait farkl 1s1k kaynaklarinda sicaklik degisimleri

Chlorella variabilis icin, kultdrlerin baslangi¢ sicakliklari 22 ile 26,5°C olarak
Olclimus, sicakliklar, 21. saate kadar sicaklik saglanan isik etkileri ile hizla artmis,
bu saatten sonrada kultlir stresince sicaklk degerleri her ortam icin 27,5°C-36 °C
arasinda degisim gdstermigtir. Sekil 4.15’den anlasildidi Uzere led 1sik kaynagi hari¢
diger tim kaynaklar sicaklik artisina neden olmustur. Sicakligin artmasi ile birlikte

mikroalglerin buyumelerininde yavasladigi bilinmektedir(Sekil 4.21).

Chlorella ESP-6 igin, baslangi¢c sicakliklari 25 + 0,2°C olarak O&lgulmustar.
Kiltirlerde 43. saate kadar sicaklik saglanan isik etkileri ile hizla artmig, bu saaten
sonrada kultir suresince sicaklik dagihmi her ortam igin 28°C ile 34°C arasinda
degisim gostermigstir (Sekil 4.22). Kultirlerde zamanla buharlagma ile sivi kaybi
olmustur. Belirli araliklar ile ortamlara sebeke suyu beslemesi yapilmistir. Bu islemin

sicaklik dalganmalarina neden oldugu dusunulmektedir.

Chlorella protothecoides igin, baslangi¢ sicakhgi 25,5°C derecedir. Tungsten lamba
etkisinde kaltirin sicakhdr zamana bagh olarak giderek artmistir. 120. saaten
itibaren ortamin sicakhdini azaltmak amaciyla havalandirma saglanmistir. Fakat
sicakligi 32°C nin altina indirmek mimkun olmamugtir. Diger kaltir sicakliklari 26°C-

28°C arasinda degisim gostermislerdir (Sekil 4.23).

61



9,5

9,0

pH

8,5

8,0

7,5

10,0 |

N

AN

N\ \//
G N

/5%&?

70 L

50 100 150 200 250

Siire (saat)

——Led
——Tungsten
—Yesil
—— Mavi
—=—Sari

Kirmizi

Sekil 4.24. Chlorella variabilis’e ait farkli 1g1k kaynaklarinda pH degisimleri
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Sekil 4.25. Chlorella ESP-6 'ya ait farkli 1sik kaynaklarinda pH degisimleri
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Sekil 4.26. Farkh 1sik kaynaklari altinda Chlorella protothecoides kultlriniin pH
degisimleri

Chlorella variabilis, besi ortamina uyum saglamaya calismistir. Baslangicta pH
degerleri kirmizi ve yesil 1sik kaynagi hari¢ diger tUm isik kaynaklarinda azalmigtir
(Sekil 4.24). Tim ortamlarda 115. saate kadar pH dalgalanmalari gortlmus olup bu
saatten sonra sabit kalmiglardir. En yuksek pH 9,25 olarak led 1sik etkisi altinda
Olclimustar. Buyldme ile birlikte mikroorganizmanin ortam pH degeri 10,5 -11

degerlerine kadar ¢ikabilmektedir.

Chlorella ESP-6 igin, 163. saate kadar led ve tungsten lamba isik etkisindeki
mikroorganizmalar hari¢ diger tim farkli i1sik etkilerindeki mikroorganizmalara 1sik
siddetinin az geldigi Sekil 4.25'den anlasiimaktadir. Isigin yeterli oldugu kalttrler
fotosentez yaparak ortam pH'ini yukseltmiglerdir. Isigin yetersiz oldugu kultirler ise
oksijeni tiketmis ve pH’larda azalma olmustur. En yiksek pH 10,45 olarak led isik
etkisi altinda olglimustir. Blaylume ile birlikte mikroorganizmanin ortam pH’i1 10,5 -11

degerlerine kadar ¢ikabilmektedir.

Chlorella protothecoides igin, kulturlerde 94. saate kadar mavi 1sik kaynag! hari¢
1IsIgin  yeterli geldigi diger kdlturlerde bUyumeye bagh olarak pH artmasi
gOzlenmistir. Mavi 11k etkisi yetersiz geldiginden bliyume olmamistir. Kalturlerde pH
degerlerinde dalgalanmalar olmustur. Bu dalgalanmalarin belirli zaman araliklarinda
ortama eklenen gsebeke suyundan kaynaklandigi digunilmektedir. En yuksek pH
10,13 olarak led 1sik etkisi altinda Olgulmugstir (Sekil 4.26). Enerji kaynaklarinin
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giderek azaldigi ve tuketim fiyatlarinin giderek arttigi dinyada uran maliyetleri bu

nedenle etkilenmektedir. Ayni zamanda led lambalarin tungsten lambalara nazaran

daha uzun 6murli olmasi, daha az i1s1 yaymasi ve harcadigi elektrik enerjisinin

dusuk olmasi nedeniyle maliyet disidrmek icin daha sonraki ¢alismalar 7W 2400K

led lambalar varliginda yapilmistir. Farkli i1sik kaynaklari etkisinde mikroalglerden

elde edilen en yuksek hicre derigsimleri Sekil 4.27'de yag icerikleri ve yag

verimlilikleri ise sirasiyla Sekil 4.28 ve 4.29°'da verilmistir.

0,45
0,40
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

Xmax (g/L)

C.variabilis

C Esp-6

C.protothecoides

BlLed

O Tungsten
BYesil

B Sari

3 Mavi

m Kirmizi

Sekil 4.27. Farkh 1sik kaynaklari etkisindeki mikroalglerden elde edilen en ylksek
hicre derigsimleri
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Sekil 4.28. Farkli 1sik kaynaklar etkisindeki mikroalglerden elde edilen en yuksek

yag icerikleri
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Sekil 4.29. Farkli 1s1k kaynaklar etkisindeki mikroalglerden elde edilen en yiksek
yag verimlilikleri

4.4 Aydinlik-Karanlik Déngiisiiniin Mikroalglerin Biiyiime ve Yag Uretimine
Etkisi

Fotosentez igin surekli aydinlatma yapilmasi bazi arastirmalara goére hucreler
Uzerinde olumsuz sonuglara neden olmaktadir (Wu ve dig., 2001). Bu olumsuz
kosulu engellemek icin fotosentez yapan mikroalg hacrelerinin  kendilerini
yenileyebilmeleri icin, karanlik periyoda ihtiya¢ oldugu vurgulanmaktadir. Fotosentez
yapan mikroalg hucrelerinin kendilerini yenileyebilmeleri igin, karanlik periyoda
ihtiyac oldugu bilinmektedir. Bu nedenle alg yetistiriciliginde 6-18 saat arasinda
degisen karanlik periyodlar yada kisa araliklarla yanip sénen isiklar kullaniimaktadir.
Mikroalglerin uzun sureli karanlik periyodlarda maruz kalmalari halinde oksijen ve
karbonhidrat tlketimi yapacaklari icin biyokutle veriminde azalma olacagi
belirtiimektedir (Molina ve dig., 2001). Bazi tur mikroalgler icin ise surekli aydinlatma
yuksek biyokutle verimi igin 6nemlidir (Ko¢ ve dig., 2010). Aydinlik-karanlik
dongusunun mikroorganizma buyume hizi Uzerine etkisinin arastirilmasi amaci ile
100 ml'lik otoklav siselerinde 3 Kliks 1sik siddetinde, BG 11 besi ortaminda azot
kisittamasi olmadan, her U¢ mikroalg tard kdlture alinmistir. Chlorella variabilis,
Chlorella ESP-6 ve Chlorella prothocoides igin buyime egrileri sirasiyla sekil 4.30,
4.31 ve 4.32°de goriulmektedir.
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Sekil 4.30. Aydinlik karanlik dongusunun Chlorella variabilis turd mikroalgin
blylUmesi Uzerine etkisi
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Sekil 4.31. Aydinlik karanlik dénguistnin Chlorella ESP-6 tiri mikroalgin biylimesi
Uzerine etkisi
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Sekil 4.32. Aydinlik karanhk dongusundn Chlorella protothecoides tirt mikroalgin
blylmesi Gzerine etkisi

Chlorella variabilis icin, tim aydinlik karanlk dongdleri etkisinde 241. saate kadar
mikroorganizma buyume evresini tamamlayarak bu saatten sonra durgunluk fazina

gectigi Sekil 4.30°’dan anlasiimaktadir.

Chlorella ESP-6 igin, 14:10 ve 10:14 donguleri etkisinde 410. saate kadar
mikroorganizma farkl blyime hizlarinda gelisim géstermistir. Bu saatin sonunda 24
saat aydinlatilan kultirde mikroorganizmanin 6lum fazina gectigi gérilmektedir. 12
saat aydinlik 12 saat karanlik etkisi bu mikroalg turinin blyumesi Uzerine etkisi
sinirlayicidir (Sekil 4.31).

Chlorella protothecoides igin 12:12 dongu etkisi haric diger doéngulerin etkisi
altindaki kultirlerde déngulerin mikroorganizma blylimesi Uzerine belirgin bir etkisi
yoktur (Sekil 4.32). Bu evrelerde blyime benzer hizlarda olmustur. 24 saat aydinlk
evre ile 14:10 etkisinde mikroorganizma buyumesi hemen hemen aynidir. Enerji
verimliligi acgisindan 14 aydinlik 10 karanhk déngusi uygun goérilmektedir. Blylime
hizlari ve yag igerikleri Tablo 4.12, 4.13 ve 4.14’ de farkli i1sik kaynaklarinda
sirastyla Chlorella variabilis, Chlorella ESP-6 ve Chlorella protothecoides igin

verilmigtir.
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Tablo 4.12. Farkli aydinlik karanlik ¢evrimlerinde Chlorella variabilis tari mikroalgin
blylime hizina ve yag icerigine etkisi

Hucrelerin Yag verimliligi
Isik gevrimi ikilenme
suresi Yag g/Lgin
(aydinhk:karanhk)  Xpax (saat) Icerigi

(h:h) (9/L) Hmax (W) (%) (x107)
10:14 0,31 0,022 31,5 15,4 3,41
12:12 0,29 0,029 23,9 16,2 3,35
14:10 0,39 0,016 43,3 15,6 4,34
24:00 0,43 0,010 69,3 20,2 6,20

Tablo 4.13. Farkh aydinlik karanlik gevrimlerinin Chlorella ESP-6 turi mikroalgin
buyume hizina ve yag icerigine etkisi

Hucrelerin Yag verimliligi
Isik cevrimi ikilenme  Yag
suresi Icerigi g/Lgln
(aydinlik:karanhk)  Xpax

(h:h) (g/L) Hmax (W) (saat) (%) (x107%)
10:14 0,39 0,004 173 12 2,1
12:12 0,08 0,001 693 24 0,9
14:10 0,34 0,001 693 22 3.4
24:00 0,27 0,002 346 22 2,7

Tablo 4.14. Farkh aydinlik karanlik cevrimlerinde Chlorella protothecoides turu
mikroalgin bayime hizina ve yag icerigine etkisi

Hucrelerin Yag verimliligi
Isik cevrimi ikilenme
sUresi Yag g/Lgiin
(aydinlik:karanlik)  Xpmax (saat) Icerigi

(h:h) (g/L) Hmax (™) (%) (x10%)
10:14 0,23 0,18 3,9 43 6,2
12:12 0,07 0,13 53 39 1,7
14:10 0,24 0,13 53 45 6,8
24:00 0,26 0,14 5,0 48 7,8

68



Chlorella variabilis i¢in, 14 gunlik kultir sonucunda en yuksek mikroorganizma
derisimine (Xmax=0,43 g/L) 24 saat aydinlatilan kiltirde, buyime hizina (umax= 0,029
h™) 12:12 etkisi altinda elde edilmistir (Tablo 4.12).Aydinlik-karanlik déngisiinin
hucre buyume uzerine etkisi mikroalg turine gore farkllik gosterdigi bilinmektedir.
Chlorella variabilis turt icin hem yag icerigi (%20,2) bakimindan hem de yag
verimliligi (6,20 g/Lgiinx10®) bakimindan 24 saat aydinlikda kiiltiir edilmesi sonraki

calismalar i¢in uygun goralmuagtar.

Chlorella ESP-6 igin, 22 gunlik kiltir sonucunda en ylksek mikroorganizma
derigimine (Xma=0,39 g/L) blyiime hizina (Umax= 0,004h™) 14 saat aydinlik 10 saat
karanlk etkisi altindaki kultirde elde edilmistir (Tablo 4.13). Chlorella ESP-6 tir(
mikroalgin 14 aydinhk-10 karanhk ve 10 aydinlik 14 aydinhk déngulerinde birinde
ylksek mikroorganizma derigsimi elde etmek amaci ile aydinlatimasi uygun
bulunmustur. Farkli dongilerin mikroorganizma yag icerigine belirgin bir etkisine
rastianmamistir. En yilksek yag verimliligne (3,4 g/Lgiinx10®) 14:10 1sik gevriminde
elde edilmistir. Aydinlik-karanhk déngusinin hiicre blyldmesi Uzerine etkisinin
mikroalg tlrine gore farklilik gosterdigi bilinmektedir. Chlorella ESP-6 tirl Chlorella

variabilis tlrine gore olduk¢a yavas blylyen bir mikroalg ttradar.

Chlorella protothecoides igin, en yluksek mikroorganizma derigimine (Xna=0,26 g/L)
ve en yiiksek yag verimliligine (7,8x10°) 24 saat aydinlik etkisindeki kiiltiirde
ulasiimistir. Chlorella protothecoides diger turlere gore oldukga hizli buyiyen bir tur
oldugunu gostermistir. Kultir sonunda yuksek mikrorganizma derisimleri elde etmek
icin 24 saat aydinlik bu mikroalg turd icin uygun oldugu sodylenebilir. Literatirde
aydinhik karanlik déngisinin protothecoides tiurl mikroalgin bliyime ve yag

icerigine etkilerini arastiran bir galismaya rastlanmamistir.

Literatirde 3 mikroalg turu igin aydinlik karanlk cevrimleri etkisinde blylime
davranisini ve yag Uretkenligini inceleyen bir ¢alismaya rastlanmamistir. Farkli
mikroorganizma turleri ile yapilan bir ¢alismalar bulunmaktadir. Renaud ve dig.,
2002'de yaptiklari ¢calismada Isochrysis sp., Chaetoceros sp., Rhodomonas sp. ve
Cryptomonas sp. turlerini 12:12 aydinlik-karanlik periyodu uygulayarak kuiltire alip;
kimyasal bilesimi ile yad asidibilesimiincelemiglerdir. 25°C’de Chaetoceros sp.
%16,8 ile en yuksek yagicerigine sahipken, 27-30°C’lerde en ylksek yag icerigi
%21,7 ile Isochrysis sp. tirunde elde edilmigtir. Zhila ve dig., 2005'de yaptiklar
calismada sie B. braunii mikroalg tlrint %75 azot sinirlamasinda, 10:14 aydinhk-

karanlk periyodu uygulayarak buyime ve yag icerigini arastirmiglardir. Yirmi gunlik
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kultdrin sonunda sirekli aydinlatilan kaltire gbre glnlik biyokitle %6,8'den %2,9’a
dugerken, yag icerigi ise ise %Z21'e yukselmistir. Mikroorganizmalarin kualtlr
suresince sicaklik degisimleri Sekil 4.33, 4.34 ve 4.35'de pH degisimleri Sekil 4.36,
437 ve 4.38de sirasiyla Chlorella variabilis, Chlorella ESP-6, Chlorella

protothecoides igin verilmistir.
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Sekil 4.33. Chlorella variabilis’e ait farkli aydinlik karanlik déngulerinde sicaklik
degisimleri
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Sekil 4.34. Chlorella ESP6ya ait farkli aydinlik karanlik déngulerinde sicakhk
degisimleri
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Sekil 4.35. Chlorella protothecoides’e ait farkli aydinlik karanlik doéngulerinde
sicaklik degisimleri

Chlorella variabilis kulturlerin baslangi¢c sicakliklari 20+ 0,2 ile 25+ 0,2 °C olarak
OlcUlmusutur. Kualtir boyunca 1siklarin  kapanip acilmasi ile sicakliklarda
dalgalanmalar gozlenmistir (Sekil 4.27). Kilttrlerin pH degerleri baslangic pH 7,5
degerinde her bir kultur icin 73. saate kadar artig gostermistir (Sekil 4.33).

