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Chlorella vulgaris mikroalg turtinden asit katalizorii (H2SO4) ve baz katalizorti (NaOH)
kullanilarak in-situ transesterifikasyon yontemiyle biyodizel Gretimi optimize edilmistir.
Optimum kosullar Merkezi Kompozit Tasarirma (CCD) dayali Yanit Yiizey Metodolojisi
(RSM) yontemi uygulanarak in-situ transtesterifikasyon parametrelerinden olan
alkol:biyokiitle orani (v/w), sicaklik, katalizor konsantrasyonu (%) (katalizor:biyokiitle)
ve reaksiyon suresinin yag asidi metil esteri (FAME) igerigindeki C18:1 (%),
C18:2+C18:3 (%) ve C16+C18 toplammna etkileri ve birbirleriyle etkilesimi incelenerek
belirlenmigtir. Calismada biyodizel verimliliginin arttirilmast  amaciyla, FAME
kompozisyonundaki C18:1 (%) ve toplam C16+C18 icerigi artarken C18:2+C18:3 (%)

iceriginin azalmasi hedeflenmistir.

Optimum kosullar H2SO4 Katalizorii igin 5:1 (v/iw biyokiitle), agirlikga %85 katalizor
konsantrasyonu (biyokiitleye dayali), 60°C reaksiyon sicakligi ve 72 dk reaksiyon suresi
olarak tespit edilmistir. Optimum kosullar i¢in kuadratik yanit yiizey modelinden elde
edilen FAME igerigi; %49.71 C18:1, %1.40 C18:2+C18:3 ve 2.09556E+09 C16+C18
(total alan) olarak hesaplanmig olup, bu teorik sonuglar %49.52+0.11 C18:1, %1.8+0.31

C18:2+C18:3 ve 2.08830E+09+1.70E+05 C16+C18 (total alan) deneysel sonuglariyla
[



tutarlilk gostermistir. Bu kosullarda elde edilen FAME verimi %67.28 olarak

hesaplanmistir.

Optimum kosullar NaOH Kkatalizori igin  39:1 (v/w biyokitle), %58 katalizor
konsantrasyonu (biyokiitleye dayali), 36°C reaksiyon sicakligi ve 64 dk reaksiyon suresi
olarak tespit edilmistir. Optimum kosullar i¢in kuadratik yanit ylizey modelinden elde
edilen FAME igerigi; %48.46 C18:1, %3.03 C18:2+C18:3 ve 1.75019E+09 C16+C18
(total alan) olarak hesaplanmis olup, bu teorik sonuglar %47.98+0.09 C18:1, %3.54+0.50
C18:2+C18:3 ve 1.74773E+09+1.54E+05 C16+C18 (total alan) deneysel sonuglariyla
tutarlilk gostermistir. Bu kosullarda elde edilen FAME verimi %38.68 olarak

hesaplanmistir.

H2SO4 katalizorii FAME kompozisyonu ve reaksiyon verimliligi bakimindan NaOH

katalizoriinden daha iyi performans gostermistir.

Cahsmanm ikinci boliimiinde, Chlorella vulgaris biyokiitlesinin kaynagi hari¢ optimum
in-situ transesterifikasyon kosullari ayni tutulmus ve bu iki farkli biyokiitle kaynagindan
uretilen FAME bilesimleri karsilastmlmustir. 11k kaynaktan elde edilen biyodizel iiriinleri
C18 yag asitleri agisindan yiiksek igerige sahipken, ikinci kaynaktan elde edilen biyodizel

urdinlerinin C16 yag asitleri agisindan yiiksek igerige sahip oldugu tespit edilmistir.

Bu calisma, optimize edilmis in-situ transesterifikasyon yoluyla Chlorella vulgaris
mikroalglerinden yiiksek kaliteli FAME bilesiminin verimli bir sekilde iiretilebilecegini

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Yanit yuzey metodolojisi; optimizasyon; biyodizel; in-situ

transesterifikasyon; Chlorella vulgaris



ABSTRACT
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Biodiesel production from microalgae species Chlorella vulgaris was optimized using
in-situ transesterification with acid (H2SOa4) and base (NaOH) catalysts. Response
Surface Methodology (RSM) based on a Central Composite Design (CCD) was applied
to investigate the effects and interactions of in-situ transesterification parameters;
alcohol: biomass ratio (v/w), temperature, catalyst concentration (%) (catalyst:biomass),
and reaction time on the responses of fatty acid methyl ester (FAME) content, specifically
C18:1 (%), C18:2+C18:3 (%), and C16+C18 (total area). The study aimed to increase
biodiesel yield by enhancing C18:1 (%) and total C16+C18 content while reducing
C18:2 + C18:3 (%) content in the FAME composition.

For H2SO4 catalyst, the optimum conditions were determined as 5:1 (v/w biomass), 85%
catalyst concentration by weight, 60°C reaction temperature, and 72 minutes reaction
time. The FAME content obtained from the quadratic response surface model under these

optimum conditions was calculated as 49.71% for C18:1 and 1.40% for C18:2+C18:3,



and a total area of 2.09556E+09 for C16+C18. These theoretical results were in
agreement with the experimental results of 49.52+0.11% for C18:1, 1.80+0.31% for
C18:2+C18:3, and 2.08830E+09+1.70E+05 for the total area of C16+C18. The FAME

yield under these conditions was calculated as 67.28%.

For NaOH catalyst, the optimum conditions were determined as 39:1 (v/w biomass), 58%
catalyst concentration by weight, 36°C reaction temperature, and 64 minutes reaction
time. The FAME content obtained from the quadratic response surface model under these
optimum conditions was calculated as 48.46% for C18:1 and 3.03% for C18:2+C18:3,
and a total area of 1.75019E+09 for C16+C18. These theoretical results were in
agreement with the experimental results of 47.98+0.09% for C18:1, 3.54+0.50% for
C18:2+C18:3, and 1.74773E+09+1.54E+05 for the total area of C16+C18. The FAME

yield under these conditions was calculated as 38.68%.

These results showed that H2SO4 catalyst had better performance in terms of FAME
composition and reaction yield compared to NaOH catalyst.

In the second part of the study, all the in-situ transesterification conditions were kept the
same except for the source of Chlorella vulgaris biomass to compare their FAME
compositions by using these two different sources of biomass. Biodiesel products
obtained from the first source were high in C18 fatty acids, while biodiesel products

obtained from the second source had a high in C16 fatty acids.

This study confirms that an efficient production of high-quality FAME composition from
microalgae Chlorella vulgaris could be possible through optimized in-situ

transesterification.

Keywords: Response surface methodology; optimization; biodiesel; in-situ

transesterification; Chlorella vulgaris
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1. GIRIS

Diinya niifusunun artis1 ve sanayilesmenin hizlanmasiyla birlikte, enerji talebindeki artig
fosil yakitlara olan bagimhilig1 ve petrol iirlinlerinin tiiketimini 6nemli Sl¢lide artirmistir.
Kiiresel enerji arzin1 karsilamak i¢in tliketilen fosil yakit rezervlerinin giderek azalmasi
yakit maliyetlerinin artmasma sebep olmakta ve dogal kaynaklara sahip olmayan yoksul
ulkelerin ekonomileri Uzerinde biyuk bir baski olusturmaktadir [1]. Fosil yakitlarin
yanmasiyla atmosfere salinan karbondioksit (CO2), metan (CH4), nitréz oksit (N20),
hidroflorur karbon (HFC), perfloro karbon (PFC), ve sulfiirhekza florid (SF6) sera gazlari
iklim degisikligine yol agmaktadir. Kiiresel iklim degisikliginin etkilerini hafifletmek
amaciyla, petrol irilinleri i¢in alternatif ve yenilenebilir kaynaklarin arastirilmasina

yonelik stratejilerin gelistirilmesine olan ilgi giderek artmaktadir.

Arastirmalar, biyodizelin ideal bir alternatif enerji kaynagi olarak sentezlenmesini
saglamistir. Biyodizel dizel yakitla benzer ozellikler gostermesiyle birlikte biyolojik
olarak parcalanabilir ve slrdUrilebilir olmasma ragmen tiikketimi yaygin degildir.
Biyodizelin yaygin kullaninmmim oniindeki en biiyiik engel, biyokiitlenin ham madde
olarak temin edilmesi ve biyodizele donistiiriilmesi siirecinden kaynaklanan Gretim
maliyetidir [2]. Biyodizel, iiretim kaynaklarma bagl olarak {i¢ nesle ayrilmustir. Birinci
nesil biyoyakitlarin, tarim tiriinlerinden elde edilmesi nedeniyle arazi, gubre ve su gibi
kaynaklara olan ihtiyaglari, gida iiretimiyle dogrudan rekabet yaratmaktadir. Ikinci nesil
biyoyakitlar, tarimsal atiklarin ve ahsap endiistrisinin seliiloz tiriinlerinden elde edilmekte
olup, seliilozun yakita ddniistiiriilmesi i¢in 6n islem ve maliyetli stirecler gerektirdiginden
ekonomik degildir [3]. Ugiincii nesil biyoyakitlarm ham maddelerini mikroalgler ve
siyanobakteriler olusturmaktadir. Mikroalgler birinci nesil biyoyakitlara gére daha hizl
biiylime yetenegine sahip olmalar1 ve ikinci nesil biyoyakitlara kiyasla pahali doniistim
ve On iglem sUregleri gerektirmemeleri nedeniyle biyoyakit iiretimi igin oldukca degerli

alternatif kaynaklar olarak one ¢ikmaktadir [4,5].

Mikroalglerden biyodizel, mikroemdilsiyon, katalitik kraking ve transesterifikasyon gibi
cesitli yontemlerle (Gretilebilir. Biyodizel, transesterifikasyon prosesi kullanilarak
mikroalg  biyokutlesindeki lipitlerin  FAME’e (yag asidi metil esterleri)
dontstiiriilmesiyle elde edilir. Geleneksel transesterifikasyon yontemiyle biyodizel
uretimi lipit ekstraksiyonu ve transesterifikasyon reaksiyonu seklinde iki basamaktan

olusur. Oncelikle biyokiitle ham maddesindeki yag kimyasal coziiciiler kullanilarak



ekstrakte edilir. Daha sonra, lipitin (trigliserit) metanol (yaygin olarak) ve katalizor
varliginda reaksiyonuyla yag asidi esterleri (FAE) olusarak transesterifikasyon sireci
gerceklesir. Transesterifikasyon prosesi, reaksiyon sicakligi, katalizor tiirli, katalizor
konsantrasyonu, alkol tiirii ve yagin molar orani, reaksiyon siiresi ve karistirma hizi gibi

cesitli parametrelerden etkilenir [1].

Transesterifikasyon prosesinin blyuk miktarda tehlikeli ¢oziicii atigi liretmesi ve yag
ekstraksiyonu ©on slreci gerektirmesi nedeniyle bu smirlamalarnn  asmak igin
mikroalglerden yag ekstraksiyonu adimmi elimine eden ve biyokiitleden dogrudan

transesterifikasyon gergeklestirilen in-situ transesterifikasyon prosesi gelistirilmistir.