Chlorella ESP-6 icgin kultirlerin, 71. saate kadar sicakligi artmis bu saaten sonra
kiltir sonuna kadar ise dalgalanmalar olmustur. Sicaklik dalgalanmalarinin aydinlik
karanlk dongulerinde i1siklarin agilip kapanmasindan kaynaklandigi dngorulmektedir
(Sekil 4.34). Surekli aydinlatilan kiltirde ise dalgalanmalarin ortama belirli araliklar
ile sivi kaybinin 6nlenmesi amaciyla eklenen sebeke suyunun sicakligindan
kaynaklandig1 dngorilmektedir. Kiltlr sicakliklari ortalama 23°C ile 27°C arasinda

dalgalanmistir.

Chlorella protothecoides igin, kulturlerde 45. saate kadar sicaklik azalmigtir bu
saaten itibaren kultir sonuna kadar dalgalanmalar olmustur. Sicaklik dalgalanmalari
aydinhk karanlik doéngulerinde 1siklarin  acilip kapanmasindan kaynaklandigi
ongorulmektedir (Sekil 4.35). Sirekli aynlatilan kilturde ise ortama belirli araliklar ile
sivi kaybinin onlenmesi amaciyla eklenen sebeke suyunun sicakligindan
kaynaklandig1 6ngorualmektedir. Kiltlr sicakliklar ortalama 23°C- 25,5°C araliginda

degismistir.
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Sekil 4.36. Chlorella variabilis’e ait farkli aydinhk karanlik doéngulerinde pH
degisimleri
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Sekil 4.37. Chlorella ESP-6’ ye ait farkh aydinhk karanhk déngulerinde pH
degisimleri
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Sekil 4.38. Chlorella protothecoides’e ait farkli aydinlik karanlk déngulerinde pH
degisimleri

Mikroorganizmalar aydinlik devrelerde fotosentez yaparak karanlik devrelerde
oksijen ve karbonhidrat tlketimi yaparak ortam pH’'ini artirmis ve azaltmistir.
Chlorella variabilis i¢in duraklama evrelerinde pH degerleri 9,5 ile 10,5 arasinda
degisim gostermiglerdir (Sekil 4.36). Chlorella ESP-6 kulturlerin pH degerleri
baslangi¢c pH 7,85 degerinden her bir kdltlr igin 71. Saate kadar artis gostermistir.
pH'In aydinlik evrelerde arttigi karanlik evrelerde azaldigi gézlenmistir (Sekil 4.37).

Duraklama evrelerinde pH degerleri 9,5 ile 10,9 arasinda degisim gdstermiglerdir.

Chlorella protothecoides i¢in duraklama evrelerinde pH degerleri 9,8 ile 10,8
arasinda degisim gostermislerdir (Sekil 4.38). Farkli 1sik g¢evrimleri etkisinde
mikroalglerden elde edilen en yuksek hicre derisimleri Sekil 4.39’da yag igerikleri ve

yag verimlilikleri ise sirasiyla Sekil 4.40 ve 4.41°de verilmistir.
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C. variabilis C Esp-6 C. protothecoides
Sekil 4.39. Farkh 1sik g¢evrimleri etkisinde mikroorganizmalardan elde edilen en
yuksek hicre derisimleri
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Sekil 4.40. Farkh 1sik g¢evrimleri etkisinde mikroorganizmalardan elde edilen en
yuksek yag icerikleri
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C. variabilis C Esp-6 C. protothecoides

Sekil 4.41. Farkh 1sik gevrimleri etkisinde mikroorganizmalardan elde edilen en
yuksek yag verimlilikleri

4.5. Farkh Igik Siddetlerin Mikroalg Kiiltiirlerinin Biiyiimesi ve Yag Uretimine
Etkisi

Mikroalgler, fotosentezle karbondioksit ve suyu karbonhidrat ve oksijene
donusturmek igin yeterli miktarda enerji kaynagina ihtiyac duyarlar. Bu ener;ji
kaynagi 1siktir. Fotosentez verimi 1s1gin t¢ énemli karaktristik 6zelligine bagl olarak
degismektedir. Bunlar yodunluk, spektral kalite ve fotoperiyotdur (Richmond ve dig.,
2013) Dusuk 1sik yodunlugu fotosentezde yetersiz kalabilir Ayrica ylksek 1sik
yogunluguda fotosentez lizerine inhibisyon etki yaratabilmektedir. Bu bélimde LED
Isik  kaynagr  kullanilarak, farkh 1sik  siddetlerinin  (0,8-2-4  KIUks)
mikroalglerintirlerinin  buyimesi ve yag uretimi Uzerine etkileri arastiriimigtir.
Chlorella variabilis, Chlorella ESP-6 ve Chlorella prothocoides igin farkli isik
siddetleri etkisinde blylUme egrileri sirasiyla sekil 4.42, 4.43 ve 4.44’de verilmistir.
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Sekil 4.42. Farkh 1sik siddetlerinin Chlorella variabilis tari mikroalgin blylimesi

uzerine etkisi
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Sekil 4.43. Farkh 1sik siddetlerinin Chlorella ESP-6 turl mikroalgin buyumesi uzerine

etkisi
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Sekil 4.44. Farkli 11k siddetlerinin Chlorella protothecoides tlr( mikroalgin blylimesi
Uzerine etkisi

Chlorella variabilis icin, saglanan isik siddetinin artmasi ile buyime artmistir. 0,8
Kliks mikroalgin fotosentez yapmasi icin yeterli oimamistir. 0,8 Kliks isik etkisi
altindaki mikroorganizma 260. saate kadar yavas da olsa gelisim gosterdigi
logaritmik buyume fazindan acgikga anlasiimaktadir. Bu saatten sonra
mikroorganizma durgunluk fazina gec¢mistir. 2,3 ve 4 kllks 1sik siddeti atkisindeki
mikroorganizmalar 97. saate kadar logaritmik olarak blylime goéstermislerdir. Bu
saten 150. saate kadar gecen surede laboratuar ortami hava sartlarindan dolayi
kaltdr ortami sicakliginda 23°C den 28°C dereceye kadar artis godzlenmigtir.
Mikroorganizmalar bu arada durgunluk evresine gec¢mislerdir. 150. saten sonra
disaridan yapilan midahale ile (kalorifer kapamak ve cam a¢gmak) ortam sicakligi
duguralmastar. Mikroorganizmalar tekrar logaritmik buyime godztermislerdir. 260
saaten sonra ortamdaki besinlerin azaldigi ve metabolitlerin artmasi ile durgunluk

fazina gegmislerdir.

Chlorella ESP-6 icin, 0,8 Kliks 1sik siddeti buyume icin yeterli olmagi acikca
gorilmektedir. Dusuk i1k yogunlugunda yeteri kadar fotosentez yapilamamigtir. Isik
siddetinin artirlmasina bagh olarak mikroorganiza buyumesi hizlanmistir. 97. saate
kadar farkli biyime hizlarinda mikroorganizmalar buyume goéstermislerdir. Ortam
sicakhgindaki artig buyumeyi sinirlamigtir. 97. saaten sonra 200. saate kadar
mikroorganizmalar durgunluk ortama uyum evresi gegirmiglerdir. Ortam sicakliginin

23°C civarlarina dugmesi ile logaritmik olarak buyimeye devam etmislerdir.
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Chlorella protothecoides igin 1sik siddetinin artmasi ile mikroorganizma blylimesi
artmigtir. 15 gunluk kdltdr sonucunda en yuksek mikroorganizama derisimine Xpax
(0,36 g/L) , mikroorganizma codalma hizina pmax (0,018 h™) 4 Kliiks 1sik etkisinde
ulasilimigtir. Blyume hizlari ve yag icerikleri Tablo 4.15, 4.16 ve 4.17’ de farkli 11k
siddetleri etkisinde sirasiyla Chlorella variabilis, Chlorella ESP-6 ve Chlorella

protothecoides igin verilmigtir.

Tablo 4.15. Farkli 11k siddetlerinin Chlorella variabilis tirt mikroalgin biyime hizina
ve yag icerigine etkisi

Hucrelerin Yag verimliligi
ikilenme
Isik siddeti suresi Yag g/Lgln
Xmax |Qer|g|

(Kliks) (g/L) Hmax (™) (saat) (%) (x10%)
0,8 0,13 0,017 40,7 26 2,3
2 0,21 0,024 28,8 18 2,5
3 0,38 0,026 26,7 19 4,8
4 0,43 0,025 27,7 18 5,2

Tablo 4.16. Farkl 1sik siddetlerinin Chlorella ESP-6 tura mikroalgin buyime hizina

ve yag icerigine etkisi

Hucrelerin Yag verimliligi
ikilenme
Isik siddeti suresi Yag g/Lgln
Xmax |Qer|g|

(kliks) (g/L) Hmax (™) (saat) (%) (x107%)
0,8 0,05 0,013 53,3 10 0,3
2 0,23 0,0312 22,2 14 2,15
3 0,26 0,0032 21,6 15 2,27
4 0,26 0,0328 21,1 16 2,80




Tablo 4.17. Farkli 1sik siddetlerinin Chlorella protothecoides turl mikroalgin bayime
hizina ve yag igerigine etkisi

Hucrelerin Yag verimliligi
ikilenme
Isik siddeti suresi Yag g/Lgln
Xnax |Qerlgl

(kluks) (/L) Hmax (N™) (saat) (%) (x107%)
0,8 0,14 0,015 46,2 31 2,9
2 0,20 0,016 42,2 29 3,9
3 0,36 0,017 40,7 30 7,2
4 0,36 0,018 35,5 30 7,2

15 gunluk kultur sonucunda Chlorella variabilis icin, en yuksek mikroorganizma
derisimine (Xmax=0,43 g/L) ve yag Uretkenligine ( 5,2x10° g/L.giin) 4 Kliiks 1sik
siddeti etkisi altinda kalan kultirde ulasiimistir. Isik siddetinin azalmasi ile
mikroorganizma fotostrese girerek metabolizmadaki yag iceridini %18’den %26’ya
kadar yukseltmistir. 0,8 kliks 1sik siddeti etkisi altindaki mikroorganizmada en

yuksek yag icerigi (%26) elde edilmigtir.

Chlorella ESP-6 igin en yuksek mikroorganizma derigimine ( 0,26 g/L), yag icerigine
(%16) ve yag verimliligine ( 2,8x10° g/L.giin) 4 Kliks 151k yogunlugu etkisindeki
mikroorganizmada elde edilmistir.Chlorella ESP-6 tiirii mikroalgin Chlorella variabilis
turine goére yaklagik 2 kat daha az yagd Uretkenligine sahip oldugu ayrica
belirlenmigtir. Chlorella variabilis tirinde gdzlenen fotostrese bagl olarak yag
icerigine artis ESP-6 turinde gdzlenmemistir. Chlorella protothecoides, artan 1sik
siddetine bagl olarak mikroorganizma yag verimligide artis goéstermistir. kullanilan
diger mikroalg tiirlerinden en yilksek yagd verimliligi (7,5 x10 g/Lgiin) ile bu tiirde
elde edilmigtir. En yuksek mikroorganizma derigimine (0,36 g/L) ve yag icerigine
(%30) 4 Kliks 1sik siddetinde elde edilmistir. Mikroorganizmalarin kultir siresince
sicaklik degisimleri Sekil 4.45, 4.46 ve 4.47°de pH degisimleri Sekil 4.48, 4.49 ve
4.50’de sirasiyla Chlorella variabilis, Chlorella ESP-6, Chlorella protothecoides igin

verilmistir.
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Sekil 4.45. Farkh 1sik siddetlerinde Chlorella variabilis tiri mikroalgin sicaklik

degisimleri
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Sekil 4.46. Farkl 1sik siddetlerinde Chlorella ESP-6 tird mikroalgin sicaklik

degisimleri
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Sekil 4.47. Farkli 1sik siddetlerinde Chlorella protothecoides turd mikroalgin sicakhk
degisimleri
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Sekil 4.48. Farkli 11k siddetlerinde Chlorella variabilis tirld mikroalgin pH degisimleri
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Sekil 4.49. Farkli 11k siddetlerinde Chlorella ESP-6 tirl mikroalgin pH degisimleri

10,5
10,0
9,5

9,0

pH

8,5
8,0
7,5

7,0

50 100 150 200

Sire (saat)

/—4(-/
——_
- \\\~- o
e —+ 0.8 Klilks
~= 2 Kliiks
——3 Kliiks
4 Kliks
250 300 350

Sekil 4.50. Farkh 1sik siddetlerinde Chlorella protothecoides turt mikroalgin pH

degisimleri

Chlorella variabilis turinde 150. saate kadar cevre sartlarina bagll olarak ortam

sicakligr artmistir. Sicakliktan kaynaklanan buharlasmadan dolay! kultirlerde sivi

kaybi olmustur (Sekil 4.45). Ayni zamanda fotosentez ve buyimeye bagli olarak pH

degerleri baslangi¢c pH degeri 7,4'den farkli araliklarda artmigtir. Kultirlerin pH

degerleri 9 ile 10 arasinda salinim gostermiglerdir (Sekil 4.38). Ortama sebeke suyu
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eklenerek ve cevre sartlarini degigtirerek (cam acma, kalorifer kapama) ortam

sicakhgr azaltiimisgtir.

Chlorella ESP-6, ortam sicakhigina bagli olarak 100. saate kadar sicaklik artis
goOstermistir (Sekil 4.46). Sicakhdin artmasina bagh olarak kilttrlerde blyidmenin
yavasgladigi bilinmektedir. Bu saten snra disaridan yapilan middahaleler ile ortam
sicakhdr mikroalgler icin uygun olan sicaklik (25-26°C) araliginda degisim
gOstermistir. Ortamlarin pH degerleri zamanala buyumeye bagli olarak artmigtir. 100
saatten sonra ise her 8,5 ile 10 arasinda dalgalanmalar gostermigtir (Sekil 4.49).
Fotosenteze bagl bliyume ne derece hizli ve yuksek ise pH artisi da o derece
yuksek ve dengeli olmaktadir. 0,8 Kliks 1sik etkisi altinda mikroorganizmanin
oldukgca yavas biylme gdsterdigi distk pH salinimlarindan anlasiimaktadir.

Kalttrlerin pH degerleri 9 ile 10 arasinda salinim géstermiglerdir.

Chlorella protothecoides kultarinan sicaklik dagiimlari Chlorella variabilis ve
Chlorella ESP-6 kdlturleri ile benzer davraniglar goztermigtir. Ortam sicakligina bagl
olarak 100. Saate kadar sicaklik artis gostermistir (Sekil 4.47). Buna bagh olarak
blylmenin yavasladigi Sekil 4.44’den goériimektedir. Bu saatten sonra cgevre
sartlarinin degigmesi ile degism ortam sicakligi mikroalgler i¢in uygun olan sicaklik
(25-26°C) araliginda degisim gdstermistir. Fotosentez yapan isik etkisi altindaki
mikroalg kiltlrlerinde blylimeye bagh olarak ortam pH’inin artmasi beklenir. 100
saatten sonra ise her 8,5 ile 10 arasinda dalgalanmalar gostermistir. 4 Kliks isik
etkisinde yetistirilen mikroalglerin yag asidi bilesimleri, Chlorella variabilis, Chlorella
ESP-6 ve Chlorella protothecoides icin sirasiyla Tablo 4.18, 4.19 ve 4.20'de

verilmigtir. Yag asidi bilesim kromatogramlari EK-G’de g0sterilmistir.
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Tablo 4.18 . 4 Kluks 1sik etkisi altinda yetigtirilen Chlorella
variabilis tlrli mikroalg yaginin yag asidi bilesimi

Yag asidi Bilesim (%)
C14:0 (Miristik) 20,62
C15:0 (Pentadeklik) 27,40
C17:0 (Margarik) 6,43
C18:1 (Oleik) 6,35
C18:2 (Linoleik) 7,60
C18:3 (Linolenik) 7,18
C20:1 (Erusik) 24,42
Doymus 54,45
Doymamis 45,55

Tablo 4.19. 4 Kliks 1sik etkisi altinda vyetistirilen Chlorella
ESP-6 turd mikroalg yaginin yag asidi bilegimi

Yag asidi Bilesim (%)
C14:0 (Miristik) 8,56
C15:0 (Pentadeklik) 13,70
C16:0 (Palmitik) 11,36
C17:0 (Margarik) 9,20
C18:2 (Linoleik) 18,44
C18:3 (Linolenik) 36,60
C20:0 (Arakhidik) 2,32
Doymus 44,96
Doymamis 55,04
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Tablo 4.20. 4 KlUks 1sik etkisi altinda yetistirilen Chlorella
protothecoides tirt mikroalg yaginin yag asidi bilesimi

Yag asidi Bilesim (%)
C15:0 (Pentadeklik) 16,56
C16:1 (Palmitikoleik) 54,60

C17:0 (Margarik) 12,87
C18:2 (Linoleik) 6,63
C18:3 (Linolenik) 6,34
Doymus 29,43
Doymamis 70,57

4 kliks 1sik siddeti varliginda yetistirilen Chlorella variabilis tlri mikroalgin yag asidi
bilesimi incelendiginde C15:0 (Pentadeklik), C20:1 (Erusik) ve C14:0 (Miristik) asitce
zengin oldugu belirlenmistir. Denklem 3.4’e gore setan sayisi baskin yagd asidi
C15:0'a gore 52 olarak yagin ortalama molekil agirhgi ise 855,8 g/mol olarak
hesaplanmistir. Bu kosullarda elde edilen alg yaginin setan sayisi yuksek oldugu

tahmin edilmektedir.

Chlorella ESP-6 yag asidi bilesimi incelendiginde C18:3 (linolenik) asitce zengin
oldugu belirlenmigtir. Setan sayisi baskin yag asidi C18:3’a gore 24,4 olarak yagin
ortalama molekul agirhgi 838,9 g/mol olarak belirlenmigstir. Bu kosullarda elde edilen
alg yaginin setan sayisi diger mikrolag turt olan Chlorella variabilis'den elde edilen

yagin setan sayisindan oldukc¢a dusuktir.

Chlorella protothecoides yag asidi bilesimi, C18:1 (palmitoleik) asitce zengin oldugu
goérilmektedir (Tablo 4.20). Setan sayisi baskin yad asidi C16:1’e gore
incelendiginde 53,4 olarak, yagin ortalama molekul agirligi ise 813,4 g/mol olarak
belirlenmistir. Bu kosullarda elde edilen alg yaginin setan sayisi diger mikrolag tirt
olan Chlorella variabilis ile benzer oldugu goérilmektedir. Bu yaglardan elde edilecek
biyo yakitin yanma ve kolay tutusabilme kabiliyetinin yiksek olmasi beklenmektedir.
Petrol kokenli dizel yakitin da setan sayisinin 50 civarlarinda oldugu ve uretici
firmalara gore degistigi bilinmektedir. Setan sayisi ylksek olan bir yakit motor
yanma odasindakolay tutusabileceginden ses yapmaz ayrica emisyon degerleri
disUktur. Chlorella variabilis ve Chlorella ESP-6 tird mikroalglerin farkli 1s1k

siddetleri etkisisnde yag uretim yeterliligini ve yagd asidi bilesimilerini inceleyen bir
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calismaya literatlirde rastlanmamigstir. Chlorella protothecoides igin sinirli sayida

g¢alisma bulunmaktadir.

Krzeminska ve dig., 2015 yilinda yaptiklari karsilastirilabilir bir calismada farkh 11k
siddetleri etkisi altinda yetistirdikleri Chlorella protothecoides tiri mikroalgin yag
icerigine ve yag asidi bilegsimlerine etkisini incelemislerdir. Artan 1sik siddeti ile
birlikte blylme hizi artmis buna bagh olarak yag icerigide %Z25den %38e
yukselmis, C16-C18 yag asitleri %70’den %90’a artis godstermis,linolenik (C18:3)

asit ise belirgin bir sekilde azalmigstir.

Katayama ve dig., 1967’de yaptiklari ¢calismada Chlorella protothecoides artan 1sik
siddeti etkisinde yetistirilen mikroalgin oleik asit miktarinin azaldigini ayrica linolenik

asit miktarininda fotosentetik aktiviteye bagl olarak arttigini belirlemislerdir.

Khoey! ve dig., 2014’de vyaptiklari Chlorella vulgaris mikroalgi ile yaptiklar
¢alismada coklu ve tekli doymamis yag asitlerinin artan isik siddeti etkisinde
azaldigini belirlemislerdir. Farkh 1sik siddetleri etkisinde mikroalglerden elde edilen
en yuksek hudcre derisimleri Sekil 4.51’de yag icerikleri ve yag verimlilikleri ise

siraslyla Sekil 4.52 ve 4.53'de verilmigtir.

0,5
0,5
0,4
0,4
0,3
0,3
0,2
02 |
or | [0
n
0,0 Lt

00.8
o2
a3
m4

Xmax(g/L)

C.variabilis

Sekil 4.51. Farkli 1sik siddetleri etkisinde mikroalglerden elde edilen en yiksek hilicre
derigimleri
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Sekil 4.52. Farkl 1sik siddetleri etkisinde mikroalglerden elde edilen en ylksek yag
icerikleri
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Sekil 4.53. Farkh 1sik siddetleri etkisinde mikroalglerden elde edilen en ylksek yag
icerikleri
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4.6. Heterotrof ve Miksotrof Kosullarin Mikroalg Kiiltiirlerinin Bliyiimesi ve Yag

Uretimine Etkisi

4.6.1. Heterotrof kosullar

Mikroalglerin diger mikroorganizmalara kiyasla yuksek miktarda mikrobiyal yag
icerdigi bilinmektedir. Bu neden ile biyoyakit eldesinde hammade kaynagi olarak
kullanilabililigi arastirmalari son yillarda giderek artmigtir. Enerji maliyetlerini
dusurmek ve endustriyel uygulamalar igin klasik fotosentez kultir modeline kiyasla,
mikroalglerin daha yiksek oranda yag biriktirmesine izin veren uygun blylime ve
Uretim kosullari altinda bir fermanter ile kontrol edilen heterotrofik kultlrler

arastimacilarin ilgi odagi olmustur.

Heterotrof kosullarin mikroalglerin buyume hizi ve yagd Uretimi Uzerine etkisinin
kargilastiriimasi amaci ile mikroalgler 100 ml erlenlerde kultire alinmiglardir. Besi
ortamlarina sirasi ile 2,5 g/L saf gliserol eklenmistir. Chlorella variabilis, Chlorella
ESP-6 ve Chlorella prothocoides heterotrof kosullar etkisinde blylume egrileri
sirasiyla Sekil 4.54, 4.55 ve 4.56'da verilmistir.
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Sekil 4.54. Heteretrof kosullarin Chlorella variabilis tirti mikroalgin bliylimesi tzerine
etkisi

88



0,4

03 |

——0

—|—2

Mikroorganizma derisimi (g/L)

& & &
hd O T Y

0 100 200 300 400 500 600 700

& & &
A4 A a4 |

Siire (saat)

Sekil 4.55. Heteretrof kosullarin Chlorella ESP-6 tari mikroalgin blylUmesi Uzerine
etkisi
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Sekil 4.56. Heteretrof kosullarin Chlorella protohecoides tiri mikroalgin blylimesi
Uzerine etkisi

Chlorella variabilis igin. Sekil 4.56’dan goéruldugu uUzere heteretrof kosullarin
etkisinde besi ortamindaki karbon kaynaginin artmasi mikroorganizma buyume
Uzerine olumlu ydnde etkilemistir. Karbon kaynagi (gliserol) olmayan kultirde
blyime yok denecek kadar azdir. Mikroorganizma ortamda isik ve herhangi bir

karbon kaynagi olmadigindan dolayi fotosentez yapamayarak blyime igin gerekli
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olan enerjiyi elde edememistir. Ortamda 2g/L ve 5 g/L gliserol olan kulturlerde farkli
hizlarda buyume 335. saate kadar gbzlenmistir. Bu saatten sonra mikroorganizma

duragan faza gegmigtir.

Chlorella ESP-6 igin, besin ortamindaki karbon kaynaginin artmasi mikroorganizma
buyumesi Uzerine olumlu yonde etkilemigtir. Karbon kaynagi (gliserol) olmayan
kialturde buyume yok denecek kadar azdir. Mikroorganizma gerekli enerjiyi temin

edemeyerek bliylyememistir.

Heteretrof kosullarin etkisinde besi ortamindaki karbon kaynaginin artmasi Chlorella
protohecoides mikroalginin biylimesi Uzerine olumlu etkilemistir. Gliserol olmayan
kultirde diger kultirlerdeki gibi bluyime goézlenmemistir.. Ortamda 2g/L ve 5 g/L
gliserol olan kulttrlerde farkli hizlarda biylime 400. saate kadar goézlenmistir. Bu
saatten sonra mikroorganizma duragan faza ge¢mistir. Heterotrof kosullar etkisinde
baylme hizlari, yag icerikleri ve verimlilikleri Tablo 4.21, 4.22 ve 4.23’ de siraslyla
Chlorella variabilis, Chlorella ESP-6 ve Chlorella protothecoides igin verilmistir.

Tablo 4.21. Heteretrof kosullarin Chlorella variabilis tliri mikroalgin bliyime hizina
ve yag icerigine etkisi

Hucrelerin Yag verimliligi
ikilenme
Gliserol miktari suresi ‘Yag g/Lgln
Xmax Igerlgl

(g/L) (g/L) Hmax (™) (saat) (%) (x107%)

0 - - - - -
2 0,590 0,0065 106 19 4,000
5 1,000 0,0085 82 20 7,140

Tablo 4.22. Heteretrof kosullarin Chlorella ESP-6 turt mikroalgin buyime hizina ve
yag igerigine etkisi

Hucrelerin Yag verimliligi
ikilenme
Gliserol miktari suresi Yag g/Lgun
Xmax |(}el'lgl
(9/L) (9/L) Mmax (h™) (saat) (%) (x10%)
0 - - - - -
2 0,270 0,024 28,5 23 2,2
5 0,372 0,025 27,7 23 3,05
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Tablo 4.23. Heteretrof kosullarin Chlorella protothecoides tiru mikroalgin buyume
hizina ve yag icerigine etkisi

Hucrelerin Yag verimliligi
ikilenme
Gliserol miktari suresi ‘Yag g/Lgun
Xnax |(}er|g|
(/L) (g/L) Hmax (™) (saat) (%) (x107)
0 - - - - -
2 0,420 0,018 38,5 30 4,50
5 0,444 0,022 315 32 5,07

28 gunlik kultir sonucunda Chlorella variabilis igin, en ylksek mikroorganizma
derisimine Xmax(1g/L) en yilksek mikroorganizma biiyiime hizina pmay (0,0085 h™) ve

yag verimliligine (7,14 g/Lgiinx10®) 5 g/Lgliserol bulunan kiiltirde elde edilmistir.

Chlorella ESP-6 igin, ortamda 2g/L ve 5 g/L gliserol olan kdlttrlerde farkli hizlarda
blyime 500. saate kadar gozlenmigstir. Bu saatten sonra mikroorganizma duragan
faza gecmistir. 28 glnlik kiltir sonucunda en ylksek mikroorganizma derisimine
Xmax(0,37g/L) en yliksek mikroorganizma biyiime hizina pmax (0,025 h™) ve yag
verimliligne (3,05 g/Lgiinx10®) 5 g/L gliserol bulunan kiiltirde elde edilmistir. Besi
ortaminda artan gliserol miktarina bagli olarak hicrenin ikiye katlama streside
hizlanmistir. Chlorella variabilis turi mikroalgin heteretrof kogullarda incelendigi bir
onceki calismada benzer sonuclar elde edilmistir. Ortamda karbon kaynaginin
arttirlmasi ile her iki mikroorganizmada gelisim ve hlcre buylimesi artmistir fakat
kiltdr sonucunda Chlorella ESP-6 tiri mikroalgden Chlorella variabilis tirline gére
yaklasik %60 daha az kuru kitle elde edilmistir. Ayni zamanda heteretrofik
kosullarda Chlorella ESP-6 turl Chlorella variabilis tiri mikroalgine gore 10 kat

daha fazla bayime hizina sahip oldugu séylenebilir.

Chlorella protothecoides igin en yluksek mikroorganizma derigimine Xnax (0,44g/L) en
yiksek mikroorganizma bilyiime hizina pma (0,022 h") ve yag verimliligine (5,07
g/Lgiinx10®) 5 g/L gliserol bulunan kiiltirde elde edilmistir. Mikroorganizmalarin
klltlr suresince sicaklik degisimleri Sekil 4.57, 4.58 ve 4.59’da pH degisimleri Sekil
4.60, 4.61, ve 4.62 'de sirasiyla Chlorella variabilis, Chlorella ESP-6, Chlorella

protothecoides igin verilmigtir.
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Sekil 4.57. Heteretrof kosullarda Chlorella variabilis tlrd mikroalgin sicakhk
degisimleri
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Sekil 4.58. Heteretrof kosullarda Chlorella ESP-6 tliri mikroalgin sicaklik degisimleri
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Sekil 4.59. Heteretrof kosullarda Chlorella protothecoides tirt mikroalgin sicaklik
degisimleri
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Sekil 4.60. Heteretrof kosullarda Chlorella variabilis tlrt mikroalgin pH degisimleri
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Sekil 4.61. Heteretrof kosullarda Chlorella ESP-6 tlrd mikroalgin pH degisimleri
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Sekil 4.62. Heteretrof kosullarda Chlorella protothecoides turi mikroalgin pH
degisimleri

Chlorella variabilis i¢in, sicakhk dagilimlari her kdltdr i¢in benzer davraniglar
gOztermistir. Baslangigta ortam sicakhgi 21°C ile 22°C arasindadir. Kultirler de
ortam sicakligina bagh olarak 200. saate kadar sicaklik artis gostermistir (Sekil
4.57). Bu saatten sonra cevre sartlarinin degigsmesi ile degism ortam sicakligi
mikroalgler icin uygun olan sicaklk (23-25°C) araliginda degisim gdstermigtir.

Heteretrof kuilturlerde ortam pH’iInin azalmasi beklenir fakat blyimeye bagli
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olarakda artabilir. Sekil 4.60'dan acgikga goérdldugu dzere her ortam igin
mikroorganizma pH degerlerinde 300 saate kadar artis gbézlenmistir. Bu saaten

sonra kultdr sonuna kadar tim ortam pH degerleri 8,5 ile 9 arasinda dalgalanmistir.