Biyodizelin kinetik viskozite, yogunluk, akma noktasi, bulutlanma noktasi, soguk filtre
tikanma noktasi, setan sayisi, oksidatif stabilite gibi 6zellikleri motorun uzun sureli
calisma performansi Uzerinde gucli bir etki gostermektedir. Biyodizel 6zellikleri blyiik
Olcide FAME bilesimi tarafindan belirlenir; burada yag asidi zincir uzunlugu ve
doymamuslik derecesi en etkili faktorlerdir [6]. Biyodizelin kimyasal 6zellikleri ASTM
D6751 (American Society for Testing and Materials) standardina gére belirlenmektedir.
Tekli doymamis yag asidi metil esterleri (C18:1), oksidasyon stabilitesi acisindan ¢oklu
doymamis olanlara (C18:2 ve C18:3) gore daha iyi olarak kabul edilir ve yakitin soguk
akig Ozellikleri Uzerinde olumsuz bir etki yaratmaz [7]. Biyodizelde doymamis yag
asitlerinin igerigi, oksidasyon stabilitesiyle dogrudan iliskilidir. Yag asidi zincirlerindeki

cift baglarmn sayisi arttik¢a oksidasyon hizi da artmaktadir [8].

In-situ transesterifikasyon prosesiyle Uretilen FAME bilesimlerine yonelik reaksiyon
parametreleri hakkinda literatiirde yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Mevcut ¢alismalarin
biiyiilk ¢ogunlugu, mikroalglerden elde edilen biyodizel verimini optimize etmeye

odaklanmus olup, yag asidi kompozisyonu {izerine ¢alismalar oldukea kisithdir.

Bu tez calismasi Chlorella vulgaris mikroalg tiriinden in-situ transesterifikasyon prosesi
ile biyodizel eldesi icin alkol:biyokiitle orami (v/w), katalizOr turli ve konsantrasyonu
(biyokiitleye dayali), sicaklik, reaksiyon siiresi gibi onemli degiskenlerin, biyodizel
kompozisyonunda C18:1 (%) ve toplam C16+C18 igerigini (toplam alan) maksimize
ederken C18:2+C18:3 (%) igerigini minimize etmeyi amacglayan Yanit Yiizey
Metodolojisi (RSM) ve Merkezi Kompozit Tasarnm (CCD) matrisi kullanilarak

optimizasyonunu amaglamaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kiiresel iklim Degisikligi Mitigasyonunda Biyoyakitlarm Rolii

Dinya genelinde artan enerji ihtiyaci, fosil kaynakli yakitlar gibi geleneksel enerji
kaynaklarina olan bagmmliligi beraberinde getirmekte, bu durum fosil kaynakl yakit
rezervlerinin giderek azalmasi ve yakit maliyetlerinin artmasma sebep olmaktadir.
Kiiresel enerji talebinin 2040 yilma kadar %78 oraninda fosil bazl yakitlar (komiir, dogal
gaz ve petrol) tarafindan karsilanmasi beklenmektedir [9]. Fosil yakitlarin yanmasi
sonucu atmosfere salman yiiksek miktarda CO2, sera gaz1 etkisini tetikleyerek kiiresel
isinmaya neden olmakta ve iklim degisikligi gibi ¢evresel sorunlari daha da
derinlestirmektedir. Insan kaynakli faaliyetler tarafindan salinan kiiresel CO2'in yaklasik
%87'sinin fosil yakitlarin kullanimindan kaynaklandigi yakin zamanda bildirilmistir; bu
oran komiir i¢in %43, petrol i¢cin %36 ve dogal gaz icin ise %20 olarak tespit edilmistir
[10]. 1980 yilindan giiniimiize kadar atmosferdeki CO2 konsantrasyonu artig1 Sekil 2.1°de
gosterilmis, Nisan 2024 ic¢in hesaplanan konsantrasyon 422.16 ppm olarak belirtilmistir
[11]. 2023 yilinda CO2 emisyonunun, 2022'ye gére %0.1 oraninda artarak 35.8 Gt COze
ulastigr  tespit edilmistir [12]. Hiikiimetleraras1 Iklim Degisikligi Paneli (The
Intergovernmental Panel on Climate Change — IPCC)’nin hazirladig1 6. Degerlendirme
Raporuna gore, COz2, CH4 ve N2O'nun artan konsantrasyonlarinin sanayi ¢aginda kiiresel
ortalama yiizey sicakliginda 1.4°C'lik bir artiga neden oldugu, bunun 1.1°C'sinin insan
faaliyetlerinden kaynaklandigi hesaplanmustir [13]. IPCC raporuna gore mevcut kiiresel
1sinma oran1 devam ederse 2040 yili civarinda insan kaynakl kiiresel ismmanm 1.5°C'ye
ulasacagi belirtilmistir. [14]. Kyoto Protokolii (1996) ve Paris Anlasmasi (2015) ile IPCC
tarafindan hazirlanan son rapor géz oniine alindiginda, bu senaryoyu degistirmek i¢in acil

bir eylem planina ihtiya¢ vardir.

Fosil yakitlarin yerine gecebilecek yenilenebilir enerji kaynaklarinin arastirilmasi, CO2
emisyonunun azaltilmast acgisindan biiylikk Onem tasimaktadir. Biyoyakaitlar,
konvansiyonel enerji kaynaklarinin sebep oldugu c¢evresel endiselerin ve enerji talebinin
artmasi ile birlikte fosil yakitlarin alternatifi olarak 6nem kazanmaktadir (Sekil 2.2).
Biyokutle, fosil yakit emisyonlarmi dengeleme potansiyeline sahip organik bir materyal
olmasi sebebiyle son on yilda biyoyakit kaynagi olarak giderek daha fazla ilgi ¢ekmistir.
Rapor edilen tahmini hesaplamalara gore, biyokiitle 2050 yilina kadar3000 TWh elektrik

enerjisi Ureterek yilda 1.3 milyar ton CO2 esdegeri emisyon tasarrufu saglayabilir [15].
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Sekil 2.2. Son 40 yilda petrol kaynakli (®) ve biyodizel (/) yakit tiretimi (varil/giin)
(noktali ¢izgiler dogrusal regresyonu ifade etmektedir) [16].

2.1.1. Biyoyakitlarm Uretiminde Kullamlan Siirdiriilebilir Biyokiitle Kaynaklar:

Biyoyakitlar, tiretiminde kullanilan biyokiitle ham maddesi tiriine gore nesillere
ayrilmaktadir. Birinci nesil biyoyakitlar, tahillardan elde edilen bitkisel yag, seker
bitkileri ve yag icerigi yiiksek tohumlar gibi tlketilebilir ham maddelerden (kanola yag;,

seker kamisi, soya yagi, muisir yagi, palmiye yagi, hardal yagi, hindistan cevizi yagi, zeytin
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yagl, piring yagi, vb.) elde edilir [17]. Biyokiitleden yaglar ¢ikarilir ve fermantasyon ve
transesterifikasyon yoluyla biyoetanol veya biyodizele dontstiiriiliir. Birinci nesil sivi
biyoyakitlardan en bilinen, sakkaroz igerigi yiiksek seker veya nisastali iriinlerin,
sakkaroz igerigi ekstrakte edilerek fermantasyonu ile elde edilen biyoetanoldir [18].
Ancak birinci nesil biyoyakitlarin kullaniminin pratikte uygulanabilir olup olmadigi
konusundaki tartigmalar devam etmektedir [19,20]. Bu tiir biyoyakitlarm iiretimi i¢in
gerekli olan tiketilebilir ham maddeler, arazi, giibre ve su gibi kaynaklar gerektirdikleri
icin, gida tretimi ile rekabet halindedir. Bu durum yiiksek iiretim maliyetlerine ve
tarimsal kaynaklarm etkin olmayan kullannmma yol agabilmektedir. Ayrica
biyoyakitlarin sera gazi emisyonlarin1 gergekten azaltip azaltmadigi konusu da
tartismalidir; zira bazi biyoyakit gesitleri, iiretim siirecinde, kullanimdan daha fazla
emisyona sebep olacak sekilde negatif net enerji verimliligine sahip olabilir [21].
Searchinger vd. tarafindan yaymlanan ¢alismaya gore, misirdan Uretilen etanollin prosesi,
sera gazi emisyonunu iki katma ¢ikarmaktadir [22]. Bu kisitlamalarin 6niine gegmek
amaciyla tiiketilmeyen ikinci nesil biyoyakit ham maddeleri arastrmustir. Ikinci nesil
biyoyakitlar, neem yagi, jatropha yagi, karanja yagi, calophyllum inophyllum yag: vb.
gibi tiiketilmeyen ham maddelerden elde edilmektedir [23,24]. ikinci nesil biyoyakitlarin
iiretim siiregleri, genellikle daha karmasik ve maliyetli teknolojiler gerektirir. Ozellikle,
biyoetanol tiretimi sirasinda lignoseliilozik biyokiitlenin pargalanmasi i¢in gerekli olan
on igleme siiregleri (enzim Uretimi, hidroliz, fermantasyon ve biyorafineri vb. [25,26])
yiiksek teknoloji ve enerji tuketimi gerektirir [27]. Tlketilemeyen bitkisel kaynaklardan
elde edilen biyoyakitlar, genellikle birinci nesil biyoyakitlara kiyasla daha diisiik enerji
performansina sahiptir [28]. Transesterifikasyon islemi i¢in yiiksek miktarda alkol
gereksinimi, ikinci nesil biyoyakitlart dezavantajli bir hale getirmektedir [29]. ikinci nesil
biyokiitleyi kullanmanin yiiksek maliyeti nedeniyle arastirmacilar alternatif bir biyokdtle
kaynagi arastirmasi ortaya koymuslardir. Mikroalg ve atik yaglardan {iretilen biyoyakitlar
tigtincii nesil kategorisinde yer almaktadir. Mikroalg biyokutleleri yiksek lipit igerikleri
nedeniyle biyokiitle kaynagi olarak tercih edilmektedir. Mikroalglerin zor kosullara
adaptasyonu, yuksek biiyiime hizi dikkat gekmekte ve biyoyakita doniistiiriilerek fosil
yakitlarin yerini alabilecek siirdiiriilebilir bir enerji kaynagi olarak arastirma konusu
olmaktadir. Ugiincii nesil biyoyakitlar biyokimyasal 6zellikleri ve cevresel parametrelere
esnekligiyle ekonomik fizibiliteyi etkileyen 6nceki nesil ham maddelerin karsilastigi
sorunlart yenmektedir [28]. Dordiinciinesil biyoyakitlar, biyoyakit verimini artirmak igin

yiksek lipit ve karbonhidrat icerigi biriktiren genetigi degistirilmis mikroalg
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biyokiitlesinin kullanimiyla tretilir [30]. Genetik olarak modifiye edilmis mikroalglerden
biyoyakit liretimi diger nesil biyoyakitlara gére minimum ¢evresel etkiye sahip olmay1
hedeflemekte olup hala arastirma asamasindadir. Genetik olarak modifiye edilmis
mikroalglerin neden olabilecegi potansiyel cevresel problemler (dogal gevredeki

degisiklikler, toksisite, yatay gen transferi ve yerli tiirlerle rekabet vb.) arastirilmaktadir.