Chlorella ESP-6 igin, sicaklik dagilimlari her Kkdltir icin benzer davraniglar
gOztermistir. Baslangigta ortam sicakhgi 21°C ile 22°C arasindadir. Kulturler de
ortam sicakligina bagli olarak azalmis sonra 220. Saate kadar sicaklik artis
gOstermistir. Bu saatten sonra c¢evre sartlarinin dedismesi ile ortam sicakhgi
mikroalgler icin uygun olan sicaklik (23-25°C) araliginda degisim gostermistir (Sekil
4.58). Mikroorganizma ortam pH degisimleri heteretrofik kilttrlerde beklenen pH
degerlerinde artma veya azalmalar seklinde olmustur. 2-5 g/L gliserol bulunduran
kiltdrler icin ortam pH degerleri 96. saate kadar azalmistir (Sekil 4.61). Bu evrede
ortamda bulunan karbon tiketimi fotosentezden hizli oldugu soylenebilir. Bu saten
sonra 216. saate kadar pH artis gostermis ve kultir sonuna kadar 9,0 civarlarinda
salinimlar gostermistir. Bu evrede fotsentez ve organik karbon kaynagi (gliserol)
kullanimlari esit oldugu soéylenebilir. Gliserolden yoksun ortamda pH degeri 216.
saate kadar artis gostermistir. Bu saten kiltir sonuna kadar ise hafif bir azalma

gOstererek 9,5 civarlarinda salinim géstermigtir.

Chlorella protothecoides turu igin benzer davraniglar gézlenmistir. Baglangigta ortam
sicakhgr 21°C ile 22°C arasindadir. Kiltirler de ortam sicakligina bagl olarak
azalmig sonra 220. saate kadar sicaklik artig gostermistir. Bu saatten sonra ¢evre
sartlarinin degismesi ile degism ortam sicakhgi mikroalgler icin uygun olan sicaklik
(23-25°C) araliginda degisim gdstermistir (Sekil 4.59). Mikroorganizma ortam pH
degisimleri heteretrofik kilttrlerde beklenen pH dederlerinde artma veya azalmalar
seklinde olmustur. Sekil 4.60’dan go6rildigu Uzere ortamda 2-5 g/L gliserol
bulunduran kiiltirler igin ortam pH degerleri 96. saate kadar azalmistir. Bu evrde
ortamda bulunan karbon tuketimi fotosentezden hizli oldugu sdylenebilir. Bu saten
sonra 216. saate kadar pH artis gdstermis ve kultir sonuna kadar 9,0 civarlarinda
salinimlar goéstermistir. Bu evrede fotsentez ve gliserol kullanimlari esit oldugu
sdylenebilir. Gliserolden yoksun ortamda pH degeri 216. saate kadar artis
gOstermistir. Bu saten kiltir sonuna kadar ise hafif bir azalma gdstererek 8,5
civarlarinda salinim gdstermistir. 2 ve 5 g/L gliserol iceren heteretrof kosullarda
yetistirilen mikroalglerin yag asidi bilesimleri, Chlorella variabilis, Chlorella ESP-6 ve
Chlorella protothecoides igin sirasiyla Tablo 4.24, 4.25, 4.26, 4.27, 4,28 ve 4,29 'da

verilmigtir. Yag asidi bilesim kromatogramlari EK-G’de gdsterilmigtir.
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Tablo 4.24. Heteretrof kosullarda (2g/L gliserol) Chlorella
variabilis tlrli mikroalg yaginin yag asidi bilesimi

Yag asidi Bilesim (%)
C6:0 (Hekzanoik) 5,27
C14:0 (Miristik) 68,40
C15:0 (Pentadeklik) 5,10
Diger 21,23
Doymus 78,7
Doymamis 21,3

Tablo 4.25. Heteretrof kogullarda (5 g/L gliserol) Chlorella
variabilis turtd mikroalg yaginin yag asidi bilesimi

Yag asidi Bilesim (%)
C14:0 (Miristik) 42,34
C16:1 (Palmitoleik) 11,0
C:24:0 (tetrakosanoik) 37,95
Diger 8,71
Doymus 80,29
Doymamis 19,71

Tablo 4.26. Heteretrof kogullarda (2 g/L gliserol) Chlorella
ESP-6 turd mikroalg yaginin yag asidi bilegimi

Yag asidi Bilesim (%)
C18:3 (Linolenik) 6,1
C20:0 (Arakhidik) 93,9

Doymus 93,6

Doymamig 6,1
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Tablo 4.27. Heteretrof kosullarda (5 g/L gliserol) Chlorella
ESP-6 tirt mikroalg yaginin yag asidi bilesimi

Yag asidi Bilesim (%)
C22:0 (Eurik) 3,9
C24:0 (Tetrakosanoik) 96,1
Doymus 100
Doymamis 0

Tablo 4.28. Heteretrof kosullarda (2 g/L gliserol) Chlorella
protothecoides turl mikroalg yaginin yag asidi bilesimi

Yag asidi Bilesim (%)
C14:0 (Miristik) 20,4
C15:0 (Pentadekanoik) 2,0
C20:1 (Eikosenoik) 15
C22:0 (Behenik) 76,1
Doymus 98,5
Doymamis 15

Tablo 4.29. Heteretrof kosullarda (5 g/L gliserol) Chlorella
protothecoides tirli mikroalg yaginin yag asidi bilegimi

Yag asidi Bilesim (%)
C15:0 (Pentadekanoik) 47,5
C20:4 (Dokosadioneik) 52,5
Doymus 47,5
Doymamig 52,5

Ortamda 2 g/L gliseol iceren heteretrof kosullarda Chlorella variabilis turd mikroalgin
yag asidi bilesimi incelendiginde C14:0 (Miristik) asitce zengin oldugu belirlenmigtir.
Denklem 3.4’ e gore setan sayisi baskin yag asidi C14:0’a gore incelendiginde 66,5
olarak ayrica ortalama molekil agirhigida 704,3 g/mol olarak belirlenmistir. 5 g/L

gliseol iceren ortamda elde edilen yagin yad asidi bilesimi incelendiginde diger
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ortama goére C14:0 (Miristik) asit miktarinda belirli bir azalma buna karsin C24:0
(tetrakosanoik) asit miktarinda artis belirlenmistir. Bu asit miktarlarinin birbirine
yakin oldugu fakat yag asidi bilesiminin C14:0 (Miristik) asitce zengin oldugu
(%42,34) belirlenmigtir. Denklem 3.4’ e gbre setan sayisi baskin yag asidi C14:0’a
gore incelendiginde 66,5 olarak ayrica ortalama molekul agirhgida 774,63 g/mol
olarak belirlenmistir. Besin ortaminda bulunan karbon kaynagi miktari arttikga yag
asitlerinin yuksek molekul agilkli asitlere dogru gelisme gosterdigi ve buna bagli

olarak ortalama molekul agirhiginin da arttigi belirlenmistir.

Chlorella ESP-6 igin, 2 g/L gliseol igeren heterorof kosullarda yad asidi bilesimi
incelendiginde C20:0 (Arakhidik) asitce zengin oldugu belirlenmistir. Setan sayisi
baskin yag asidi C20:0’a goére incelendiginde 74,9 olarak ayrica ortalama molekil
agirhgida 969,4 g/mol olarak belirlenmistir. 5 g/L gliseol iceren ortamda elde edilen
yagin yag asidi bilesimi incelendiginde diger ortama gore C18:2 (Linolenik) ve C20:0
(arakhidik) asitlerin kayboldugu buna karsin C22:0 (Behenik) C24:0 (tetrakosanoik)
asitlerin miktarlarinda artis C24:0 (Tetrakosanoik) asitce zangin (%96.1) oldugu
belirlenmistir. Sayisi baskin yag asidi C24:0’a goére incelendiginde 80,5 olarak ayrica
ortalama molekil agirhgida 1140,5 g/mol olarak belirlenmistir. Besin ortaminda
bulunan karbon kaynagi miktari arttikca yag asitlerinin yuksek molekdl agihkli
asitlere dogru gelisme gosterdigi ve buna bagl olarak ortalama molekil agirhiginin
da arttigr belirlenmistir. Ayni durum Chlorella variabilis tlri mikroalg iginde

gOzlenmistir.

Ortamda 2 g/L gliseol iceren miksotrof kosullarda Chlorella protothecoides tirG
mikroalgin yag asidi bilesimi incelendiginde C22:0 (Behenik) asitce zengin oldugu
belirlenmigtir. Setan sayisi baskin yag asidi C22:0’a gore incelendiginde 77,2 olarak
ayrica ortalama molekil agirligida 879,44 g/mol olarak belirlenmistir. 5 g/L gliseol
iceren ortamda elde edilen yagdin yag asidi bilesimi incelendiginde diger ortama gore
C22:0 (Behenik) C14:0 (Miristik) ve C20:1 (Eikosenoik) asitlerin kayboldugu buna
kargin C15:0 (Pentadekanoik) asidin miktarinda artis ve ¢oklu doymamis yag asidi
C20:4 (Tetrakosanoik) asidin belirginlestigi ve miktarinca zengin (%52,5) oldugu
g6zlenmistir. Setan sayisi her iki yag asidine gore incelendiginde ortalama 45,2
olarak ayrica ortalama molekul agirhgida 906,7 g/mol olarak belirlenmigtir. Besin
ortaminda bulunan karbon kaynagi miktari arttikca yag asitlerinin yuksek molekul
agihkh asitlere dogru gelisme gosterdigi ve buna bagli olarak ortalama molekul
agirhdinin da arttigi belirtiimektedir (Ferreira ve dig., 2017, Katayama ve dig., 1967).

Mikroalg yaglarinda ¢oklu doymamig yag asitleri istenmeyen durumdur. Buna karsin
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Yuksek karbon sayili doymus yag asitleri tercih edilmelidir. Elde edilen bu yagin
setan sayisiI duguk oldugundan biyodizel igin hammadde kaynagi olarak kullaniimasi

uygun goérilmemektedir.

Literatirde farkli mikroalg kulttrlerinin heterofik kosullarda dretimi ve yagd asidi
bilesimlerini inceleyen c¢alismalarda besin ortamindaki karbon kaynak miktari
arttikga yag dretimnin arttigi ve doymus yag asitlerinin belirginleserek miktarinin
arttig1 belirtiimektedir (Choi ve dig., 2015) Literaturde Chlorella variabilis ve ESP-6
tiri mikroalgin heteretrof kosullarin yag Uretimini ve yad asidi bilesimine etkisini

inceleyen bir calismaya rastlanmamistir.

Fotoototrofik kiltirde elde edilen dugik biyokutle verimi, biyokutle hasat maliyetini
arttirmaktadir. Hasat maliyetini didslirmek icin fototrofik kultlirlie ek olarak
miksotraofik kulturler degerlendirilir. Miksotrofik kiltirde hem 1sik kaynagi hemde
ortama eklenen alternatif bir karbon kaynagdi (seker, organik asit vb.)

mikroorganizma buylumesini dnemli dlgtde etkiler (Wei ve dig., 2009).

Mitra ve dig., 2012’de yaptiklari ¢galismada Chlorella vulgaris tarti mikroalgi etanol
karbon kaynagi olacak sekilde heteretrof kosullarda blylme ve yag uretim
davranigini incelemiglerdir. 25 gunlik kdltir sonucunda tirin daha fazla yag
Urettigini ve ylksek karbon kaynagi bulunduran ortamlarda heteretrofik kosullarda

belirlemiglerdir.

Ren ve dig., 2013’de yaptiklari diger bir galismada ise Scenedesmus sp. mikroalgin
heteretrof kosullarda ve fruktoz glikoz ve asetat iceren farkh ortamlarda blylime ve
yag igerigini ayni zamanda biyodizel elde edilen yagin biyodizel Uretiminde
hammadde kaynagi olarak kullanilabilriligini arastirmiglardir. Deneysel ¢alismalar en
uygun karbon kaynagi glikoz (10 g/L) oldugu durumda en yutiksek mikroorganizma
derisimi X;,ax(0,6 g/L) oldugunu belirlemislerdir. Mikroorganizma yag icerigini de %43

olarak beleirlemislerdir.

Chen ve dig., 2011 yilinda yaptiklari g¢alismada Chlorella protothecoides turu
mikroalgi hetetrotrof ortamda 14,6 g/L gliserol varliginda mikroorganizma Uzerine
kosullarin etkilerini arastirmislardir. Deneysel ¢alismalar sonucunda 8 gunluk kaltar
sonucunda 23,5 gram kuru kultir elde ettiklerini ayrica mikroorganizmanin yag

uretkenliginin 3 g/L.gun olarak belirlediklerini vurgulamiglardir.

Karsilagtirilabilir bir diger calisma ise Fei ve dig., 2015'de yaptiklari ¢alismadir.

Calismada Chlorella protothecoides turi mikroalgin gliserol varliginda heterofik
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biylmesinde en vyuksek yagd igerigini %47 olarak belirlemislerdir. Ayrica
mikroorganizma yag igeriginin artmasi veya azalmasi yonunde bir etkisine
rastlamamiglardir. Heterotrof kosullarda mikroalglerden elde edilen en yiksek hiicre
derigsimleri Sekil 4.63'te, yag icerikleri ve yag verimlilikleri ise sirasiyla Sekil 4.64 ve
4.65'te verilmigtir.
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Sekil 4.63. Heteretrof kosullar etkisinde mikroalglerden elde edilen en yuksek hticre
derigimleri
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Sekil 4.64. Heteretrof kosullar etkisinde mikroalglerden elde edilen en yiksek yag
icerikleri
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Sekil 4.65. Heteretrof kosullar etkisinde mikroalglerden elde edilen yag verimlilikleri

4.6.2. Miksotrof Kosullar

Heterotfof kosullara ek miksotrof kosullarda kultirlere 4 Kliks aydinlatma

saglanmistir. Chlorella variabilis,

Chlorella ESP-6 ve Chlorella prothocoides

miksotrof kosullar etkisinde buylime edrileri sirasiyla Sekil 4.66, 4.67 ve 4.68'de

verilmistir.

1,0
0,9

0,8

0,7

0,6

0,5
0,4

——0

0,3

——2

0,2

Mikroorganizma derigimi (g/L)

0,1

0,0
200

300 400 500

Siire (saat)

Sekil 4.66
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. Miksotrof kosullarin Chlorella variabilis tirt mikroalgin blyimesi Gzerine
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Sekil 4.67. Miksotrof kosullarin Chlorella ESP-6 turi mikroalgin blylimesi Uzerine
etkisi

=
N

1,0

0,8

——0

-2

Mikroorganizma derisimi (g/L)

200 300 400 500

Siire (saat)

Sekil 4.68. Miksotrof kosullarin Chlorella protohecoides tirt mikroalgin blylimesi
Uzerine etkisi

Chlorella variabilis igin, besin ortamindaki karbon kaynaginin (gliserol) artmasi
mikroorganizma blyuime (zerine olumlu yonde etkiledigi Sekil 4.66’da
gorulmektedir. Karbon kaynagindan yoksun kaltirde 1sik enerjisinden dolayi
blyime ototrof kultlire goére daha iyi olmustur. Miksotrof ortamda mikroorganizma

karbonu kullanirken hemde fotosentez yaparak biuyumustir. Her ortamda blylime
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farkli hizlarda buyime 400. saate kadar gozlenmigtir. Bu saatten sonra

mikroorganizma duragan faza gegmistir.

Gliserol miktarinin artmasi Chlorella ESP-6 turi mikroalgin blylimesi Uzerine 2
g/L’ye kadar olumlu yénde etkisi oldugu belirlenmistir. Gliserol miktari 5 g/L oldugu
durumda mikroorganizmanin  Uzerine substrat inhibisyonu etkisi acikca
gorilmektedir. Tim ortamlarda biayime farkh hizlarda blyime 166. saate kadar
gOzlenmistir. Bu saatten kultir sonuna kadar mikroorganizmanin duragan fazda

seyir ettigi gérulmektedir (Sekil 4.67).