2.1.2. Biyodizel: Alternatif Bir Yakit Kaynag:

Biyodizel, dizel yakita benzer 6zelliklere sahip bir biyoyakit tiiriidiir. Dizel yakita kiyasla
basglica avantajlari gevre dostu, yenilenebilir, yiiksek parlama noktasina sahip, biyolojik
olarak parcalanabilir olmasi ve toksik olmamasidir [31]. Biyodizel terimi ASTM
(American Society for Testing and Materials) tarafindan, tuketilebilen yaglar,
tuketilmeyen yaglar ve atik yaglar gibi trigliseritlerin metanol ve katalizor kullanilarak
transesterifikasyon siireciyle iiretilen uzun zincirli yag asitlerinin monoalkil esterleri i¢in
kullanilir [32]. Biyodizelin safligi, bilesimi, verimi (setan sayisi, oksidasyon stabilitesi,
parlama, akma, bulutlanma noktasi vb.) ve maliyeti iiretildigi biyokiitle kaynagma gore
degisiklik gosterir [33]. Lim vd. yaptigi caligmaya gore biyodizel maliyetinin %75'i
yalnizca ham maddeden kaynaklanmaktadir [34]. Biyodizel kaynagi, yerel iklim
sartlariyla da iliskilendirilir. Biyodizel Uretimi icin besin maddeleri bolgeye 6zgi
oldugundan ve istenen Ozelliklerin ayni zamanda o bolgenin iklim kosullarma bagh
oldugundan, farkh {ilkeler/bolgeler biyodizel i¢in farkli standartlara sahiptir. ABD'de
ASTM D6751, Avrupa Birligi'nde EN 14214 ve Hindistan'da IS 15607 standartlar takip
edilmektedir [35]. ABD'de biyodizel iiretiminde sik¢a kullanilan soya fasulyesi yagi,
Avrupa ve tropikal bélgelerde yaygm olarak tercih edilen kanola ve palmiye yagina
kiyasla farkli bir segenektir [36,37].

Biyodizel, besin maddesinin yag asidi bilesimine baglh olarak genis bir 06zellik
yelpazesine sahip olabilir. Biyodizel iiretimi iizerine yapilan birgok ¢aligma, ham
maddelerde bulunan en yaygin doymus yag asitlerinin palmitik, miristik, stearik, laurik,
aragidik asit vb. oldugunu géstermistir. Biyodizel Uretimi icin tercih edilen asitler, orta
uzunlukta karbon zincirlerine sahip TAGlerdir (triacilgliserol): palmitik asit gibi 16 (C16)
ve oleik, linoleik ve stearik asitler dahil 18 (C18). Bu esterler, biyodizelin bozunma ve
oksidasyona kars1 direncini saglar ve bunun sonucu olarak setan sayisini arttirir. Doymus
lipitlerin yiiksek miktarda bulunmasi, diisiik seviyelerde akma noktasmma sebep olan
bulutlanma noktasimni degistirir ve bu da biyodizelin yakit hatlarin1 parafin kristallesmesi

nedeniyle tikamasina yol agar [38]. Diger taraftan, iki ¢ift bagdan fazla doymanus
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lipitlerin varligi, biyodizelin daha diisiik bir erime noktasma sahip olmasina neden olur.
Bu nedenle, daha iyi bir kalitede biyodizel elde etmek i¢in doymus ve doymamis yag

asitleri arasinda iyi bir denge 6nemlidir.

Biyodizelin yayginlasmasi i¢in diisik liretim maliyetleri ve biiylik Olgekli iiretime
gecilebilmesi 6nemlidir. Biyodizel endustrisindeki surdtrtlebilirlik ve ekonomik etkinlik
hedefleri, farkli biyokiitle kaynaklarinin kullanimini tesvik etmektedir. Tuketilebilir
yaglarin kullanimmdan tiiketilmeyen yaglara kadar, biyodizel ile ilgili ticarilestirme
arastirmalarinda zaman iginde bir¢cok degisiklik goriilmiistiir. Biyodizel Gretiminde ilk
olarak palmiye yagi, soya fasulyesi, kolza tohumu (kanola) ve ay¢igeginden elde edilen
tuketilebilir yaglar kullanilmustir. Tiketilebilir yaglarn kullanilmasi, gida giivenligi
konusunda tartismalara yol a¢mus ve biyodizelin yetistirilmesi i¢in gereken arazi
miktarinin sorgulanmasina neden olmustur. Ikincinesil biyokiitle, biyodizel ham maddesi
icin tiketilmeyen ve seliiloz agisindan zengin bitkileri kullanmis olup, gida mahsullerinin
yetistirilmesi i¢in kullanilan araziler ve pahali biyokiitleden biyodizel prosesine kadar
olan sureci nedeniyle Gglncu nesil biyokitle arayisini ortaya ¢ikarmustir [39]. Yuksek
lipit igerigi, tarim arazisine ihtiya¢ duymamasi gibi 6zellikleriyle mikroalgler biyodizel
Uretimi icin iyi bir alternatiftir [40]. Yenilenebilir enerji tiretim kaynaklari tizerine yapilan
caligmalarda mikroalg biyodizelinin en iyi alternatif enerji kaynagi oldugu sonucuna

varilmustir.

2.1.3. Mikroalglerin Biyodizel Uretimindeki Avantajlari

Mikroalgler CO: biyofiksasyonu gergeklestirme Ozellikleriyle sera gazi emisyonlarini
azaltabilir (Sekil 2.3). Mikroalgler, karasal bitkilerden daha yiiksek fotosentetik verime
sahiptir ve diger bitkilere gore 100 kat daha hizli biiyiirler [41]. Geleneksel tarima uygun
olmayan su ortamlarinda veya atik su kullanilarak yetistirilebilirler, boylece potansiyel
su rekabeti sorunun oniine gegilmis olmakta ve siirdiiriilebilirlik artmaktadir [42].
Mikroalgler, gida iiretimi, igin kullanilan araziler igin rekabet etmez (Cizelge 2.1)
boylece mikroalglerin yetistirilmesi i¢in pestisitler ve herbisitler gibi toksik
kimyasallarin da kullanilmas: gerekmemektedir. Mikroalglerin birinci ve ikinci nesil

biyokiitle kaynaklarina kiyasla biyodizel verimliligi Sekil 2.4.”de gosterilmistir.
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Cizelge 2.1. Mikroalgler ve bitkisel biyodizel kaynaklari lipit igerigi ve biyodizel verimi

kargilastirmas1 [44].

Biyokutle !_ipit Lipit Verimi  Arazi Biyodizel
I¢erigi (L/ha) Kullanim Verimi
(%) (m?/kg) (kg/ha)
Misir (Zea mays) 44 172 66 152
Kenevir (Cannabis sativa) 33 363 31 321
Soya (Glycine max) 18 636 18 562
Jatropha (Jatropha curcas) 28 741 15 656
Ketencik (Camelina sativa) 42 915 12 809
Kanola (Brassica napus) 41 974 12 862
Aycigegi (Helianthus annuus) 40 1,070 11 946
Hintyag: (Ricinus communis) 48 1,307 9 1,156
Palmiye (Elaeis guineensis) 36 5,366 2 4,747
Mikroalg (diisiik lipit igerigi) 30 58,700 0.2 51,927
Mikroalg (orta lipit igerigi) 50 97,800 0.1 86,515
Mikroalg (yuksek lipit igerigi) 70 126,900 0.1 121,104




Mikroalgler, kuru biyokutlenin %20-50 oraninda yag igerigine sahiptir [45]. Ylksek
biyokiitle verimliligi ve yiiksek lipit iceriginin birlesimi, mikroalgleri biyoyakit {iretimi
icin iyi bir alternatif kaynak haline getirmektedir. Nascimento vd. tarafindan yapilan
calismada farkli tiir mikroalglerden {iretilen biyodizelin daha yiiksek doymus/doymamig
yag oranina sahip oldugu ve veriminin karasal bitkilerden daha yiiksek oldugu ortaya
konulmustur [46]. Xu vd. yaptigi calismada Chlorella protothecoid mikroalginden
iiretilen biyodizelin, petrol tiirevi dizele benzer yogunluk, viskozite, parlama noktasi vb.
gibi Ozelliklere sahip oldugu goriilmiistiir [47]. Eloka-Eboka ve Onunka’nin yaptigi
benzer bir c¢alismada Chlorella vulgaris, Duneliella spp., Synechococus spp. ve
Senedesmus spp. mikroalg tiirleri kullanilarak iiretilen biyodizel, ikinci nesil biyodizel
ham maddesi olan jatropha, Hura crepitans (hura agaci), kauguk yagi vb. yerli biyokiitle
kaynaklarindan iiretilen biyodizel ile karsilagtirilmis, mikroalglerden elde edilen
biyodizelin yag profilinin ASTM standardiyla uyumlu oldugu tespit edilmistir [48].
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Sekil 2.4. Bitkisel ve mikroalg kaynakli biyoyakitlarin verim karsilagtirmasi [49].



2.2. Mikroalgler

Mikroalgler, fotosentetik organizmalar olup, hem tathi su hem detuzlu su gibi ¢esitli sucul
habitatlarda biiyiiyebilirler ve hatta atik su ortamlarinda da gelisim gosterebilirler (Sekil
2.5). Fotosentez igin temel pigment olarak klorofil kullanirlar ve otofototrofik,
heterotrofik veya melezotrofik olarak yetistirilebilirler. Genis sicaklik, tuzluluk
araliklarma ve pH degerlerine; farkli 1s1k yogunluklarma; radyasyon, basing gibi zor
kosullara dayanabilirler ve yalniz baglarina veya diger organizmalarla simbiyoz halinde
blyuyebilirler. Alg tiirlerinin sayismm 1 ile 10 milyon arasinda oldugu tahmin
edilmektedir; bunlarin yaklagik 200.000 ila 800.000'i mikroalg tiirtidiir ve sadece 35.000
kadar arastirilmistir [50]. Makroalgler (deniz yosunlari), ¢ok hiicreli, biiyiikk boyutlu
alglerdir, mikroalgler ise mikroskobik tek hicrelilerdir ve siyanobakterilere
(Chloroxybacteria) benzer sekilde prokaryotik veya yesil algler (Chlorophyta) gibi
Okaryotik olabilirler [51]. Prokaryotik hiicre mikroalgleri, siyanobakteriler (bakteri
filumu) subesi tarafindan temsil edilir ve okaryotik tiirler Rhodophyta (kirmiz1 algler),
Chlorophyta (yesil algler) ve Bacillariophyta (diatom) olarak siniflandirilir (Sekil 2.6).
Makroalg tirlerinden Macrocystis pyrifera, 60 metre uzunluga ulasabilir, mikroalgler ise
I pmile 1 mm arasinda degisen boyutlarda organizmalarn iceren daha kiiciik ve heterojen
bir gruptur. Tath su veya toprakta yasayan ve hiicre ¢ap1 2 pm ile 10 um arasinda degisen
kiresel htcrelere sahip Chlorella bu gruba dahildir [52]. Mikroalglerin renkleri,
kloroplastta wretilen klorofil ve fikobiliproteinler gibi pigmentlerin bir sonucudur.
Mikroalglerin ana bilesenleri proteinler, lipitler, karbonhidratlar ve nukleik asitlerdir
(Cizelge 2.2).
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Sekil 2.5. Mikroalg tirlerinin mikroskobik gorintileri; (a) Haematococcus pluvialis, (b)
Chlorella vulgaris, (c) Dunaliella salina, (d) Ochromonas danica, (e) Euglena gracilis
ve (f) Porphyridium cruentum [53].