Chlorella protohecoides igin, tim ortamlarda bluylme farkli hizlarda biylime 166.
saate kadar gozlenmigtir. Bu saatten kultir sonuna kadar mikroorganizmanin
duragan fazda seyir ettigi gérilmektedir. Miksotrof kosullar etkisinde blyime hizlari,
yag icerikleri ve verimlilikleri Tablo 4.30, 4.31 ve 4.32’de sirasiyla Chlorella
variabilis, Chlorella ESP-6 ve Chlorella protothecoides igin verilmigtir.

Tablo 4.30. Miksotrof kosullarin Chlorella variabilis turd mikroalgin bayime hizina ve
yag icerigine etkisi

Hucrelerin Yag verimliligi
ikilenme
Gliserol miktari suresi Yag g/Lgun
Xmax |Qerlgl
(g/L) (g/L) Hmax (™) (saat) (%) (x10%)
0 0,377 0,0176 39,3 13 2,3
2 0,726 0,0275 25,2 15 5,2
5 0,844 0,0330 20,9 16 6,4

Tablo 4.31. Miksotrof kosullarin Chlorella ESP-6 turd mikroalgin bayime hizina ve
yag icerigine etkisi

Hucrelerin Yag verimliligi
ikilenme
Gliserol miktari suresi Yag g/Lgun
Xmax |(}el'lgl
(9/L) (g/L) Hmax (0™) (saat) (%) (x10%)
0 0,203 0,017 40,7 20 1,93
2 0,467 0,020 34,7 17 3,78
5 0,411 0,014 49,5 14 2,74
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Tablo 4.32. Miksotrof kogullarin Chlorella protohecoides tiru mikroalgin buyime
hizina ve yag icerigine etkisi

Hucrelerin Yag verimliligi
ikilenme
Gliserol miktari suresi Yag g/Lgun
Xnax |Qerlgl
(9/L) (g/L) Hmax (h™) (saat) (%) (x107)
0 0,338 0,015 46,2 25 4,02
2 0,644 0,022 315 27 8,28
5 0,956 0,070 10,0 26 11,8

21 gunldk kaltir sonucunda Chlorella variabilis icin en yuksek mikroorganizma
derisimine Xiax(0,84 g/L) en yiiksek mikroorganizma biiylime hizina pimax (0,033 h)
ve yag verimliligine (6,4 x 10° g/L.giin) 5 g/L gliserol bulunan kiiltirde elde
edilmistir. Besi ortaminda artan gliserol miktarina bagli olarak hicrenin ikiye katlama

sureside hizlanmistir.

Chlorella ESP-6 igin ortaminda artan gliserol miktarina baglh olarak hiicrenin ikiye
katlama sireside hizlanmistir. En yilksek yag verimliligine (3,78 x 10 g/L.giin) 2
g/L gliserol iceren miksotrof kiltirde elde dilmistir. Ayrica en yiksek spesifik
biyiime hizi (Uma= 0,020 h™) olarak ayni ortamda elde edilmistir. Miksotrofik
kiltdrlerde heteretrof kiltiire gére daha hizli bliyime gergeklesmistir. Ayrica kiltlr

sonunda yaklasik %50 daha fazla mikoorganizma miktari elde edilmigtir.

Chlorella prototocoides igin, en ylksek mikroorganizma derisimine X,ax(0,95649/L)
en yilksek mikroorganizma biiyliime hizina pmax (0,07 h™)5 g/L gliserol bulunan
kultirde elde edilmigtir. Besi ortaminda artan gliserol miktarina bagli olarak hicrenin
ikiye katlama siireside hizlanmistir. En yiiksek yag verimliligine (11,8 x 10 g/L.giin)
5 g/L gliserol iceren miksotrof kultirde elde dilmistir. Miksotrofik kultirlerde
heteretrof kulture gore daha hizli buyume gergeklesmigtir. Ayrica kultur sonunda
yaklasik 1,5 kat daha fazla mikoorganizma elde edilmistir. Bu tlrin Chlorella ESP-6
tirine godre substrat direnci oldugu sdylenebilir. Mikroorganizmalarin  kultir
suresince sicaklik degisimleri Sekil 4.69, 4.70 ve 4.71’de pH degisimleri Sekil 4.72,
473 ve 4.74te sirasiyla Chlorella variabilis, Chlorella ESP-6, Chlorella

protothecoides igin verilmigtir.
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Sekil 4.69. Miksotrof kosullarda Chlorella variabilis tlrd mikroalgin sicakhk
degisimleri
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Sekil 4.70. Miksotrof kosullarda Chlorella ESP-6 tird mikroalgin sicaklik degisimleri
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Sekil 4.71. Miksotrof kosullarda Chlorella protohecoides turi mikroalgin sicakhk
degisimleri
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Sekil 4.72. Miksotrof kosullarda Chlorella variabilis tirt mikroalgin pH degisimleri
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Sekil 4.73. Miksotrof kosullarda Chlorella ESP-6 turt mikroalgin pH degisimleri
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Sekil 4.74. Miksotrof kosullarda Chlorella protohecoides turt mikroalgin pH
degisimleri

Chlorella variabilis igin, sicaklik dagihmlari her kosul icin benzer davraniglar
gOstermistir. Baglangigta ortam sicakhigi 24 °C ile 25 °C arasindadir. Kilttrlerde
sicaklik ortam sicakligina bagh olarak 100. saate kadar artig gostermigtir, bu saatten
sonra 27 °C ile 28 °C arasinda salinim gostermistir (Sekil 4.69). Miksotrofik
kalturlerde hucre gelisimi icin ayni zamanda hem organik hem de inorganik karbon

tuketilmektedir. Bu nedenle ortamin pH degeri degiskenlik (artma ve azalma)
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gosterebilmektedir. Ortamda 2-5 g/L gliserol bulunduran kiltdrler i¢in ortam pH
degerlerinde 93 saate kadar azalma gdzlenmistir. Bu evrde ortamda bulunan karbon
tuketimi fotosentezden hizli oldugu sdylenebilir. Bu saten sonra 166. Saate kadar
pH artis gbstermis ve klltir sonuna kadar 8,5 civarlarinda salinimlar géstermistir.
Bu evrede fotsentez ve organik karbon kaynadi (gliserol) kullanimlari esit oldugu
sdylenebilir. Gliserolden yoksun ortamda pH dederi 93 saate kadar artis
gOstermistir. Bu saaten kultir sonuna kadar ise hafif bir azalma goéstererek 9,5

civarlarinda salinim géstermistir (Sekil 4.72).

Chlorella ESP-6 icin, baslangicta ortam sicakligi 24°C ile 25°C arasindadir. Sicaklik
ortam sicakligina bagl olarak 100. saate kadar artmis Kiltlir sonuna kadar ise 27 ile
28°C arasinda degisim gostermistir (Sekil 4.70). Ortamlarin pH degerleri 100. saate
kadar artmis goOstermistir. Miksotrofik kiltirlerde ortam daki karbon metablizma
tarafindan yikildiginda pH derglerinin azalmasi beklenir. 2-5 gliserol bulunduran
ortamlarda pH dederlerinin gliserol olmayan ortama gére disuk olmasinin sebebidir.
100. Saaten sonra pH degerlerinde hafif bir disls gerceklesmistir. Chlorella
protohecoides iginde benzer sicaklik ve pH degisimleri gbézlenmistir. Miksotrof
kosullar etkisisnde mikroalglerin yagd asidi bilesimleri, Chlorella variabilis, Chlorella
ESP-6 ve Chlorella protothecoides ve 2-5 g/L gliserol varliginda sirasiyla Tablo
4.33, 4.34, 4.35, 4.36, 4,37 ve 4,38 'da verilmistir. Yag asidi bilesim kromatogramlari
EK-G’de gosterilmigtir.

Tablo 4.33. Miksotrof kosullarda (2g/L gliserol) Chlorella
variabilis turt mikroalg yaginin yag asidi bilesimi

Yag asidi Bilesim (%)
C15:0 (Pentadeklik) 85,5
Diger 14,5
Doymus 85,5
Doymamig 14,5
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Tablo 4.34. Miksotrof kosullarda (5 g/L gliserol) Chlorella
variabilis tlrli mikroalg yaginin yag asidi bilesimi

Yag asidi Bilesim (%)
C6:0 (Hekzanoik) 2,63
C12:0 (Lauric) 9,49
C:14:0 (Miristik) 59,96
C14:1 (Tetradekanoik) 27,92
Doymus 69,08
Doymamis 27,92

Tablo 4.35. Miksotrof kosullarda (2 g/L gliserol) Chlorella
ESP-6 turd mikroalg yaginin yag asidi bilegimi

Yag asidi Bilesim (%)
C6:0 (Hekzanoik) 23,4
C16:0 (Palmitik) 40,6
C18:1 (Oleik) 36,0
Doymus 64,0
Doymamis 36,0

Tablo 4.36. Miksotrof kosullarda (5 g/L gliserol) Chlorella
ESP-6 turu mikroalg yaginin yag asidi bilegimi

Yag asidi Bilesim (%)
C10:0 (Dekanoik) 19,0
C12:0 (Laurik) 26,8
C16:0 (Palmitik) 16,3
C16:1 (Palmitoleik) 4,1
C18:3 (Linoleik) 6,8
C24:0 (Tetrakosanoik) 27,0
Doymus 89,1
Doymamis 10,9
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Tablo 4.37. Miksotrof kosullarda (2 g/L gliserol) Chlorella
protothecoides tirt mikroalg yaginin yag asidi bilesimi

Yag asidi Bilesim (%)
C14:0 (Miristik) 9,8
C15:1 (Pentadekanoik) 11,6
C17:0 (Margarik) 13,8
C17:1 (Heptadekanoik) 14,7
C24:0 (Tetrakosanoik) 50,1
Doymus 73,7
Doymamis 26,3

Tablo 4.38. Miksotrof kosullarda (5 g/L gliserol) Chlorella
protothecoides turl mikroalg yaginin yag asidi bilesimi

Yag asidi Bilesim (%)
C16:0 (Palmitik) 62,4
C18:1 (Oleik) 37,6
Doymus 62,4
Doymamis 37,6

Chlorella variabilis i¢in, ortamda 2 g/L gliserol iceren miksotrof kogullarda elde edilen
yagin yag asidi bilesimi incelendiginde C15:0 (Pentadeklik) asitce zengin oldugu
belirlenmigtir. Denklem 3.4’e goére setan sayisi baskin yag asidi C15:0'a goére
incelendiginde 67,9 olarak ayrica ortalama molekul agirligida 765,3 g/mol olarak
belirlenmigtir. 5 g/L gliserol igeren ortamda elde edilen yagin yag asidi bilegimi
incelendiginde diger ortama gore C15:0 (Pentadeklik) asit miktarinda belirli bir
azalma buna karsin C14:0 (Miristik) ve C14:1 (tetradekanoik) asitlerin
belirginleserek miktarlarinda artis belirlenmistir. Bu yag asidi bilesiminin C14:0
(Miristik) asitce zengin oldugu (%59,96) belirlenmistir. Setan sayisi baskin yag asidi
C14:0’a gore incelendiginde 66,5 olarak ayrica ortalama molekul agirigida 704,35

g/mol olarak belirlenmisgtir.
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Ortamda 2 g/L gliserol igeren miksotrof kosullarda Chlorella ESP-6 tlrd mikroalgin
yag asidi bilesimi incelendiginde C16:0 (Palmitik) asitce zengin oldugu belirlenmistir.
Setan sayisi baskin yag asidi C16:0’a goére incelendiginde 69,3 olarak ayrica
ortalama molekdl agirhgi ise 737,26 g/mol olarak belirlenmigtir. 5 g/L gliseol igeren
ortamda elde edilen yagin yag asidi bilesimi incelendiginde diger ortama gbre yag
asitleri cesitliliginde artis gozlenmistir. C24:0 (Tetrakosanoik) ve C12:0 (Laurik)
asitce zangin ve biribirlerine yakin oldugu belirlenmigtir. Setan sayisi baskin bu yag
asitlerine gore incelendiginde ortalama 72,1 olarak ayrica ortalama molekiil
agirhgida 809,43 g/mol olarak belirlenmistir. Besin ortaminda bulunan karbon
kaynagi miktari arttikga yag asitlerinin cgesitliliginde artis gosterdigi belirlenmigtir.
Benzer durum Chlorella variabilis tiri mikroalgin heteretrof kosullarda yetistirldigi
durum icin de gozlenmistir. Elde edilen bu yaglarin setan sayisinin yuksek olmasi
nedeni ile biyodizel Uretiminde hammadde kaynagi olarak kullaniimalari uygun

oldugu 6ngorulmektedir.

Chlorella protothecoides icin, 2 g/L gliseol iceren miksotrof kosullarda elde edilen
yagin yag asidi bilesimi incelendiginde C24:0 (Tetrakasioik) asitce zengin oldugu
belirlenmigtir. Setan sayisi baskin yag asidi C24:0’e goére incelendiginde 80,5 olarak
ayrica ortalama molekil agirligida 999,68 g/mol olarak belirlenmistir. 5 g/L gliseol
iceren ortamda elde edilen yagdin yag asidi bilesimi incelendiginde diger ortama gore
yag asitleri cesitliligi azalmigtir. C16:0 (Palmitik) asitce zangin ve biribirlerine yakin
oldugu belirlenmistir. Denklem 3.4’e gdre setan sayisi baskin bu yag asidine gére
incelendiginde 69,3 olarak ayrica ortalama molekil agirhgida 837,38 g/mol olarak
hesaplanmistir. Besin ortaminda bulunan karbon kaynagi miktar arttikga yag
asitlerinin gesitliliginde azalma oldugu goézlenmistir. Benzer durum ayni tirin
heteretrof kogullarda yetistirldigi durum igin de gézlenmigtir. Elde edilen bu yaglarin
setan sayisinin ylksek olmasi nedeni ile biyodizel Uretiminde hammadde kaynagi
olarak kullanilmalari uygun oldugu 6ngérulmektedir. Literatiirde galismada kullanilan
uc farkh tur igcinde miksotrof kosullarin yag Uretimini ve yag asidi bilesimine etkisini

inceleyen bir ¢calismaya rastlanmamigtir.

Farkh alg kulturleri ile farkli miksotrof kosullarda yapilan benzer calismalar
mevcuttur. incelenen calismalarda besin ortamindaki karbon kaynak miktari arttikga

yag uretimnin arttigi belirtiimektedir (Barclay ve dig., 1994) .

Hanafy ve dig., 2013’de yaptiklari ¢calismada ortama eklenen glikoz miktarinin (0,5-8

g/L) Chlorella kesleri turi mikroalgin miksotrofik kosullarda blylimesi ve yag
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uretimine etkilerini arastirmiglardir. 21 gunluk kaltir sonucunda ortamda artan glikoz
miktarinin ~ substrat inhibisyonu yaptigina ve en ylksek mikroorganizma

konsantrasyona ortamda 0,5 g/L glikoz varliinda ulastiklarini belirlemislerdir.