Fosil kayitlari, yaklasik 1,6 milyar yil once alg tiirlerinin var oldugunu gostermektedir
[54]. Mikroalglerin biiyiimeleri i¢in karbon veya nitrojene ihtiyaglar1 vardir ve 25 g/giin
biiyiime hiziyla, yilda 12 ton/ha CO2'i baglayabilirler [44]. Logaritmik blyume evresinde
yaklagik 3.5 saatte ikiye katlanabilirler. Mikroalgler tiim enlemlerde bulunmalarma
ragmen, kuzey yarmmkiirede dahayaygindirlar ve yilda yaklasik 1.5 milyon ton ¢ogalirlar,
bu da kiiresel organik karbonun yaklagik yarisini baglamaya yardimci olur. Mikroalgler,
lipitlerin transesterifikasyonu yoluyla biyodizel iiretimi, biyokiitle gazlastirmasi yoluyla
sentez gazi, karbonhidratlarin sakkarifikasyonuyla etanol, dogrudan hidrojen gazi sentezi
ve hidrokarbonlardan ve izoprenoidlerden kraking yoluyla benzin iiretimi gibi gesitli
enerji tastyicilart igin kullanilabilirler [55]. Mikroalglerin, palm yag: gibi geleneksel
biyodizel kaynaklarina kiyasla yag verim potansiyeli 25 kat daha yiiksektir. Kuru
biyokiitlenin agirligina gore en az %70 yag iireten mikroalgler, yilda 121,104 kg biyodizel
tretmek icin sadece 0.1 m? arazi gerektirirler [50]. Hartman’m raporuna gore, mikroalg
biyoyakitmm ABD'deki tiim petrol yakitinin yerini almasi durumunda, alg yetistiriciligi
icin yaklasik 39,000 km? alan gerekecektir, ve bu alan ABD yiiz 6lctimiiniin sadece
%0.42'sidir [56].
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Sekil 2.6. Filum ve hiicre yapisi ile temsil edilen mikroorganizmalar: (A) Arthrospira

platensis, (B) Chlorella vulgaris, (C) Porphyridium purpureum, ve (D) Phaeodactylum

tricornutum [57].

Cizelge 2.2. Mikroalg turlerinin biyokimyasal kompozisyonu [58].

Organizma Karbonhidratlar Proteinler  Lipitler Nukleik
(%) (%) (%) Asitler (%)
Scenedesmus obliquus 10-17 50-56 12-14 3-6
Spirogyra sp. 33-64 6-20 11-21 -
Scenedesmus quadricauda - 44-50 1.8-2.1 -
Scenedesmus dimorphus 21-52 8-18 16-40 -
Chlamydomonas reinhardtii 15-19 50-46 18-24 -
Chlorella vulgaris 12-17 51-58 14-22 4-5
Chlorella pyrenoidosa 24-28 55-59 1-3 -
Dunaliella bioculata 3-5 47-51 6-10 -
Dunaliella salina 30-34 55-59 5-7 -
Euglena gracilis 14-18 39-61 14-20 -
Spirulina platensis 8-14 46-63 4-9 2-5
Prymnesium parvum 25-33 28-45 22-38 1-2
Tetraselmis maculata 14-16 50-54 2-4 -
Porphyridium cruentum 40-57 28-39 9-14 -
Spirulina maxima 13-16 60-71 6-7 3-4.5
Synechococcus sp. 14-16 6264 10-12 4-6
Anabaena cylindrica 25-30 43-56 4-7 -
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2.2.1. Mikroalglerin Lipit Profili ve Biyodizel Uretimi Acisindan Degerlendirilmesi

Mikroalglerin lipit birikim potansiyeli tire 6zgudir ve toplam kuru biyokutlesinde
yuksek miktarda lipit biriktirme kapasitesine sahiptir. Mikroalg lipit fraksiyonu temel
olarak agilgliseroller, serbest yag asitleri ve karotenoidler gibi notr lipitlerden ve
fosfolipitler ve galaktolipitler gibi polar lipitlerden olusur [59]. Mikroalgler, diger
organizmalar gibi, enerji depolamak icin notr lipitleri kullanirken, polar lipitler membran
bilesenleridir [42]. Mikroalgler arasinda lipit iiretim performansi karsilastirtlirken,
biyokiitle verimliligi, lipit icerigi ve lipit tiretim verimliligi (Cizelge 2.3) gibi ¢ 6nemli
faktor incelenir [60]. Biyodizel iiretim kapasitesi, lipit verimliligi olgiilerek tahmin edilir.
Biyodizel tretimi icin mikroalg secimi, biyodizelin yakit 6zelliklerini belirleyen yag asidi
profillerine dayanir [61]. Yag asidi bilesimi, biyodizelin akis 0Ozelligi, atesleme
performanst ve oksidatif stabilitesi gibi kalite parametrelerini etkiler. Mikroalgler
olumsuz gevresel kosullar altinda, kloroplastta depo lipit olarak triagilgliserol (TAG)
iiretme yetenegine sahiptir [62]. TAG'ler biyodizele doniistiiriilebilir ancak glikolipidler
ve fosfolipidler gibi polar lipitler, yiiksek derecede doymamis, ¢oklu doymamis yag
asitleri nedeniyle biyodizele doniistiiriilemez [63]. Mikroalgler, kuru agirliklarinin
yaklasik %20-50'si kadar TAG biriktirebilir. TAG birikimi beslenme kisitlamasi, yiiksek
sicakhk ve yiikksek tuzluluk gibi stres kosullariyla tetiklenir. Mikroalglerdeki
acilgliserolleri olusturan yag asitleri C12:0'dan C22:6'ya kadar degisir [42]. Yag
asitlerinin ¢ogu, palmitik (16:0), palmitoleik (16:1), oleik (18:1), linoleik (18:2) ve
linolenik (18:3) asitler gibi doymus ve doymamig C16 ve C18 karbon zincirlerine sahiptir.
Lipitlerin kimyasal yapis1 Sekil 2.7°de gosterilmistir. Mikroalg ¢alismalart yag asitleri
arasmda C16:0 ve C18:0'nin bircok mikroalg tiirtindeki yag asitlerinin biiylik bir kismin1
olusturdugunu, onu takiben C18:1'in geldigini, C18:2 ve C16:1'in daha az miktarda
bulunan yag asitleri oldugunu ortaya koymaktadir (Sekil 2.8). Mikroalg biyodizelinin
FAME profilleri, esas olarak doymus yag asitleri (SFA) (C16:0 ve C18:0), tekli
doymamus yag asitleri (MUFA) (C18:1) ve ¢oklu doymamus yag asitleri (PUFA) (C18:2
ve C18:3) icerir. Biyodizelde ylksek SFA ve MUFA igeriginin soguk iklimlerde
akiskanlk saglama ve oksidatif stabilite gibi 6zelliklerle biyodizel kalitesini artirdigi
bildirilmistir [64]. Cizelge 2.4 mikroalg tiirlerinin yag asidi kompozisyonunu ve birinci
ve ikinci nesil biyoyakitlardan elde edilen biyodizelin yag asidi kompozisyonunun

karsilagtirmasimi gostermektedir.

13



Free FA

{5}

TAG

Sekil 2.7. Lipitlerin Kimyasal Yapist. (1) Palmitik asit (16:0); (2) Palmitoleik asit (16:1);
(3) Linoleik asit (18:2); (4) DAG (16:0/16:1); (5) TAG (16:0/16:1/16:0). Kisaltmalar:
DAG: diagilgliserol; Free FA: Serbest yag asidi; TAG: triagilgliserol [42].

Cizelge 2.3. Mikroalg tiirlerinin lipit icerigi ve lipit verimlilikleri [56-64].

Mikroalg Tiiri Kultir ~ Biyokutle Lipit Icerigi Lipit
Kosulu® Hacimsel (% kuru hiicre  Verimliligi
Verimliligi agirhg) (mg/l/gun)
(g/l/gtin)
Ankistrodesmus sp.[65] F 0.29 24.0-31.0 12.4
Botryococcus braunii [66] F 0.03 33.6 55
Chaetoceros muelleri [65] F 0.07 25.0-63.0 21.8
Chaetoceros calcitrans [65] F 0.04 19.0-22.0 17.6
Chlorella emersonii [67] F 0.036-0.041 5.0-58.0 10.3-50.0
Chlorella protothecoides [68] F 2.00-7.70 10.0-48.0 0.2-5.4
Chlorella protothecoides [69] H 0.01 43.0-46.0 1881.3-1840.0
Chlorella sorokinian [68] F 0.23-1.47 2.0 44.7
Chlorella vulgaris[67,68,70] F 0.02-0.20 18.0-57.0 11.2-66.3
Chlorella vulgaris [69] H 0.08-0.15 23.0-36.0 27.0-35.0
Chlorella vulgaris[69] M 0.09-0.25 21.0-34.0 22.0-54.0
Chlorela sp. [65] F 21.6-34.0 19.3 42.1
Chlorell pyrenoidosa [65] F 2.90-3.64 11.76 34.8
Chlorococuum sp. [65] F 0.28 20.0-51.1 53.7
Crythecodinium cohnii [71] F 0.20 6.0-45.0 28.0
Dunaliella salina [71] F 0.20-0.34 23.1 116.0
Dunaliella primolecta [65] F 0.09 10-71 36.4
Dunaliella tertiolecta [70] F 0.12 17.5-67.0 60.6-69.8
Dunaliella sp.[65] F 0.20 27.4 33.5
Elliposodiun sp. [65] F 0.17 14.0-20.0 47.3
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Euglena gracilis [65] F 7.70 25.0 32.4
Isochrysis sp.[65,71] F 0.08-0.17 7.1-33 37.8
Monodus subterraneus [65] F 0.19 16.0 30.4
Nannochloropsis sp.[72] F 0.37-0.48 20.0-56.0 84.0-142.0
Nannochloropsis oculata [70] F 0.17-1.43 22.7-29.7 37.6-90.0
Nannochloropsis sp.[65] F 0.18 12.0-53.0 90.0-134.0
Ocystis pusilla [65] F 0.16 10.5 49.4
Pavlova salina [65] F 0.14 30.9 31.2
Pavalova lutheri [65] F 0.18 35.5 40.2
Phaeodactylum tricornutum [65] F 0.14 18.0-57.0 29.2
Porphyridium cruentum [65] F 0.13 10.37 40.2
Scenedesmus obliquus [70,73] F 0.04-0.74 11.0-55.0 7.14
Scenedesmus obliquus [73] M 0.10-0.51 6.6-11.8 11.6-58.6
Scenedesmus quadricauda [65] F 0.19 1.9-18.4 35.1
Scenedesmus sp. [65,66] F 0.03-0.26 19.6-21.1 40.8-53.9
Skeletonema sp.[65] F 0.09 13.3-31.8 27.3
Spirulina platensis [65] F 0.06-4.3 4.0-16.6 14.2
Spirulina maxima [70] F 0.21-0.25 4.0-9.0 21.0
Tetraselmis suecica [65] F 0.12-0.32 12.78 27.0-36.4
Tetraselmis sp.[65] F 0.30 8.5-23.0 43.4
4 F:fototrofik, M:miksotrofik, H:heterotrofik.
Chlorella vulgaris ‘ 17% .| 6% 2% | 27% 1%)5% E : 33
Chlorella pyrenoidosa 19% 19% | 17% B4 25% | 26% ('18;;
Chlorella minulllvsimao 42% | 16% | 20% | 12% | 10% CI8:0
Chlamydomonas sp. ‘ 28% | 12% | 19% | 26% [ 15% g:z(l)
Desmodesmus spp. 29% | 13% [7%] 14% | 38%
Dictyosphaerium ehrenbergianum i 23% BA% 15% | 27% | 30%
Graesiella emerxonii‘l% 9% | 51% [ 37%
Monoraphidium sp. i 41% 1A 19% [ 15% | 19%
Mychonastes afer T 15% [6%[5%] 64% 16%]5%)
Nannochloropsis sp. T 41% 16 9% | 27% | 12% [ 10%
Scenedesmus obliquus | 21% [iA 49% 17% | 8% | 14%
Scenedesmus dimorphus" 24% % 44% | 9% | 10% | 11%
Selenastrum sp. T 26% TE 20% | 26% | 1% [ 15%
Tetradesmus ob/iquus" 41% | 36% [ 10% | 13%
Tetradesmus Iugerlleimii0 24% | 28% | 33% | 10% |6%
0 210 4IO 6l0 SIO 100

Sekil 2.8. Mikroalg lipitlerinin yag asidi profili [74].
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Cizelge 2.4. Biyodizel ham maddelerinin yag asidi profili karsilastirmast [66-76].

Biyokiitle Cl14 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 Diger SFA MUFA PUFA
Trebouxiophyceae

Chlorella protothecoides [75] 0.27 1342 - 34 58.94 19.86 - - 19.79 58.94 19.86
Chlorella vulgaris [76] 23 6 16.4 10.3 26.5 - 20.8 - 18.6 429 20.8
BTA4036 C. Variabilis [77] 12 223 5.8 5.2 34 7.6 9.2 10.12 343 24.2 254
Botryococcus braunii [78] 073 7.17 - 1.59 77.22 5.16 5.34 - 9.49 77.22 105
Chlorophyceae

Ankistrodesmus falcatus [78] 1.07 30.23 0.47 2.72 24.79 2.0 26.86 - 34.02 25.26 28.8
Dunaliella salina [79] 051 182 0.98 0 4.56 13.24 30.26 11.240 18.71 5.54 58.9
Dunaliella sp. [80] - 9.19 0.8 4.27 22,51 3.84 4431 - 13.47 24.74 48.15
Chlamydomonas sp. [78] 161 50.77 0.28 11.54 13.77 3.93 2.76 - 63.92 14.05 6.69
Monoraphidium contortum [81] 0.9 20.9 0.8 0.3 17.3 10.5 23.9 14.7¢ 24.4 18.1 56.3
Eustigmatophyceae

Nannochloropsis oculata [82] 3.9 205 25.2 18 4.1 2.2 0.9 29.7¢ 104 39.5 36.9
Bacillariophyceae

Phaeodactylumtricornutum[82] 7.4 11.3 22.4 04 2.8 15 14 16.72,28.49 20.2 25.3 49.8
Rhodophyceae

Porphyridium cruentum [82] 05 286 29 0.8 2.0 8.2 0.7 21.1d 31.1 5.0 40.8
2.Nesil Biyodizel Kaynaklar:

Jatropha [83] 0.2 134 0.8 6.4 36.5 421 0.3 - 20 37.3 42.4
Palm [84] 122 479 0.04 4.23 37 9.07 0.26 - 5412 37.04 9.33
Kolza [85] - 3.49 - 0.85 64.4 223 8.23 - 434 64.4 30.53

aC16:2 ve C16:3,° C16:4,¢C16:3,9C20:5
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2.2.2. Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris, Prekambriyen doneminden bu yana diinyada var oldugu tespit
edilmis, Chlorella cinsine ait yesil 6karyotik bir mikroalgdir [86]. Chlorella tirleri, diisik
sicakliklara (10°C) tolerans gosterme yetenegi, atik su ortamina adaptasyon, heterotrofik
biiyiime sirasinda yiiksek hiicre yogunlugu (120 g L™1) ve bakteri biytimesini engelleyen
molekiillerin salgilanmasi gibi dzellikleri nedeniyle biyoyakit iiretimi i¢in ideal bir aday
olarak arastirilmistir [87]. Chlorellaceae familyasindan C. vulgaris (Sekil 2.9), yuksek
yag igerigi nedeniyle biyodizel yakitlarin iiretimi i¢in potansiyel bir mikroalg tiirii olarak
kabul edilmektedir. C. wvulgaris, ototrofik, heterotrofik veya miksotrofik olarak
blyuyebilir. Optimum biiyiime kosullarinda biyokiitle agirhigmm %35-40'ma kadar lipit
uretebilirken olumsuz bilylime kosullarinda (N kisith kosullar gibi), lipit icerigi %58'e
kadar ulasabilir (Sekil 2.10) [88,89]. Biyoyakit {iretimi agisindan, lipit Gretimini en Gst
diizeye ¢ikarmak icin gereken besin kosullari 6nemlidir [90]. Yetistirme kosullarinin lipit
metabolizmas1 (zerindeki etkisi ve lipit Gretimini artirmaya yonelik ¢alismalar devam
etmektedir. Rosli vd. tarafindan, C. vulgaris’in saglanan CO2 konsantrasyonu ve 1sik
yogunluguna goére biyokiitle iiretimini tahmin etmek igin matematiksel model
gelistirmistir. Maksimum mikroalg biyokiitle biiylimesi i¢in optimum 151k yogunlugu
(216 pmol/m?/sn) ve CO2 konsantrasyonu (%9.1) tespit edilmistir. Ayrica, bu ¢ahgmada
yiiksek miktarda notr lipit (%97.7 wt lipit) tretilmistir. Calismada iiretilen biyodizelin
yag asidi kompozisyonu, yiiksek miktarda C16 ve C18 igermektedir [91]. C. vulgaris,
blylmesi icin N ve P gibi besinleri kullanarak atik suda yetisebilir ve kii¢tik hiicre boyutu
nedeniyle (2-10 um) buyuk 6lgekli Gretime uygundur. Biyodizel iiretimi ve atik su
aritiminin bu ¢ift islevi, yapay besin girdilerine olan ihtiyaci azaltarak siireci daha
strduralebilir ve maliyet etkin hale getirmektedir [92]. C. vulgaris, a¢ik havuz sistemleri
ve kapali fotobiyoreaktorler gibi cesitli sistemlerde, ¢esitli kosullar altinda yetistirilebilir.
Bu ¢esitlilik, tiretim sistemlerinin yerel ¢evrelere ve kaynaklara uyum saglamasini, verimi

optimize etmesini ve maliyetleri diigiirmesini saglar [93].
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Sekil 2.10. Mikroalg tiirlerinin literatiirden derlenen % lipit icerigi karsilagtirmast [74].

2.2.3. Mikroalg Biyoreaktor Sistemleri

Biyodizel ticari Uretimi, mikroalglerin blyik 6lcekli kultirlyle saglanan yiiksek miktarda
biyokiitle ihtiyaci ile gerceklesir. Mikroalg yetistirme sistemlerinin secimi, biyoyakit
uretim surecinde 6nemli bir rol oynar. Agik havuz sistemleri, kapali havuz sistemleri
(fotobiyoreaktorler) ve hibrit sistemler, mikroalglerin biylk o6lcekli Gretimi igin
kullanilan ¢ yetistirme yontemidir. Yetistirme sistemlerinin kiiciikten biiyiige
Olgeklendirilmesi fotosentezi optimize etmek ve sistemlerin tasarimmi iyilestirmek igin
bazi optimum kosullarin saglanmasina baghdir. Bunlar; (i) etkin isik kaynagi yogunlugu,
(i1) ideal gaz-siv1 transferi (6rnegin, CO2 ve hava), (iii) kullanim kolayhgi, (iv) diisik

kirlilik diizeyi, (v) azaltilmig iretim maliyetleri, (vi) azami diizeyde besin kullanimi,
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(vil) minimum arazi kullannmi ve (viii) sicaklik kontroliidiir; tiim bu faktorler

olabildigince fazla tiir i¢in optimize edilmelidir [95-100].
2.2.3.1. Agik Havuz Sistemleri

Mikroalg yetistiriciligi i¢in kullanilan ilk sistemler agik havuzlardir. Bu havuzlar, dogal
(goller, laginler, goletler) ve yapay havuzlar olarak kategorize edilir. Yapay havuzlar
dairesel, egimli, karistirmasiz (s1ig) ve kanstiricii raceway (kanal tipi) olarak
siniflandirilir [101]. Raceway kanal tipi havuzlar (Sekil 2.11a) en yaygin kullanilan kiltiir
sistemleridir [93]. Kanal tipi havuzlar genellikle 1 fit derinliginde (0.2-0.3 m su derinligi),
birka¢ donlim biiyiikligiinde ve dogal giines 1s1¢ma maruz kalan bir agik havuz sistemi
olarak tasarlanmistir. Mikroalg hiicrelerinin ve besin maddelerinin yetistirme stireci
boyunca siirekli olarak karistirilmasi bir ¢ark araciligiyla veya hava pompasiyla saglanir.
Acik havuz sistemleri, insaat ve isletiminin kolay olmasi ve diisiikk enerji maliyetleri
nedeniyle tercih edilmektedir ancak yetersiz 1sik yogunlugu ve dagilimi, Yyuksek
kontaminasyon riski gibi faktorler, acik sistemlerin 6nemli dezavantajlaridir. Protozoa ve
diger mikroalglerin kontaminasyonu, yiiksek oranda segici kiiltiir kosullarmnin
kullanilmastyla azaltilabilir. Bu tiirlere (i) besin agisindan zengin ortam gerektiren
Chlorella tiirleri, (ii) yiiksek tuzluluga uyum saglayabilen Dunaliella salina ve (iii)
yuksek alkalinite kosullarinda iyi buylyen Spirulina 6rnek verilebilir [93]. Yetistirme
yonteminin hava kosullarina duyarli olmasi nedeniyle agik havuzlarda mikroalg
yetistiriciliginin performansi bdlgesel iklim kosullarina baghdir. Agik havuz sistemleri
icin en uygun yerler, yil boyunca giines 1smm siddetinin yiiksek oldugu, tropikal ve
subtropikal bdélgelerin kuru kiyi1 alanlaridir [102]. Ag¢ik havuz sistemleri igin diger
dezavantajlar; etkisiz karigtirma, zayif Kitle transferi, diisik biyokiitle verimliligi,

sicaklik degisimi ve yogun miktarda giines 15181 gereksinimidir [103].
2.2.3.2. Kapah Sistemler

Kapali fotobiyoreaktorler, yiiksek biyokiitle verimliligi, kiiltiir kosullarinin (pH, sicaklik,
CO2 ve O2) ve blylime parametrelerinin daha kolay kontrol edilebilmesi nedeniyle tercih
edilmektedir. Mikroalg yetistiriciligi i¢in en popiiler iki tasarim tiibiiler ve diiz levha
fotobiyoreaktorleridir. Tiibiiler fotobiyoreaktorler, en yaygin kullanilan horizontal, (Sekil
2.11b) vertikal ve sarmal olarak dizayn edilmis biyoreaktor tasarimlaridir.
Fotobiyoreaktorin temel tasarim ilkesi, 1sik yolunu azaltmak ve her hiicre tarafindan

alinan 151k miktarin1 artirmaktir. Fotobiyoreaktorler, 151k yolunun uzunlugunu optimize
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etme ve boylece biyokiitle verimliligini artirma firsati sunar [104]. Kapali sistemlerde
kontaminasyon agik sistemlere kiyasla kontrol altina almabilir ve biyodizel gibi yliksek
degerli trlinler hedefleniyorsa biyokiitle Kkalitesini artirarak daha iyi bir hiicre
konsantrasyonu saglanabilir. Fotobiyoreaktorler buharlasma yoluyla daha az su kaybeder
ve CO: fiksasyon seviyelerini artirir [105]. Fotobiyoreaktorler, daha yiiksek verimlilik ve
kontrol seviyesi saglarken, mikroalgal biyodizel tretimi igin raceway kanal tipi havuzlara
kiyasla ¢ok daha yiiksek sermaye ve isletme maliyetlerine sahiptir. Pawar vd. biyodizel
uretiminde kullanilan kanal tipi havuzlar ve fotobiyoreaktorler igin farkli ekonomik
modelleri degerlendirmis ve CO2 ve besinlerin sirasiyla baca gazindan ve atik sudan elde
edilmesi durumunda bile fotobiyoreaktorlerin tahmin edilen maliyetlerinin  ylksek
oldugunu ortaya koymustur [106]. Calismalar yiiksek verimlilikte ancak maliyet etkin bir

reaktor tasarimi konusunda hala bilgi boslugu bulundugunu gostermektedir.
2.2.3.3. Hibrit Sistemler