Chojnacka ve dig., 2004 yilinda Spirulina sp. tiru mikroalg ile yaptiklar calismada
heteretrof ve miksotrof ortamda glikoz varliginda mikroalgin blylimesi ve yag
Uretimini incelemislerdir. Deneysel calismalarin sonucunda heterofik ve fotottrofik
kultdrlere gbre daha hizli biyime goésterdigini ve daha fazla kitle elde edildigini
vurgulamislardir. Miksotrof ortamda yetisen mikroorganizmalardan heterof ortama
gore yaklasik %50 daha fazla kuru kutle elde edilmistir. Ortamda gliserol miktarinin
artmasi ile mikroorganizma Uzerine substrat inhibisyonu etkili olmustur. Diger
yandan artan vizkosite ile birlikte mikroorganizmalarin ortama sikistigi literatlirde
belirtiimektedir (Ferreira ve dig., 2017, Chojnacka ve dig., 2004). Miksotrof
kosullarda mikroalglerden elde edilen en yuksek hiicre derisimleri Sekil 4.75°de yag

icerikleri ve yag verimlilikleri ise sirasiyla Sekil 4.76 ve 4.77°de verilmigtir.
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Sekil 4.75. Miksotrof kosullar etkisinde mikroalglerden elde edilen en yiksek hiicre
derigimleri
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Sekil 4.76. Miksotrof kosullar etkisinde mikroalglerden elde edilen en ylksek yag
icerikleri
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Sekil 4.77. Miksotrof kosullar etkisinde mikroalglerden elde edilen en ylksek yag
verimlilikleri

4.7. Chlorella Variabilis Ve Chlorella ESP-6 Tirli Mikroalglerin Farkh
Endiistriyel Atik Sularini Aritma Potansiyellerinin incelenmesi

Geleneksel aritma teknikleri, atik suda bulunan toplam azot ve fosforun sadece bir

kismini aritabilmektedirler. Aritim slrecini gelistirmek i¢cin mevcut sistemlere ilave
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islemler yapilmaktadir. Bu nedenle, yeni gelismelere ve sistemlere hala ihtiyag

vardir ve biyolojik sistemler talebe cevap vermek icin ideal sistemlerdir.
4.7.1. Beyaz esya endistrisi atiksularinin aritilabilirliginin incelenmesi

Mikroalglerin beyaz esya fabrikasi evsel ve endustriyel atik sularni aritim
potansiyelini incelemek amaci ile asillama oOncesinde atik sular farkli oranlarda
sebeke suyu ile seyreltiimistir. Seyrelmenin amaci atik sulardaki olumsuz kosullarin
(pH, agir metal, vb.) mikroalglerin blyimesi Uzerine olumsuz etkilerini ortadan
kaldirmak ve ortama uyumlarinisaglamaktir. Farkli oranlarda seyreltiimis evsel ve
endustriyel atiksu ortamlarinda mikroalgin blylime davraniglari Chlorella variabilis
tlrd icin sirasiyla Sekil 4.78 ve 4.79'de,Chlorella ESP-6 icin sirasiyla,Sekil 4.80 ve
4.81'de verilmistir.
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Sekil 4.78. Chlorella variabilis’e ait beyaz esya fabrikasi evsel atik su seyrelme
oranlarinda buyume egrileri
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Sekil 4.79. Chlorella variabilis’e ait beyaz esya fabrikasi endistriyel atik su seyrelme
oranlarinda buyume egrileri
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Sekil 4.80. Chlorella ESP-6ya ait beyaz esya fabrikasi evsel atik su seyrelme
oranlarinda buyume egrileri
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Sekil 4.81. Chlorella ESP-6'ya ait beyaz esya fabrikasi endustriyel atik su seyrelme
oranlarinda buyume egrileri

Beyaz esya evsel atik su kullaniminda, Chlorella variabilis icin atiksulardaki
seyrelme isleminin mikroorganizma buyldmesi Uzerine olumlu yonde etkisi Sekil
4.78'den acgikca gorulmektedir. Hicre derigimi, seyrelme oraninin %40 dederine
kadar artirlmasi ile artmig, daha sonra artan seyrelme ile degeri digmustur. Herbir
seyrelme oraninda mikroorganizmalar farkli hizlarda 289. saate kadar bulylime
gbstermis, daha sonra kirletici besinlerin azalmasi ile blyime azalmistir. 384.
saaten sonra 456. saate kadar olan buyime artisi buharlasma ile hacim kaybi olan
kdltur oratmina ¢cesme suyu ile besleme yapilmasindan kaynaklandigi sdylenebilir.
Mikroalgler eklenen c¢esme suyundaki nitriti tlketerek az da olsa blyime
gOstermislerdir. Endustriyel atik su kullaniminda ise seyrelmenin hicre blyumesine
olan katkisi evsel atik suya kiyasla daha az olmustur (Sekil 4.79). Ayni kaynaktan
alinan atik sular Chlorella ESP-6 ile atik su ortamlari %20 oranina kadar
seyreltilerek kullaniimistir. Her iki atik su ortaminda da seyrelmenin artmasiyla hicre
derisimleri bir miktar artmistir. Her bir seyrelme oraninda mikroorganizmalar farkli
hizlarda 458. saate kadar buyume gostermis, daha sonra Kirletici besinlerin

azalmasi ile bayimedurgunluk fazina gegmisgtir.

Her iki tir mikroalg ile evsel atik su ortamlarinda elde edilen hicre
derigimleri,endustriyel atik su ortamlarinda elde edilen dederlerden daha ylksek
degerlerde (C. variabilis icin %40 seyreltme ile 0,88 g/L, C. ESP-6 igin %20
seyreltme ile 0,75 g/L) olmustur (Sekil 4.78 ve 4.80).
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Evsel ve endustriyel atik su ortamlarinda blyume hizlar, yagd icerikleri ve
verimlilikleri Chlorella variabilis i¢cin Tablo 4.39 ve 4.40’da, Chlorella ESP-6 igin
Tablo 4.41 ve 4.42’de verilmigtir.

Tablo 4.39. Evsel atiksulardaki seyrelmenin Chlorella variabilis turd mikroalgin
blylime hizina ve yag icerigine etkisi

Hucrelerin Yag verimliligi
ikilenme
Seyrelme suresi Yag g/Lgun
Xnax |Qerlgl
(%) (/L) Hmax (™) (saat) (%) (x107%)
0 0,397 0,004 175 29 5,0
10 0,740 0,024 82 13 4,2
20 0,827 0,008 82 24 8,6
30 0,769 0,007 97 21 7,0
40 0,887 0,008 88 19 7,3
50 0,609 0,006 105 22 5,8

Tablo 4.40. Endustriyel atiksulardaki seyrelmenin Chlorella variabilis tirl mikroalgin
buyume hizina ve yag icerigine etkisi

Hucrelerin Yag verimliligi
ikilenme
Seyrelme suresi Yag g/Lgin
Xmax Igerlgl

(%) (g/L) Hmax (n™) (saat) (%) (x107%)
0 0,593 0,005 115 23 59
10 0,539 0,006 115 28 6,6
20 0,536 0,005 138 26 6,0
30 0,436 0,005 138 30 57
40 0,500 0,005 138 30 6,5
50 0,417 0,004 173 31 5,6
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Tablo 4.41. Evsel atiksulardaki seyrelmenin Chlorella ESP-6 turt mikroalgin bayime
hizina ve yag icerigine etkisi

Hucrelerin Yag verimliligi
ikilenme
Seyrelme suresi Yag g/Lgun
Xnax |Qerlgl

(%) (/L) Hmax (™) (saat) (%) (x107%)
0 0,480 0,030 23 19 4,0
10 0,655 0,027 26 20 4,5
20 0,750 0,035 20 13 4,3

Tablo 4.42. Endustriyel atiksulardaki seyreltmenin Chlorella ESP-6 tlri mikroalgin
buyume hizina ve yag icerigine etkisi

Hucrelerin Yag verimliligi
ikilenme
Seyreltme suresi Yag g/Lgin
Xinax |Qerlgl
(%) (g/L) Hmax (™) (saat) (%) (x107%)
0 0,250 0,027 26 21 2,3
10 0,252 0,032 22 28 3,0
20 0,310 0,038 18 24 3,2

Evsel atik sularda, Chlorella variabilis igin, en ylksek mikroorganizma derigimi
(0,88g/L) %40 seyrelmede elde edilmistir. Ortamin seyreltiimesiyle, bluyime iki kat
hizlanarak pm.=0,008 h™degerinde olmus, yag icerikleriise seyreltimeyen ortama
gbre dismekle birlikte yad verimlilik degerlerinde bir miktar artis olmustur (Tablo
4.39). Seyreltme ile yag icerikleri %19-24 araliginda, verimlilik ise 5,8-8,6g/L.gun
araliginda degismistir. En yiiksek yag verimliligi (8,6 x 10° g/L.giin) ve %20
oraninda seyreltilen ortamda elde edilmistir. Endustriyel atik su kullaniminda ise, en
yiuksek mikroorganizma derisimi (0,59 g/L) seyretme olmamasi durumunda
eldeedilmistir. Atik sularda bulunan agir metaller mikroalg hicre metabolizmasini
yavaslatmig, seyrelme iglemi mikroorganizma blylime ve yag verimliligine belirgin
bir etki géstermemis (Tablo 4.40), tim ortamlar igin blyime hizi pmx=0,006 ht
degerinde olmustur. Ortamin seyreltiimesi ile yag icerikleri artmakla beraber yag
verimlilik de@erlerinde fazla degisim olmamistir. Seyreltme ile yag icerikleri %26-31
araliginda, verimlilik ise 5,6-6,6 g/L.gin araliginda degismis, en yuksek yag

verimliligi (6,6 x 10 g/L.giin) %10 seyrelme durumunda elde edilmistir. Evsel atiksu
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ortaminda mikroalg gelisimi endlstriyel arttk su ortamina gére daha hizl
gerceklesmis, lipid verimliligi de daha ylUksek olmustur. Chlorella variabilis tiru
mikroalg beyaz esya endustrisi evsel ve endustriyel atik su ortamlarina uyum

saglamistir.

Evsel atik sularda, Chlorella ESP-6 igin, seyreltme islemi hicre derisimini az
miktarda artirmig, yag verimligini ise fazla degistirmemis, en yuksek hlcre derigimi
(0,75 g/L) %20 seyreltme ile, en yiiksek yag verimliligi (4,5 x 10 g/L.giin) ise %10
seyreltme ile), elde edilmistir. Seyreltme ile ¢ogalma hizi fazla degismemis,
Hmax=0,035 h™* mertebesinde olmustur. Chlorella ESP-6 tiirii mikroalg beyaz esya
endustrisi evsel atik su ortamina uyum saglamistir. Endustriyel atik su ortaminda
evsel atik su ortamina benzer bir buylme hizi gézlenmis, ancak elde edilen hicre
derisimleri daha disik degerlerde olmustur. En yiiksek yagd verimliligi (3,2 x 107
g/L.giin) ve en vyilksek spesifik biiyiime hizi (umax= 0,038 h™) %20 seyrelme olan
kiltirde elde edilmigtir.Chlorella variabilis’e benzer olarak Chlorella ESP-6 icin
seyrelme ile, yag verimlilik degerleri fazla dedismemekle beraber yag icerikleri

seyreltimeyen ortama gére daha yuksek degerlerde olmustur (Tablo 4.42).

Sonug¢ olarak her iki tur mikralg igin evsel ve enduUstriyel atik sularda seyrelme
isleminin fazla olumlu bir etkisine rastlanmamistir. Etkin ve ekonomik bir aritma igin
atik suyun seyrelme islemine tabi tutulmadan direkt aritilmasi uygun goériimus, bu

nedenle seyreltilen ortamlarda yag asidi bilesimi analiz edilmemistir.

Evsel ve endustriyel atik su ortamlarinda mikroorganizmalarin kultur suresince
sicaklik degisimleri Chlorella variabilis igin Sekil 4.82 ve 4.83’de, Chlorella ESP-6,
icin ise 4.84 ve 4.85'de, ortamlarin pH degisimleri ise Chlorella variabilis i¢in Sekil
4.86 ve 4.87, Chlorella ESP-6 icin ise 4.88 ve 4.89’da verilmigtir.
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Sekil 4.82. Chlorella variabilis’e ait beyaz esya fabrikasi evsel atik su seyrelme
oranlarinda sicaklik degisimleri
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Sekil 4.83. Chlorella variabilis’e ait beyaz esya fabrikasi endlstriyel atik su seyrelme
oranlarinda sicaklik degisimleri
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Sekil 4.84. Chlorella ESP-6Yya ait beyaz esya fabrikasi evsel atik su seyrelme
oranlarinda sicaklik degisimleri
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Sekil 4.85. Chlorella ESP-6'ya ait beyaz esya fabrikasi endustriyel atik su seyrelme
oranlarinda sicaklik degisimleri
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Sekil 4.86. Chlorella variabilis’e ait beyaz esya fabrikasi evsel atik su seyrelme
oranlarinda pH degisimleri
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Sekil 4.87. Chlorella variabilis’e ait beyaz esya fabrikasi endistriyel atik su seyrelme
oranlarinda pH degigimleri
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Sekil 4.88. Chlorella ESP-6ya ait beyaz esya fabrikasi evsel atik su seyrelme
oranlarinda pH degisimleri
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Sekil 4.89. Chlorella ESP-6'ya ait beyaz esya fabrikasi endistriyel atik su seyrelme
oranlarinda pH degigimleri

Chlorella variabilis evsel ve endustriyel atik sularda kultirlerde sicaklik yasanan
elektrik kesintileri dogrultusunda zaman zaman azalmigtir. 456. saaten sonra 24 °C
civarinda dalgalanmistir (Sekil 4.82 ve 4.83). Kilturlerde ortam pH degerleri 145.
saate kadar artis gostermistir. 145. saaten sonra pH degerlerinde hafif bir dusis
gergeklesmistir ve 9 civarlarinda dalgalanmigtir (Sekil 4.86 ve 4.87).
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Chlorella ESP-6 igin, kdlturlerin baglangic degerleri 23,5°C’dir. 145. saate kadar
sicaklik ortam sicakligina bagh olarak 26,8°C’ye kadar artmig, bu saaten sonra
buharlagsma ile kayiplari dnlemek amaci ile ortama eklenen ¢esme suyu nedeni ile
dismus ve sonra tekrar artmistir. Kiltdr sonuna kadar 27°C’ye yikselmistir (Sekil
4.84 ve 4.85). Kllturlerde ortam pH degerleri 47. saate kadar artis géstemistir. Bu
saaten sonra en yiksek pH degeri 9,3’e kadar yukselerek sonrasinda 9 ile 9,5

arasinda degisim gostermistir (Sekil 4.88-89).

Beyaz esya fabrikasi evsel ve endsiutriyel atik su ortamlarinda seyreltme islemi
yapilmadan yetistirilen mikroalglerin yad asidi bilesimleri, Chlorella variabilis igin
Tablo 4.43 ve 4.44’de, Chlorella ESP-6 icin ise Tablo 4.45 ve 4.46'da verilmistir. Yag

asidi bilesim kromotogramlari ise EK-G’de gdsterilmigtir.