Hibrit sistemler, mikroalglerin fotobiyoreaktorlerde ve agik havuzlarda biyokiitle
biiylimesini birlestiren iki asamali bir yetistirme siirecidir. i1k asamada, kiiltiir safligmi
korumak, yiiksek biyokiitle konsantrasyonlarina ulagsmak ve kontaminasyonu engellemek
amaciyla yetistirme fotobiyoreaktdr iginde gergeklestirilir, ikinci asamada iiretilen
biyokiitle, stres kosullar1 uygulayarak yiiksek lipit birikimine ulagmak i¢in kanal tipi agik
havuz sistemine aktarilir. Heidari vd.’nin yaptigi ¢alismada Chlorella vulgaris'in
yetistirilmesi i¢in iki asamali bir hibrit sistem kullanilmis, dordiincii giinde acik havuz
sistemine yapilan biyokiitle transferinin, optimal lipit iiretimini saglayarak 9.21+0.64 mg
LY/ giin bulundugu tespit edilmistir [107]. Yiiksek biyokiitle verimliligi ve diisik
maliyetin yan1 sira, hibrit sistem {iretim slirecinde daha az karbon ayak izine de sahiptir.
Adesanya vd. nin yaptig1 calismada 1 ton mikroalg kaynakli biyodizel iiretimine dayali
olarak, bir hibrit sistem kullanimmin fosil tiirevli dizel ile karsilastirldiginda kiiresel
istnma potansiyelinde %42 ve fosil enerji gereksinimlerinde %38 tasarruf sagladigi
kanitlanmustir. [108]. Hibrit sistemler biiyiik 6lgekli yetistirme i¢in umut verici olarak
degerlendirilebilir ancak uygulanabilirliklerini netlestirmek i¢in daha fazla calismaya

ihtiya¢ vardir.
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Sekil 2.11. Mikroalg yetistirme sistemleri: a) raceway kanal tipi havuz (New Mexico

State University) [109], b) horizontal tubdler fotobiyoreakttr [110].

2.3. Mikroalglerin Biyokonversiyonu: Biyodizel Uretim Yo6ntemi

Transesterifikasyon, laboratuvar ve endustriyel olcekteki biyodizel Gretim sirecidir.
Mikroalglerdeki lipitlerin (triagilgliseroller ve/veya serbest yag asitleri) katalizOr
varliginda veya yoklugunda alkolle reaksiyona girmesi ve metil esterlerin olusmasi
seklinde gergeklesir (Sekil 2.122). Transesterifikasyon reaksiyonu {i¢ asamada
gergeklesir:  trigliseritler digliseritlere doniistiiriilir, ardindan monogliseritlere ve
sonunda esterlere (biyodizel) ve gliserole (yan iiriin) d6niisiir. Transesterifikasyon prosesi
icin MeOH, EtOH, PrOH veya diger daha uzun zincirli alkoller gibi ¢esitli alkoller
kullanilabilir [111]. MeOH, maliyet etkinligi ve kolay erisilebilirligi nedeniyle
transesterifikasyon reaksiyonlarinda yaygimn olarak kullanilir [112]. Transesterifikasyon

reaksiyonunda kullanilan katalizorler homojen, heterojen ve biyokatalizorler olarak

smiflandirtlir.
o]
it )k OH 0
Katalizor /
/“\ S 3R,0H ~——= HO v 3 )k
R © OH R;
o, Ry
Trigliserit I( Alkol Gliserol Metil Ester

Sekil 2.12. Trigliseritten biyodizel Gretiminin kimyasal denklemi [113].

Homojen katalizorler, yiiksek reaksiyon hizlar1 ve kisa reaksiyon siireleri gibi dzellikleri

nedeniyle biyodizel endiistrisinde yaygmn olarak kullanilmaktadir. Biyodizel tretiminde
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en yaygin kullanilan homojen katalizérler H2SO4, NaOH, KOH, KOCH3, NaOCHj,
Mg(OH)2, H3PO4 ve HCI'dir [114]. Geleneksel transesterifikasyon yontemi kullanilarak
biyodizel Uretimi, mikroalglerin yetistirilmesinden itibaren, hasat edilmesi, kurutulmasi,
yag ekstraksiyonu, transesterifikasyon ve biyodizel eldesi asamalarindan olusur. In-situ
transesterifikasyon yontemi, lipit ekstraksiyonunu ve transesterifikasyonu tek bir adimda
gerceklestiren yontemdir (Sekil 2.13). Tek tiir ve karigik tiir mikroalg kiiltiirlerinde

etkinlik ve maliyet acisindan avantaj saglayan bir yaklasim olarak ortaya ¢ikmustir.

[Mikroalg Kiiltiirii ]

Kurutma Kurutma

Lipit Ekstraksiyonu [ In-situ Transesterifikasyon ]

l

Transesterifikasyon

Sekil 2.13. Geleneksel transesterifikasyon sireci ile in-situ transesterifikasyon surecinin

karsilastirilmast.

2.3.1. In-situ Transesterifikasyon Prosesi

Mikroalglerden biyoyakit tiretimi, yiliksek potansiyeli nedeniyle dnemli bir arastirma
alan1 olmasma ragmen, pahali isleme teknolojisi nedeniyle heniiz tam olarak
ticarilestirilmemistir.  Mevcut islem maliyetleri biyoyakitlarin  biiylik Olgekte
uygulanabilirligini smirlamaktadir. Biyoyakit {iretim siirecinin her asamasinda maliyeti
disiirebilmek icin teknolojik optimizasyonlar yapimasi gerekmektedir. Proses
optimizasyonu, biyoyakit liretimini genisletmek ve yaygmlastirmak i¢in 6nemlidir; bu
sayede fosil yakitlara olan bagmliligin azaltilmasi ve g¢evresel siirdiiriilebilirligin

artirilmast miimkiin hale gelebilir. In-situ teknolojisinin uygulanmasi, ham madde
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ekstraksiyonundan biyoyakitlar iiretimine kadar belirli asamalarin ortadan kaldrilmasini
saglayarak, ekipman kurulum ve bakimi ile enerji tiiketim maliyetlerini azaltabilir [115].
In-situ transesterifikasyon prosesi islak veya kuru biyokiitle ile gerceklestirilebilir ve
biyodizel iiretimi i¢in adimlar1 ve siirecin enerji tliketimini azaltmanin yani sira nihai
maliyeti de disiiriir. Johnson ve Wen tarafindan Schizochytrium limacinum Uzerine
gergeklestirilen karsilagtirmali bir ¢alismada, in-situ transesterifikasyon yontemiyle %
66.97 biyodizel verimi saglanirken, geleneksel iki asamali esterifikasyon-
transesterifikasyon yontemiyle % 59.73 verim elde edilmistir [116]. Viégas vd., biyodizel
dretimi icin  Chlorella tlrinin in-situ transesterifikasyonunu gergeklestirmistir.
Maksimum FAME verimi, 60 °C'de, 4 saatte, % 20 agirlikca H2SO4 ile %98 olarak elde
edilmis ve 100 °C'de de benzer sonuglar alimmustir [117]. Vicente vd. tarafindan yapilan
arastirma verilerine gore, in-situ transesterifikasyon prosesinde, 8 saatlik reaksiyon
stiresinde 65 °C'de BF3, H2SO4 ve HCl asit katalizorlerinin varliginda, her ii¢ durumda da
%99'dan fazla saflikta FAME f{iretilirken, geleneksel yontem uygulandiginda FAME
saflig1 %91.4 ile %98 arasinda degismistir. In-situ transesterifikasyondaki FAME verimi
de geleneksel yontemden daha yiliksek bulunmustur [118]. Haas ve Wagner’in
calismasinda in-situ transesterifikasyon yontemiyle MeOH/yag asidi mol oran1 220:1, 65
°C reaksiyon sicakliginda ve 2 saatlik reaksiyon siiresi ile Chlorella pyrenoidosa
biyokiitlesinden maksimum %83 biyodizel verimi elde edilmistir [119]. Suganya vd. nin
calismasinda Enteromorpha  compressamin  ultrasonik ~ destekli  in-situ
transesterifikasyonunda maksimum biyodizel verimi %98.89 olarak hesaplanmustir [120].
Biyodizel dretim reaksiyonu igin optimum isletme kosullarin1 bulmak Onemlidir.
Alkol/yag orani, reaksiyon sicakligi, katalizor tiirli, katalizér konsantrasyonu, ve

reaksiyon siiresi gibi parametrelerin biyodizel verimini etkiledigi kanitlanmistur.

Verma ve Sharma, katalizor tlru, katalizor konsantrasyonu, alkol/yag mol orani,
karigtrma hizi, reaksiyon sicakligi ve reaksiyon siiresi gibi parametrelerin biyodizel
verimi lizerindeki etkisini arastirmustir. Calisma, reaksiyon sicakliginin, reaksiyon
stiresinin ve alkol/yag mol oraninin en 6nemli parametreler oldugunu ortaya koymustur
[121]. Transesterifikasyon reaksiyonlarinda kullanilan katalizOr turt de prosesi ve son
urind buyuk olctide etkilemektedir. In-situ transesterifikasyon yontemi kullanilarak
FAME eldesine yonelik reaksiyon parametreleriyle ilgili ¢alismalar literatiirde hala
yetersizdir. Calismalarin ¢ogu mikroalglerden nihai biyodizel verimini optimize etmeye

yonelik olup, in-situ transesterifikasyon kosullarinin biyodizelin yag asidi profiline
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etkisine yonelik ¢aligmalar oldukga azdir [122]. In-situ transesterifikasyon ydntemiyle
iretilen FAME bilesiminin C16 ve C18 igerigi bakimindan ASTM D6751 standartlarina
uygunlugu Uzerine reaksiyon parametrelerini anlamak ve optimize etmek, elde edilen

biyodizel kalitesini degerlendirmek icin son derece 6nemlidir.

2.4.Yanit Yiizey Metodolojisi (Response Surface Methodology - RSM)

Yanit ylizey metodolojisi (RSM), deney tasarmmui ve analizinde bir veya daha fazla yanit
degiskeni iizerinde etkisi olan bagimsiz degiskenlerin etkilerini modellemek ve optimize
etmek icin kullanilir. Yanit ylizey metodolojisi (RSM), belirli bir deney tasarmu ile
baslar. Merkezi Kompozit Tasarim (Central Composite Design - CCD) ve Box-Behnken
Tasarimi en yaygin kullanilan tasarimlar arasinda bulunmaktadir. Bu tasarimlar,
faktorlerin  farkli  seviyelerdeki varyasyonlarmi kapsar ve deneylerin  hangi
kombinasyonlarla gerceklestirilecegini  belirler. RSM, yanit degiskeni ile faktorler
arasindaki etkilesimi modellemek icin genellikle ikinci dereceden (kuadratik) polinom

modelleri kullanir. Genel bir ikinci dereceden model su sekildedir:

Y = Bo+ XBX; + TBuX: + TP XX + € (2.1)

Y tahmin edilen yanit degiskenini, Xi ve Xjbagimsiz degiskenleri (faktorleri), f’lar model

katsayilarini, € ise gézlemdeki rastgele hatay1 ifade etmektedir [123].

Belirlenen tasarim g¢ercevesinde deneyler gergeklestirilir ve yanit degiskeninin degerleri
kaydedilir. Deneylerden elde edilen veriler kullanilarak model katsayilart tahmin edilir
ve modelin anlamlihgr R? ve g¢esitli istatistiksel testler (6rnegin, ANOVA (varyans
analizi)) ile kontrol edilerek degerlendirilir. Optimum kosulu belirlemek i¢in yanit yiizey

grafikleri elde edilir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kimyasal Malzemeler

Sivi Bold Basal Medium (BBM) Kkiiltir ortami (Cizelge 3.1) hazirlanirken ve
transesterifikasyon reaksiyonu sirasinda kullanilan kimyasallar; NaNOs, MgSOs-7H20,
K2HPO4, NaCl, KH2PO4, CaCl2-2H20, ZnSOs-7H2.0, Mo0O3, Co(NO3)2-6H20,
MnCl2-4H20, CuS0O4-5H20, H3BO4, EDTA, KOH, FeSO4-7H20, NaCl, NaOH, Sigma-
Aldrich markasindan; HCI (%37), H2SO4 (> %98.0), hekzan (> %99.8), MeOH (> %

99.9) Merck markasindan temin edilmistir.

Cizelge 3.1. Basal Medium (BBM) kiiltiir ortamu igerigi.

Kimyasal g/400 ml BBM
NaNO3 10
MgSO4-7H20 3
K2HPO, 4
NaCl 1
KH2PO4 6
CaCl,.2H,0 1
Eser Element Karisimi 1 ml/l BMM
Eser Element Karisim g/l
ZnS04-7H20 8.82
MoOs 0.71
Co(NO3)2-6H20 0.49
MnCl2.4H.0 1.44
CuS04-5H20 1.57
HzBO:3 11.42
EDTA 50
KOH 31
FeSO4-7H20 4.98
HCI 1ml

3.2. Mikroorganizma ve Kiiltiir Ortami

Optimum kosullart belirlemek igin 52 deney seti ile gergeklestirilen in-situ
transesterifikasyon prosesinde Akdeniz Su Uriinleri Arastirma Uretme ve Egitim
Enstitiisii’nden temin edilen, besin ortamlari igin kullanilan, hazir Chlorella vulgaris kuru
kiitlesi kullanilmistir. Deney setindeki (alkol:biyokiitle orani (v/w), sicaklik, asit/baz
katalizor konsantrasyonu (%) (katalizor:biyokitle orani) ve reaksiyon slresi)
parametreleri ve nihai Urin biyodizel bilesiminin GC-FID FAME kompozisyonu

sonuglarma goére, Design-Expert® (Surim 12) yazilminda merkezi kompozit tasarima
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dayali yanit yiizey metodolojisi kullanilarak in-situ transesterifikasyon kosullar1 optimize
edilmistir. Modelin tespit ettigi optimum kosullarda deneyler tekrarlanarak (n=4) hazir
olarak temin edilen toz biyokitlede validasyonu gergeklestirilmis olup ayrica yine
enstitiden temin edilen, tatli su kaynagindan izole edilmis farkli kaynaga ait Chlorella
vulgaris biyokutlesi BBM kiiltiir ortaminda ¢ogaltilarak bu biyokdtleden in-situ
transesterifikasyon prosesiyle biyodizel eldesi optimum kosullarda gerceklestirilmistir.
Iki farkli Chlorella vulgaris kaynagindan elde edilen biyodizel bilesimi GC-FID
sonuclart FAME bilesimi bakimindan kiyaslanmistir. Tatli su kaynagindan izole edilen
Chlorella vulgaris kiiltiiriinii gogaltmak igin, Cizelge 3.1’deki kimyasal malzemeler ve
distile su ile hazirlanmig sivi BBM kiltlr ortami otoklavda 121 °C'de 20 dk boyunca
sterilize edilmistir. Steril ortam buzdolabinda (+4°C) muhafaza edilmistir. C. vulgaris

BBM Kkiiltiir ortaminda kesikli fotobiyoreaktorlerde yetistirilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Calismada kullanilan kesikli tip fotobiyoreaktorler.

Chlorella vulgaris mikroalgi igin sivi besi ortammm pH degeri 7.00 olarak ayarlanmustir.
Mikroalg kilturleri 802 pumol foton/m?/s 1sik siddetine sahip led ampiiller kullanilarak
24 saat sure ile aydmlatilmustir. Isik siddeti LI-COR marka L1-1500 model 151k sensorii
kullanilarak ol¢tilmiistiir. Kultlr ortammin sicakhigi 25+2 °C olacak sekilde sabit
tutulmustur. Siv1 kiiltiirlere hava beslemesi (2.4 L/dk) hava pompast ile saglanmustir. Sivi

kalturlerin 750 nm'deki [124] absorbanslart UV-VIS yardimiyla giin asir1 olglilmiistiir.
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Stok kdilturleri glin icerisinde 2-3 defaelle galkalama islemi yapilarak mikroalg kiitlesinin

dibe ¢okmesi engellenmistir. Kiiltiirler durgunluk fazina ulastiklarinda yenilenmistir.

3.3. Analitik Yontemler

3.3.1. pH Ol¢limii

Kiiltiir ortamlarmin pH kontrolii baslangigta ve yetistirme periyodu boyunca WTW
ProfiLine pH/Cond 3320 pH metre kullanilarak giin asir1 yapilmustir.

3.3.2. Hiicre Saymm

Birim hacimdeki (htucre/mL) Chlorella vulgaris biyolojik kdtlesini tespit etmek ve
kontaminasyonu kontrol altinda tutmak ic¢in tim Kiltir gruplarinin hiicre yogunlugu
Thoma (Neubauer) lami kullanilarak Leica marka DM2000 model 151k mikroskobu

altinda gun asir1 tespit edilmistir.
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Sekil 3.2. @) Thoma lami kullanilarak hiicre saymmi [125], b) C. vulgaris hucrelerinin
Thoma lamu tizerindeki mikroskop goruntleri (40X).

Mikroalg hucre konsantrasyonu i¢in Thoma lamindaki 25 kareden 5°i rastgele secilerek
her bir kare icin hicreler sayilir (Sekil 3.2a). Mikroalg kiiltiiriiniin hiicre yogunlugu
asagidaki denklem 3.1 kullanilarak hesaplanir:

Hiicre konsantrasyonu (hiicre/mL) = (N1+....+N5) /5 X 25 x 10,000  (denklem 3.1)
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3.3.3. Optik Yogunluk

Sivi kiiltiirlerin hiicresel biiylime oranlarini tespit etmek igin 750 nm'deki (OD7s0) [124]
optik yogunluklari, belirli zaman araliklarinda Hach DR 6000 UV-VIS spektrofotometre

kullanilarak giin asir1 dl¢tilmiistiir.

3.4. Mikroalg Kdulttrlerinin Hasat Edilmesi

Mikroalg kulttrlerinde logaritmik evrenin sona ermesi ve duraklama evresinin takip
edilmesi optik yogunluk degerleri Olglilerek gergeklestirilmistir. Durgun faza ulasan
mikroalgler, 50 ml falcon tiiplerine aktarilarak 6000 rpm, 4 °C’de 10 dk sure ile
santrifiijlenerek hasat edilmistir. Hasat islemi Nive marka NF 200 model santrifij
kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 3.3b).

Sekil 3.3. a) Hasat edilen C. vulgaris biyokiitlesi, b) Santrifiij cihaz1.

3.5. Mikroalglerin Kurutulmasi

Santrifijlenen biyokdtle sabit tartima ulasincaya kadar Telstar marka Cryodos model
liyofilizator (Sekil 3.4) kullanilarak -50 °C’de 24 saat boyunca kurutulmustur. Kuruyan

biyokitle -80 °C’de in-situ transesterifikasyon prosesi i¢cin muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.4. Liyofilizator.

3.6. Mikroalglerin Yag Miktarmnin Tayin Edilmesi

Yaklasik 1 g kuru mikroalg biyokutleleri 4 N HCI’de (20 ml) ve 70 °C’de kaynatilarak
filtre kagidinda siiziilmis, filtre kagitlart 1 saat boyunca etiivde bekletilmistir. Filtre
kagitlar1 tartilmig ve XT4 filtre torbasi igerisine konularak agzi yapistirilmistir.
Numuneler, 105 °C'ye ayarlanmis etiivde 3 saat bekletilmis ve tartimlari alimmustir. Filtre
torbalart yag tayin cihazina (ANKOM XT15) (Sekil 3.5) yerlestirilmis ve dietil eter ile
30 dakika ekstraksiyon yapilmistir. Ekstraksiyon islemi bittikten sonra, numuneler 105
°C'ye ayarlanmig etiivde 30 dakika daha bekletilmis ve tekrar tartim alinmistir. Tartimlar
arasindaki farktan, 3.2 numarali denklem kullanilarak ham yag icerigi hesaplanmistir:

([Filtre torbasimin agirhig (g) + Lipit (g)] — [Filtre torbasinin agirhigi]) ‘1

ini 0, =
Lipit (%) (Numune miktart)

00

(denklem 3.2)
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Sekil 3.5. Yag tayin ekstraksiyon cihazi.

3.7. In-situ Transesterifikasyon Prosesi

In-situ transesterifikasyon prosesi igin reaksiyon kosullari alkol:biyokiitle orani (v/w),
sicaklik, asit/baz katalizor konsantrasyonu (%) (biyokiitleye dayali) ve reaksiyon slresi
parametreleri igin literatiirden arastirilmis olup, her bir parametre igin en yiksek, en
diisiik ve orta nokta olmak iizere 3’er deger elde edilmis, toplamda 26 asit katalizor
(H2S04) ve 26 baz katalizér (NaOH) i¢in olmak (izere 52 deney seti elde edilmistir. Deney

seti parametreleri, in-situ transesterifikasyon reaksiyonunu optimize etmeyi amaglamistir.

In-situ transesterifikasyon prosesinin prosediiri Nguyen vd.’nin ¢aligmasindan [126]
modifiye edilmis ve reaksiyon asamalar1 Sekil 3.6°da gosterilimistir. Chlorella vulgaris
biyokditlesi (1 g), farkli konsantrasyonlarda (%10, %50 veya %100, sirasiyla biyokiitle
agirhgina gore) H2SO4 veya NaOH katalizort ve 5 ml, 20 ml veya 40 ml MeOH igeren
reaksiyon ortaminda 25°C, 45°C veya 60°C 'de 30, 90 veya 150 dakika boyunca
calkalamali su banyosunda (Sekil 3.7a) 200 rpm’de tepkimeye birakilmistir. Reaksiyon
tamamlandiktan sonra ¢6zelti 10 °C’de 5 dk siireyle sogumaya birakilmustir. Yag asidi
metil esteri ekstraksiyonu igin, soguyan reaksiyon karisimma 3 ml MeOH, 3 ml NaCl
(%10) ve 5 ml hekzan ilave edilerek 6000 rpm’de 10 dk boyunca santrifiij edilmis ve sulu
faz ile hekzan fazi ayrim saglanmustir. Ekstrakte edilen yag asidi metil esteri (biyodizel)
kompozisyonunun tespit edilmesi icin GC-FID’de analiz edilmek iizere viallere

aktarilmustir.
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+ MeOH ! Sogutma

(+ katalizor) 25-60°C 10°C, 5 dk Santrifij - a GCFID [FAE
—— —— | —— —_— ' —
Karistirma 30-150 dk +3 ml MeOH 600 | . s

+3 ml NaCl (%10) rpm, . (I
. 1+ 5mlHekzan  10dk Fami ;
19 Reaksiyon :
Chlorella karigimi (hiicre:
vulgaris kalintisi, yag ! Sulu
asidi esteri, faz
MeOH,
gliserol,
katalizor)
In-situ FAME FAME
Transesterifikasyon Ekstraksiyonu Analizi

Sekil 3.6. Chlorella vulgaris’in in-situ transesterifikasyon, FAME ekstraksiyonu ve GC-

FID ile FAME bilesen analizi prosedir.