Tablo 4.43. Beyaz esya endustrisi evsel atiksuyu seyrelme olmadigi
durumda Chlorella variabilis turt mikroalg yag asidi bilesimi

Yag asidi Bilesim (%)
C6:0 (Hekzanoik) 8,3
C8:0 (Kaprilik) 0,8
C10:0 (Kaprik) 0,7
C14:0 (Miristik) 3,4
C15:0 (Pentadekanoik) 10,3
C 17:0 (Margarik) 25,8
C 17:1 (Heptadekanoik) 5,0
C18:1 (Oleik) 3,4
C 18:2 (Linoleik) 42,3
Doymus 49,3
Doymamis 50,7
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Tablo 4.44. Beyaz esya endustrisi endistriyel atiksuyu seyrelme
olmadigi durumda Chlorella variabilis tirt mikroalg yag asidi bilesimi

Yag asidi Bilesim (%)
C6:0 (Hekzanoik) 14,8
C16:0 (Palmitik) 38,9
C17:0 (Margarik) 2,7
C18:1 (Oleik) 7,7
C18:2 (Linoleik) 35,9
Doymus 56,4
Doymamis 43,6

Tablo 4.45. Beyaz esya endustrisi evsel atiksuyu seyrelme olmadigi
durumda Chlorella ESP-6 turl mikroalg yag asidi bilesimi

Yag asidi Bilesim (%)
C16:0 (Palmitik) 18,5
C18:1 (Oleik) 43,0
C18:2 (Linoleik) 38,5
Doymus 18,5
Doymamis 81,5
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Tablo 4.46. Beyaz egya endustrisi endustriyel atiksuyu seyrelme olmadigi
durumda Chlorella ESP-6 tirl mikroalg yag asidi bilesimi

Yag asidi Bilesim (%)
C14:0 (Miristik) 10,4
C14:1 (Miristoleik) 4,0
C15:0 (Pentadekanoik) 12,3
C17:0 (Margarik) 16,4
C18:2 (Linoleik) 28,3
C18:3 (Linolenik) 23,4
C20:0 (Arakhidik) 5.2
Doymus 44,3
Doymamis 55,7

Evsel atik su ortaminda Chlorella variabilis tiri mikroalgin yag asidi bilesimi
incelendiginde C18:2 (Linoleik) asitce zengin oldugu belirlenmistir (Tablo 4.43).
Buna gore setan sayisi 40,3 olarak, yagin ortalama molekul agirligi ise 800,07 g/mol
olarak belirlenmigtir. Elde edilen bu yagin doymamis yag asidi (C18:2) setan sayisi
dizelin setan sayisindan olduk¢a dusuktir. Biyodizel hammaddesi olarak
kullanilacak yagin doymus yag asitlerinin yuksek olmasi beklenir. Endlstriyel atiksu
ortaminda elde edilen yagdin ise, C16:0 (Palmitik) asitce zengin oldugu belirlenmistir
(Tablo 4.44). Setan sayisI 69,3 olarak, yagin ortalama molekul agirhgi ise 780,08
g/mol olarak belirlenmistir. Evsel atik sular da yetistirilen mikroalglerden elde edilen
yagin aksine setan sayisi yiuksek oldugundan biyodizel dretiminde hammadde

kaynagi olarak kullnilmasi uygundur.

Chlorella ESP-6 icin, evsel atik suda mikroalgin yag asidi bilesimi incelendiginde
C18:1 (Oleik) asitce zengin olup (Tablo 4.45), setan sayisinin 56,2 oldugu yagin
ortalama molekll agirhgi ise 944,88 g/mol oldugu belirlenmistir. Endustriyel atik su
ortaminda ise mikroalgden elde edilen yagin doymamis yag asitlerince C18:2
(Linoleik), C18:3 (Linolenik) zengin oldudu belirlenmigtir (Tablo 4.46). Setan sayisi
40,3, yagin ortalama molekul agirhgi ise 836,86 g/mol olarak belirlenmigtir. Evsel
atik sularda yetistirilen mikroalglerden elde edilen yagin aksine setan sayisi dusuk
oldugundan biyodizel dretiminde hammadde kaynagi olarak kullaniimasi uygun

olmadigi belirlenmistir. Biyodizel dretiminde kullanilacak hammaddenin setan
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sayisinin yuksek olmasi ve doymus yag asitlerince zengin olmasi istenir. Atik su
ortami cesitli organik Kirleticileri barindirmaktadir. Mikroalgler bu kurleticilerden
beslenerek buyurler. Ortamda besin gesitliligine gore mikroorganizma stres altinda

olmadan da urettigi yag asitleri ¢esitlilik gosterebilir (Zhang ve dig., 2017).

Evsel ve endustriyel atik sularda seyrelme olmadi§i durumlarda aritma giderim
degerleri Chlorella variabilis i¢in Tablo 4.47 ve 4.48'de, Chlorella ESP-6 i¢in Tablo
4.49 ve 4.50°de verilmigtir.

Tablo 4.47. Beyaz esya endustrisi evsel atiksuyu seyrelme olmadigi durumda
mikroalgler ile aritim sonrasi analiz degerleri (Chlorella variabilis)

Parametre Arlt(lmgé;g:esi Arlt'(nr:];ﬁ_r;raS' Aritim giderimi %
KOI 1736 252 85
TKN 65,7 2,24 97
Toplam P 11,4 0,8 93

Tablo 4.48. Beyaz esya endustrisi endustriyel atiksuyu seyrelme olmadigi durumda
mikroalgler ile aritim sonrasi analiz de@erleri (Chlorella variabilis)

Parametre Ar't('mg%)c esi Ar|t|(nl:]glcl)_r)1ra3| Aritim giderimi %

Bakir 0,05 0,010 80

Krom 0,01 0,005 50
Kadmiyum 0,10 0,003 97

Salfar 2,00 0,010 99
Toplam P 20,00 1,600 92
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Tablo 4.49. Beyaz esya endustrisi evsel atiksuyu seyrelme olmadigi durumda
mikroalgler ile aritim sonrasi analiz degerleri (Chlorella ESP-6)

Parametre Arlt(lmg?g: esi Arltl(rpngs/oLr)]ram Aritim giderimi %
KOI 1736 120 93
TKN 65,7 2,32 96
Toplam P 11,4 0,7 94

Tablo 4.50. Beyaz esya endustrisi endustriyel atiksuyu seyrelme olmadidi durumda
mikroalgler ile aritim sonrasi analiz de@erleri (Chlorella ESP-6)

Parametre A”t('mgt;g; esi Ar|t|(nr:]§ﬁ_r;ra3| Aritim giderimi %

Bakir 0,05 0,010 80

Krom 0,01 0,003 70
Kadmiyum 0,10 0,003 97

Sulfar 2,00 0,010 99
Toplam P 20,00 2,400 88

Evsel atik sular igin, mikroalglerin atiksu ortaminda bulunan fosfor ve azotu besin
olarak kullandiklari ve buna bagl olarak atik suyu dnemli 6lgide arittigi Tablo 4.47
ve 4.48 'de gorulmektedir. Azot ve fosfor giderimi, Chlorella variabilis varlhiginda
aritim sonunda sirasiyla, 85% %98 oraninda olmus, Chlorella ESP-6 kullaniminda
ise bu degerler sirasiyla 93% ve %99 degerine ulasmigtir. Chlorella ESP-6 turu
Chlorella variabilis turine gére az da olsa daha verimli bir antim gergeklestirdigi
soylenebilir. Bununla birlikte aritim sonrasinda Chlorella ESP-6 turd kullaniminda

daha az mikroorganizma kutlesi elde edilmistir.

Endustriyel atik sular igin, mikroalglerin atiksu ortaminda bulunan fosfor ve sulfir
besin olarak kullanirken yaninda atik suda bulunan kirletici agir metalleri de (bakir,
krom*®, kadmiyum) biinyesine absorbladigi buna bagli olarak atik suyu 6nemli
Olclide arittigi Tablo 4.49 ve 4.50'den goérilmektedir. Chlorella ESP-6 varliginda,
aritim sonunda baslangi¢c degere goére 80%, %50, %97, %99 oraninda sirasiyla
bakir, krom*®, kadmiyum, siilfiir ve ayrica %92 oraninda toplam fosfor giderimi elde
edilmistir. Chlorella ESP-6 varliginda ise 80%, %70, %70, %50 agir metal ve %88
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oraninda toplam fosfor giderimi elde edilmigtir. Literatlirde iki tlriin atik su aritiminda
kullaniimasi, yag Uretimini ve yag asidi bilesimine etkisini inceleyen karsilastirmali

bir calismaya rastlanmamistir.

Beyaz esya endustrisi atik sularindan elde edilen hlcre derisimleri, yag icerikleri ve
yag verimlilikleri Chlorella variabilis i¢in sirasiyla Sekil 4.90, 4.91 ve 4.92'de,
Chlorella ESP-6 igin ise sirasiyla, 4.93, 4.94 ve 4.95'de verilmigtir.
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Sekil 4.90. Beyaz esya endustrisi atik su ortaminda yetistirilen Chlorella variabilis
hicre derigimleri
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Sekil 4.91. Beyaz esya endustrisi atik su ortaminda yetistirilen Chlorella variabilis
yag icerikleri
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Sekil 4.92. Beyaz esya endustrisi atik su ortaminda yetistirilen Chlorella variabilis
yag verimlilikleri
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Sekil 4.93. Beyaz esya endustrisi atik su ortaminda yetigtirilen Chlorella ESP-6
hicre derigimleri
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Sekil 4.94. Beyaz esya endustrisi atik su ortaminda yetistirilen Chlorella ESP-6 yag
icerikleri
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Sekil 4.95. Beyaz esya endustrisi atik su ortaminda yetistirilen Chlorella ESP-6 yag
verimlilikleri

4.7.2. Gazli icecek endiistrisi atiksularinin aritimi

Chlorella variabilis tlri mikroalgin gazli icecek endustrisi atik sularini aritim
potansiyelini incelemek amaci ile asilama o6ncesinde atik sular farkli oranlarda

seyreltilmig, bu ortamlardamikroalgin biyime davraniglari Sekil 4.96’da verilmistir.
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Sekil 4.96. Chlorella variabilis’e ait gazl igcecek fabrikasi atik su farkli seyrelme
oranlarinda buyume egrileri

Herbir seyrelme oraninda mikroorganizmalar benzerhizlarda 741. saate kadar
blylime gostermiglerdir. Bu saaten itibaren mikroorganizma duraklama evresine
gecmistir. Duraklama evresinin basinda sistem sonlandiriimistir. Tablo 4.51’de gazli
icecek endustirisi atik suyu aritim sonucu elde edilen hicre derigimleri, yag icerikleri

ve yag verimlilikleri gérulmektedir.

Tablo 4.51. Gazli igecek endustrisi atiksulardaki seyrelmenin Chlorella variabilis tirG
mikroalgin bliyume hizina ve yag icerigine etkisi

Hucrelerin Yag verimliligi
ikilenme

Seyrelme suresi Yag g/Lgln

Xmax Igerigi

(%) (g/L) Mmax (N (saat) (%) (x10%)

0 1,03 0,0026 266 3,7 1,0

10 0,93 0,0034 203 11 3,0

20 0,92 0,0029 239 14,0 4,0

30 0,93 0,0040 173 14,23 4,0

40 0,88 0,0030 181 14,60 3,0
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Atik sudaki seyreltmenin hucre derigimi ve g¢ogalma hizina belirgin bir etkisine
rastlanmamig, mikroalgler atiksuda seyreltme olmadan dahi ortama uyum
saglayarak biiyiimiis, biiyiime hizi 0,003 h™ mertebesinde olmustur.Benzer davranis
beyaz esya endustrisi atiksuyunda da gézlenmigstir. Deneysel ¢alismalar sonucunda
en ylUksek mikroorganizma derigsimine (1,03 g/L) seyrelme olmadigi durumda
ulagiimigtir. Seyreltme ile yag igerigi ve yag verimliligi biraz artmis, verimlilik 3x10°-4
x 10° g/L.giin araliginda olmustur..Bu sonuglara gére atik su %20 seyreltilerek
kullanilabilir. Chlorella variabilis tiri mikroalg gazli icecek endustrisi atik su
ortamina uyum saglamistir. Elde edilen yagin yad asidi bilesimi Tablo 4.52'de

verilmistir. Yag asidi bilesim kromotogrami EK-G’de gosterilmistir.

Tablo 4.52. Gazh igecek endustrisi atiksuda %20 seyrelme
oldugu durumda Chlorella variabilis tirid mikroalg yag asidi

bilesimi
Yag asidi Bilesim (%)
C16:0 (Palmitik) 16,4
C17:0 (Margarik) 2,0
C17:0 (Heptadekanoik) 5,0
C18:0 (Stearik) 2,8
C18:1 (Oleik) 37,3
C18:2 (Linoleik) 1,1
C18:3 (Linolenik) 34,6
C20:1 (Eikosionik) 0,8
Doymus 26,2
Doymamis 73,8

%20 seyreltilen ortamda yetistirilen me oldugu Chlorella variabilis yag asidi bilesimi
incelendiginde C18:1 (Oleik) asitce zengin oldugu belirlenmigtir. Buna goére setan
sayisi 56,2 olarak, yagin ortalama molekul agirhgr ise 874,7 g/mol olarak
belirlenmigtir. Setan sayisinin perol kokenli dizele gére yakin olmasindan dolayi
biyodizel Uretiminde hammadde kaynagi olarak kullnilmasi uygun oldugu

ongorilmektedir.
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Her bir seyrelme ortami igin sicaklik baglangi¢ degerleri 26,4°C’dir. Kiltlr siresince
ortam sicakligina bagli olarak sicaklik zaman zaman azalmis ve yukselmistir (Sekil
4.97). Kultir sdresince yasanan elektrik kesintileri (1siklarin sénmesi ve tekrar
yanmasi) sicaklik dalgalanmalarina neden olmustur. Bu sicaklik dalgalanmalarinda
mikroorganizmalarin blylimesinin etkilenmedigi biylime egrilerinden
anlasiimaktadir (Sekil 4.96). Kiltirlerde baslangigta 6 olan ortam pH degerleri 92.
saate kadar artis gdstemis, daha sonra en yiksek pH degeri 9,4’e kadar yukselip

sonrasinda 9 ile 9,5 arasinda degisim gostermistir (Sekil 4.98).
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Sekil 4.97. Chlorella variabilis'e ait gazli igcecek fabrikasi atikk su seyrelme
oranlarinda kultdr suresince sicaklik degisimleri
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Sekil 4.98. Chlorella variabilis’e ait gazli icecek fabrikasi atik su seyrelme
oranlarinda kultdr suresince pH degisimleri

Aritma sonrasinda atik suda farkl seyrelme oranlarinda KOI, Toplam P degerleri

sirasiyla Tablo 4.53 ve 4.54’te verilmistir.

Tablo 4.53. Chlorella variabilis ile gazl icecek endiistrisi atiksuyu aritim sonrasi KOIi
giderimi

Seyrelme Aritim éncesi Aritim sonrasi Aritim giderimi %
(%) (mg/L) (mg/L)
0 4520 1620 65
10 4068 1500 63
20 3616 1600 56
30 3164 1530 52
40 2712 1470 46
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Tablo 4.54. Chlorella variabilis ile gazli icecek endustrisi atik suyu aritim sonrasi
Toplam P giderimi

Se;(/g/(z;me Arltémgtigzesi Arltl(rrnsloLr)]ram Aritim giderimi %
0 14,5 3,38 77
10 13,05 3,00 77
20 11,6 3,18 73
30 10,15 2,62 74
40 8,7 2,32 73

Chlorella variabilis atiksu ortaminda bulunan fosfor ve azotu besin olarak
kullandiklari ve aritmanin gergeklestigi Tablo 4.52'den acik¢a gortlmektedir. Aritim
sonucunda baslangic degere gore her bir seyrelme oraninda ortalama %70 fosfor,
%60 toplam azot giderimi gergeklesmistir. Ayrica %65 oraninda KOIi giderimi
saglanmistir. Gazli icecek endustrisi atik sularinin mikroalgler varliginda 6n aritma

islemi olarak aritiimasi uygun gevreci sureg olarak éngorulmektedir.

Literatirde Chlorella variabilis tiri mikroalgin atik su aritiminda kullanilmasi, yag
Uretimini ve yag asidi bilesimine etkisini inceleyen karsilastirmali bir ¢alismaya
rastlanmamigtir. Aritma sonucunda Chlorella variabilisden elde edilen en yuksek
hucre derisimleri, yag icerikleri ve yag verimlilikleri sirasiyla Sekil 4.99, 4.100 ve

4.101’de verilmigtir.
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Sekil 4.99. Gazli icecek endustrisi endustriyel atik su ortaminda yetistirilen Chlorella
variabilis’den elde edilen en yuksek hicre derigimleri
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Sekil 4.100. Gazh igecek endustrisi endustriyel atik su ortaminda vyetigtirilen
Chlorella variabilis’den elde edilen en yuksek yag icerikleri
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Sekil 4.101. Gazh igecek endistrisi endustriyel atilk su ortaminda vyetistirilen
Chlorella variabilis’den elde edilen en yuksek yag verimlilikleri
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5. SONUGLAR VE ONERILER

Bu calismada farkli tirlerde (Chlorella variabilis, Chlorella protothecoides, Chlorella
ESP-6) mikroalglerin yagd Uretkenligini arttirmaya yonelik Uretim kosullari
incelenmistir. Besin ortami, uygulanan azot kisitlamasi, farkli 1sik siddetleri ve
aydinlhk-karanlik doéngusl, vb. cevresel ve kimyasal etkiler arastirilarak uygun
kosullar belirlenmistir. Ayni zamanda mikroalglerden elde edilen yaglarin biyodizel
Uretiminde hammadde kaynagi olarak kullanilabilirligi degerlendirilmistir. Calismaya
ek olarak mikroalglerin (Chlorella variabilis, Chlorella ESP-6) farklh tur atik su aritma
kabiliyetleri de incelenmigtir. Aritma sonucu elde edilen mikroalg yaglarinin biyodizel
Uretiminde hammadde kaynagi olarak kullanilabilirligi de arastirilmis ve asagida

verilen degerlendirmeler yapiimistir;
Reaktor, maksimum kalinhgi 8 cm’yi gegmeyecek sekilde tasarlanmalidir.

Azot stresinin mikroalglerin bliyime ve yag Uretimi Uzerine etkisi incelendiginde
Chlorella variabilis ve Chlorella ESP-6 igin %75 kisith azot ortaminda en ylksek yag
icerigi elde edilmistir. Chlorella protothecoides mikroalgi i¢in azot sinirlamasinin
mikroalg yag icerigine belirgin bir etkisine rastlanmamigtir. Ylksek mikroorganizma
ve yag verimi istendiginde Chlorella variabilis ve Chlorella ESP-6 tlr( mikroalglerinin

en az %75 azot sinirl kogullarda yetistirilmesi 6nerilmektedir.

Farklh 1sik kaynaklarinin mikroalglerin budyumesine ve yag icerigine etkisi
incelendiginde her bir mikroorganizma igin en yiksek mikroorganizma derisimine ve
yag verimliligine 1sik siddeti 3 Kliks olan led i1sik kaynaginda ulasiimistir. Diger i1k
kaynaklar fotosentez ve blyume igin yetersiz kalmistir. Isik siddetinin en az 3 Kliks

en fazla 4 Kliks olacak sekilde saglanmasi dnerilmektedir.

Aydinlk-karanhk dénglisunun (12 saat aydinlik- 12 saat karanlk, 10 saat aydinlik-
14 saat karanlik ve 14 saat aydinlik-10 saat karanlik) etkisi incelendiginde, Chlorella
variabilis ve Chlorella protothecoides i¢in en yuksek mikroorganizma derigimi ve yag
verimliligi 24 saat aydinlatilan kulturlerde elde edilmistir. Chlorella ESP-6 icin en

yuksek mikroorganizma derisimi 14 saat aydinlik 10 saat karanlik uygulanan
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kilturlerde elde edilmistir. Chlorella variabilis ve Chlorella protothecoides tirunin
surekli aydinlatiimasi yuksek mikroorganizma miktari ve yag verimi icin

onerilmektedir.

Farkl 1sik siddetlerinin (0.8-2-4 Kluks) mikroalglerin blylimesine ve yag icerigine
etkileri incelendiginde, tum kdaltdrler icin en yuksek mikroorganizma derisimine ve
yag verimliligine 4 Kliks 1sik siddetinde aydinlatilan kultirlerde ulasiimistir. Bu
kosullar altinda sadece Chlorella ESP-6 turinden elde edilen alg yaginin doymamis
yag asitlerince zengin oldugu, ayrica setan sayisinin distik olmasindan dolayi
biyodizel Uretiminde hammadde kaynagi olarak kullaniminin uygun olmadigi

ongorialmistar.

Heteretrof ve miksotrof kosullarin mikroalglerin blylimesi ve yag icerigine etkileri
incelendiginde miksotrof kosullarda en ylksek mikroorganizma derisimi ve yag
verimliligi elde edilmigtir. Chlorella variabilis ve Chlorella protothecoides igin
heteretrof ve miksotrof kosullarda ortamda 5 g/L saf gliserol varliginda en yuksek
mikroorganizma derigimi ve yag verimi elde edilmistir. Ayrica elde edilen yaglarin
yag asidi dagihmlari incelendiginde biyodizel hammadde kaynagi olarak kullaniimasi
uygun goérilmektedir. Chlorella ESP-6 tird icin ortamda gliserol miktari arttik¢a
substrat inhibisyonu etkileri agikga gériimustir, en yiksek mikroorganizma derigimi
ve yag verimi ortamda 2 g/L saf gliserol varliginda elde edilmistir. Elde edilen yagin
biyodizel hammadde kaynagi olarak kullanilmasi uygun bulunmustur. Ortamda
bulunan karbon kaynagi arttikga her bir mikroalg tariinin yiksek karbonlu doymus

yag asitlerini sentezledikleri belirlenmistir.

Cesitli endustriyel atiksularin mikroalgler varliginda aritilabilirligi incelendiginde
Chlorella variabilis ve Chlorella ESP-6 tiru mikrolaglerin beyaz esya ve gazli igecek
endustrisi atiksularinin artiminda etkin rol oynadigi ayni zamanda aritim sonrasinda
elde edilen mikroalg yaglarinin biyodizel Uretiminde hammadde kaynag! olarak

kullanilabilirliginin uygun oldugu anlasiimistir.

Ayrica tez g¢alismasi doneminde mikroalglerin artan ortam sicakhdinda
blaylimelerinin yavasladigi gézlenmistir. Calismada kullanilan mikroalglerin Kasim
ve Nisan aylari arasinda daha ylksek verimle buytdikleri, yaz aylarinda ise

sicakhigin artmasi ile buyumelerinin yavasladigi gézlenmistir.

Mikroalglerden elde edilecek yaglarin miktarlarinin ve yag asidi dagilimlarinin

ortamin fiziksel ve kimyasal sartlarina gore degisiklik gosterdigi belirlenmigtir.
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Dogada hali hazirda bulunan mikroalglerin degerlendiriimesi ve katma degeri yliksek

cevre dostu Urunlerin Uretilmesi gelecek galismalar igin Umit verici olmustur.
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EK-A

Kocaeli iISU Analiz Raporlari (2017)
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Amonyum  Sertlik Koliform E.Koli

0,01 116 0 0
0,01 107 0 0
0,01 108 0 0
0,01 109 0 0
0,01 17 0 0
0,01 110 0 0
0,00 1M 0 0
0,00 118 0 0
0,00 120 0 0
0,00 12 0 0

Sekil A.1. Kocaeli ISU Analiz Raporlari 2017 Degerleri

151




EK-B
Yag Asidi Yuzde Bilesimi Ve Ortalama Molekiil Agirhgi Hesaplanmasi

Yag Asidi Ylzde Bilesimi;

_100x Oapa
*~ TYYAPA

Oapa = Oleik asit pik alani

2. YAPA = Toplam yag asitleri pik alani

Oapa = Oleik asit pik alani

YOA = 100x 7896 2806
4T 10000

Yagin Ortalama Molekil Agirhgr;

[MAYA]_X(%)+MAYA2X(%)+MAYA3X(%)+ ................. +MAYAnX(%)] —[3XH20+G|iserOI]
Yag asidi Bilesim (%) Molekul agirhgi

(Ma (g/mol))

C16:0 (Palmitik) 18,5 256,430
C18:1 (Oleik) 43,0 282,468
C18:2 (Linoleik) 38,5 280,452
Su - 18
Gliserol - 92,09

[ 256,430 x 18,5)+(282,468 x 43)+(280,452 x 38,5)]-[3X18]+92,09= 944,88 g/mol
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EK-C

Maksimum Spesifik Bliyime Hizinin Hesaplanmasi

0,30
= 0,25
22 s
N 2 0,20 .
S o
% 5 0.15 —<—12 karanlik 12 aydinhk
S = —m— 14 karanlk 10 aydinhk
% g 0,10 )//X ——14 aydinlik 10 karanlik
2 0,05 W 24 aydinlik
0,00 =
0 100 200 300 400
Siire (saat)

Sekil C.1. Aydinlik karanhk donglstnin Chlorella protothecoides tird mikroalgin
blylimesi Gzerine etkisi

Maksimum spesifik hiicre blyime hizini bulmak igin (u) grafikte dogrusal olan
noktalar secilerek hesaplama yapilir. Ornegin 14 saat aydinlik 10 saat karanlik
etkisinin oldugu egdri kullanarak hesap yapilirsa; 45. ve 193. saatleri araliginda

dogrusal bir buyime gdzlenmektedir.

_ In(0,136) — Iniif0,0195)
N 193 — 45

=0,0131h -1
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EK-D
Hiicrelerin ikilenme Siiresinin Hesaplanmasi

Hucrelerin iki'ye katlama suresi asagidaki formulle bulunmustur;

In(2)

“max

Hucrenin iki'ye katlama siresi =

In(2)

Hucrenin iki'ye katlama slresi = = 53 saat
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EK-E
Setan sayisi hesabi
C16:1 (Palmitikoleik) asit miktarinca zengin yagin setan sayibi1 hesabi:

2.8 (16-8)
2

Setan sayisi=58.1+— -15.9x1=53.4

Formulde n karbon sayisini belirtmektedir.
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EK-F Mikroorganizma derigimi ve lipit uretkenligi hesabi

Tablo F.1. Miksotrof kogullarin Chlorella protohecoides turu mikroalgin buyime

hizina ve yag icerigine etkisi

Hucrelerin Yag verimliligi

iki'ye
. g/Lgln
_ _ katlama  Yag
Gliserol miktar

suresi igerigi  (x10)
(g/L) Xmax gL)  Mmax (h™ (saat) (%)
0 0,338 0,015 46,2 25 4,02
2 0,644 0,022 31,5 27 8,28
5 0,956 0,070 10,0 26 11,8

(Xmax! Dt siiresit) X Lmyi

Xmax (g/L) :Kiltir sonunda elde edilen en yliksek mikroorganizma derisimi : 0,956
Dxaitar zamani = KUItUr stresi (gin) =21 gin

Lmyi = Mikroorganizma yag icerigi (%) = 26

0956 26
21 " 100

Yag verimliligi= =11.8x107
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EK-G

Yag Asidi Bilesimi Analizi GC Kromatogrami
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Sekil G.1. Chlorella variabilis turt mikroalgin yag asidi bilesim GC kromatogrami
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Sekil G.2. Chlorella prothecoides turi mikroalgin yag asidi bilesim GC kromatogrami
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Sekil G.3. kluks isik etkisi altinda yetistirilen Chlorella variabilis tliri mikroalg yaginin
yag asidi bilesimi
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Sekil G.4. 4 klUks 1s1k etkisi altinda yetistirilen Chlorella ESP-6 tiru mikroalg yaginin
yag asidi bilesimi
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Sekil G.5. 4 Kliks 1sik etkisis altinda vyetigtirilen Chlorella protothecoides tirl

mikroalg yaginin yag asidi bilesimi
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Sekil G.6. Heteretrof kosullarda (2 g/L gliserol) Chlorella variabilis turi mikroalg
yaginin yag asidi bilesimi
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Sekil G.7. Heteretrof kosullarda (5 g/L gliserol) Chlorella variabilis tlri mikroalg
yaginin yag asidi bilegimi
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Sekil G.8. Miksotrof kosullarda (2 g/L gliserol) Chlorella variabilis tirl mikroalg
yaginin yag asidi bilegimi
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Sekil G.9. Miksotrof kosullarda (5 g/L gliserol) Chlorella variabilis tiri mikroalg
yaginin yag asidi bilesimi
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Sekil G.10. Heteretrof kosullarda (2 g/L gliserol) Chlorella ESP-6 tiri mikroalg
yaginin yag asidi bilegimi

161




250 <

C24:0

150 +

100

22400
F2-100

Sekil G.11. Heteretrof kosullarda (5 g/L gliserol) Chlorella ESP-6 tiri mikroalg
yaginin yag asidi bilesimi
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Sekil G.12. Miksotrof kosullarda (2 g/L gliserol) Chlorella ESP-6 turi mikroalg
yaginin yag asidi bilegimi
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Sekil G.13. Miksotrof kosullarda (5 g/L gliserol) Chlorella ESP-6 turi mikroalg
yaginin yag asidi bilegimi
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Sekil G.14. Heteretrof kosullarda (2 g/L gliserol) Chlorella protothecoides tirl
mikroalg yaginin yag asidi bilesimi
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Sekil G.15. Heteretrof kosullarda (5 g/L gliserol) Chlorella protothecoides tiru
mikroalg yaginin yag asidi bilesimi
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Sekil G.16. Miksotrof kosullarda (2 g/L gliserol) Chlorella protothecoides turl
mikroalg yaginin yag asidi bilesimi
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Sekil G.17. Miksotrof kosullarda (5 g/L gliserol) Chlorella protothecoides tiru
mikroalg yaginin yag asidi bilesimi
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Sekil G.18. Beyaz esya endustrisi evsel atik suyu seyrelme olmadigi durumda
Chlorella variabilis turd mikroalg yaginin yag asidi bilesimi
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Sekil G.19. Seyreltimemis beyaz esya endUstrisi atikk suyunda Chlorella variabilis
turd mikroalg yaginin yag asidi bilesimi
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Sekil G.20. Seyreltimemis beyaz esya endustrisi evsel atikk suyunda durumda
Chlorella ESP-6 turu mikroalg yaginin yag asidi bilegimi
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Sekil G.21. Seyrelmemis beyaz esya endustrisi atik suyunda Chlorella ESP-6 tirG
mikroalg yaginin yag asidi bilegimi
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Sekil G.22. Gazh icecek endulstrisi atik suyu %20 seyrelme oldugu durumda
Chlorella variabilis turd mikroalg yaginin yag asidi bilesimi
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OZGEGMIS

Togayhan Kutluk, 29 Mart 1983 yilinda istanbul Sisli'de diinyaya gelmistir. ilkokulu,
Donanma ilkokulu'nda 1994 yilinda tamamlamistir. Orta égrenimini Ozel Seymen
iIkdégretim Okulu'nda 1998'de tamamlamistir. Lise 6grenimini 2001 yilinda Besiktas
Lisesi’nde tamamladiktan sonraLisans derecesini 2009'da Kocaeli Universitesi
Kimya Mduhendisligi Bolumid'nden, Yuksek Lisans derecesini 2013'de Kocaeli
Universitesi Kimya Muihendisligi Balimi'nden almistir. Askerlik hizmetini 331. kisa
doénem olarak Kirklareli 55. Mekanize Piyade Tugayi Topcu Taburu 3. Batarya'da
¢avus rutbesi ile 24 Mayis 2010 tarihinde tamamlamistir. 2010-2011 yillar1 arasinda
Prista Oil Madeni Yaglar Tic.A.$.’de Kalite Kontrol Mihendisi olarak g¢alismistir.15
Ocak 2012 tarihinden bugiine kadar Kocaeli Universitesi Kimya Mihendisligi
BolimU’'nde Arastirma Gorevlisi olarak ¢alismaya devam etmektedir. Temel ¢alisma
alanlari: biyoteknoloji, yenilenebilir enerji teknolojileri, enzimatik biyodizel UGretim
prosesleri, enzim tutuklama ve mikroalglerdir. Togayhan Kutluk, Bahar Girkaya
Kutluk ile evlidir ve Togay Atlas Kutluk isimli bir erkek ¢ocuk sahibidir.
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