Sekil 3.7. a) Calkalamali su banyosu, b) Rotary evaporator

FAME verimini hesaplamak amaciyla, santrifiij islemi sonrasinda biyokiitleyi
uzaklastirmak i¢in numune filtre edilmistir. Reaksiyon karisimi ayirma hunisine
aktarllmis ve distile su ile hekzan kullanilarak yikanmustir. Ekstrakte edilen FAME,
hekzan ile ¢ kez yikanmig ve fazla suyu uzaklastirmak i¢in sodyum siilfat anhidrus
(Na2S0a) eklenmistir. Hekzan fazi buharlastirilmadan 6nce, numune kabi tartilmistir. Son
olarak, FAME Kkiitlesini belirlemek amaciyla rotary evaporator (Sekil 3.7b) kullanilarak
hekzan buharlastirilmistir. Biyodizel (FAME) tiretim verimliligi denklem 3.3 kullanilarak

hesaplanmustir:

L o Biyodizel (FAME) miktar1 (g)
Biyodizel (FAME) verimi (%) = — - — x 100
Mikroalg miktar1 (g) X Lipit icerigi (%)

(denklem 3.3)
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3.8. Biyodizelin Yag Asidi Kompozisyonunun GC-FID ile Belirlenmesi

Elde edilen biyodizelin (FAME) igerikleri ve miktari, Thermo Focus GC kullanilarak
dogrulanmistir. GC cihazi, bir FID dedektoriive 0.25 um film kalinhigr ile 0.32 mm i¢
capli, 50 m uzunlugunda bir kolondan olusmaktadir. Dedektor sicakligi 250°C olup,
ayirma orani 1:10'dur. Kolon sicakhigi, 5 dakika boyunca 140°C'de tutulmus, ardindan
4°C/dakika hizla 200°C'ye ve sonra 1°C/dakika hizla 220°C'ye sitilmistir. GC-FID'nin
tastyict gazi olarak helyum kullanilmustir. In-situ transesterifikasyon iglemi sonrasi
viallere aktarllan FAME numuneleri, kolon hazir hale geldikten sonra GC’ye
yerlestirilmistir. Zirveleri tanimlayabilmek i¢in standart olarak 37 komponentli FAME
(Supelco  FAME-37) karnigimi  kullanilmistir.  Zirveler, standart metil esterlerin

izomerlerinin tutulma siireleri ile ayirt edilmistir.

3.9. Biyodizelin Kimyasal Kompozisyonunun FTIR ile Belirlenmesi

Biyodizelin yapisal karakterizasyonu, fonskiyonel gruplarin ve ester igeriginin
anlasilmasi icin FTIR spektroskopisi kullanilarak analiz edilmistir. FTIR analizi,
biyodizel numuneleri icin Hacettepe Universitesi Kimya Miihendisligi Bolimi, Merkezi
Arastirma Laboratuvari’nda bulunan Thermo Fisher Scientific, Nicolet 6700 cihazi
kullanilarak 4000-400 cm! spektral araliginda gergeklestirilmis ve FTIR spektrumlari

elde edilmistir.

3.10. In-Situ Transesterifikasyon Parametrelerinin RSM ile Optimizasyonu

Optimum kosullar1 elde etmek icin Design-Expert yazilimi kullanilarak merkezi
kompozit tasarima (Central Composite Design - CCD) dayali, indirgenmis kuadratik
modele sahip yanit ylizey metodolojisi (RSM), (+1), (0), (-1) Ug seviyeli-dort faktorle
(MeOH:biyokiitle orani, sicaklik, asit veya baz KkatalizOr konsantrasyonu (%) ve
reaksiyon suresi) 52 deney seti kullanilarak gergeklestirilmistir.  Optimizasyon
caligmasinda R1(C18:1 igerigi (%)) ve R3 (C16+C18 toplam alan1) yanitlarin1 maksimize
eden, R2 (C18:2+C18:3 igerigi (%)) yanitin1 minimize eden bir metodoloji kullanilmustir.
Parametrelerin polinom modelleri varyans analizi (ANOVA) kullanilarak yapilmustir.
Modelin uygunlugu ANOVA analizi sonuglari; Fisher test degeri (F degeri), regresyon
katsayis1 (R?), degerlerine gore; anlamhilik seviyeleri %95 giiven aralifinda

degerlendirilmistir
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4.1. In-situ Transesterifikasyon Prosesi Deneysel Sonuclari

4. SONUCLAR VE TARTISMA

Yapilan ¢alismada Chlorella vulgaris biyokiitlesi (1 g), farkli konsantrasyonlarda (%10,

%50 veya %100, biyokiitle agirhigina gore) H2SO4 veya NaOH iceren 5 ml, 20 ml veya
40 ml (viw) MeOH:biyokiitle ilave edilerek 25°C, 45°C veya 60°C 'de 30, 90 veya 150
dakika boyunca calkalamali su banyosunda 200 rpm’de tepkimeye birakilmistir. Cizelge
4.1°de H2SO4 katalizoru kullanilan, Cizelge 4.2°de NaOH Katalizoéri kullanilan in-situ
transesterifikasyon prosesi sonuglari; faktérler MeOH:biyokiitle orani, sicaklik, asit
konsantrasyonu (%), sure ve yanitlar C18:1 (%), C18:2+C18 (%) ve C16+C18 toplam

alan1 i¢in sunulmustur.

Cizelge 4.1. H2SOg4 katalizori kullanilan in-situ transesterifikasyon deney sonuglari.

Faktor 1 Faktor 2 Faktor3 Faktor4 Yamtl Yamt?2 Yamt 3
(R1) (R2) (R3)
Run A:alkol B:sicaklk — C:asit D:zaman C18:1 C182+ C16+C18
C18:3 (Toplam
Alan)
ml °C % dk % %

1 40 45 100 90 42,93 1,96 2267537620

2 20 45 10 30 29,09 40,5 41641977.13

3 20 25 50 30 49,71 9,01 3894514131

4 5 60 50 90 46,54 2,45 1723504208

5 20 60 10 90 24,09 44,62 1090586397

6 20 25 100 90 47,94 6,39 912487969.1

7 20 60 50 30 46,44 4,31 862918637.4

8 5 25 50 90 45,98 8,47 287632645

9 5 45 100 90 46,86 2,52 1376618536
10 20 45 10 150 42,61 23,12  36959214.49
11 40 45 50 150 46,83 2,96 1157240158
12 40 25 50 90 29,1 1,13 398379835.6
13 5 45 10 90 35,47 33,34  32779064.19
14 20 60 50 150 46,05 2,62 1230243801
15 20 45 50 90 47,01 4,14 1240857492
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16 5 45 50 150 46,11 2,54 1715707415

17 40 45 50 30 26,52 2,27 186331186.3
18 20 60 100 90 46,22 2,39 593799814.4
19 40 45 10 90 43,2 12,54  18554646.79
20 20 45 100 30 47,14 4,76 1123074348
21 40 60 50 90 46,05 2,717 743898969.9
22 5 45 50 30 46,88 6,1 776690698.3
23 20 25 50 150 48,29 6,41 678086996
24 20 45 100 150 46,27 2,38 2045368845
25 20 25 10 90 31,36 34,22  48750932.8
26 20 45 50 90 46,84 4,55 1119580593

Cizelge 4.1°deki H2SO4 katalizor kullanilan in-situ transesterifikasyon sonuglarma gore
yuksek asit konsantrasyonunun (%) (katalizor:biyokutle) genellikle biyodizel igeriginin
C16+C18 toplam alanmi arttirirken, C18:2+C18:3 (%) igerigini distrdiigi tespit
edilmistir. Disiik asit konsantrasyonunun C18:2+C18:3 (%) icerigini arttirdigi
gbzlemlenmistir. Genellikle yiiksek alkol seviyelerinden (40 ml) diisiik alkol seviyelerine

(5 ml) dogru C18:1 (%) igerigi artma egilimindedir.

Cizelge 4.2’deki NaOH katalizor kullanilan in-situ transesterifikasyon sonuglarma gore
dusiik alkol:biyokiitle orani biyodizel kompozisyonunda diisik C18:1 (%) igerigi ve
yuksek C18:2+C18:3 (%) icerigi ile iliskili bulunmustur. Sicaklik faktoriiniin de alkol
orani ile benzer sekilde C18:1 (%) igerigini disiirtirken C18:2+C18:3 (%) igerigini
arttirdig1 tespit edilmistir. Diisiik baz konsantrasyonu (%10) genellikle yiiksek C18:1 (%)
icerigi ve yiiksek toplam C16+C18 alani ile iliskilidir. Yiiksek baz konsantrasyonu
(%100) ise genellikle disiik toplam C16+C18 alani ile iligkilidir. Bu durumun
sabunlagma (saponifikasyon) reaksiyonunun gerceklesmesinden kaynaklandigi tahmin

edilmektedir.
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Cizelge 4.2. NaOH katalizoru kullanilan in-situ transesterifikasyon deney sonuglari.

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor4 Yamtl Yamt2 Yamt 3
(R1) (R2) (R3)
Run  Aalkol B:sicaklik  C:baz D:zaman C18:1 C18:2+ C1l6+C18
Cc18:3 (Toplam
Alan)
ml °C % dk % %

1 40 45 100 90 46,98 5,62 649056724.1

2 20 45 10 30 48,03 4,81 1715788807

3 20 25 50 30 47,23 6,35 1288941925

4 5 60 50 90 0,29 97,09 128821292.4

5 20 60 10 90 44,86 11,56 9464482321

6 20 25 100 90 45,31 10,56  573393377.4

7 20 60 50 30 44,52 13,15 703705612

8 5 25 50 90 20,08 55,01  149776741.9

9 5 45 100 90 - 95,58 81518188.27
10 20 45 10 150 47,38 6,76 1722763806
11 40 45 50 150 47,97 4,79 1174607527
12 40 25 50 90 47,41 3,24 1677556701
13 5 45 10 90 44,8 11,13 1231342765
14 20 60 50 150 11,0 77,17 100681382.6
15 20 45 50 90 45,2 11,76 824697783
16 5 45 50 150 0,64 96,84 120133761.3
17 40 45 50 30 47,09 3,61 1367392794
18 20 60 100 90 0,33 96,47  55777900.7
19 40 45 10 90 46,84 4,02 1384474917
20 20 45 100 30 43,11 15,44  386353258.3
21 40 60 50 90 47,22 6,28 772529442.4
22 5 45 50 30 8,76 80,3  131505428.1
23 20 25 50 150 46,66 8,17 1319830963
24 20 45 100 150 2,83 92,06 92048248.34
25 20 25 10 90 47,84 6,29 1562559523
26 20 45 50 90 45,69 10,93  955666363.2
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4.2. In-situ Transesterifikasyon Parametrelerinin RSM Optimizasyonu

Biyodizel dretiminin optimum in-situ transesterifikasyon kosullarin1 belirlemek igin
Design Expert yazilimi kullanilarak ¢ seviyeli-dort faktor merkezi kompozit tasarimi 52
deney setinin sonuglarina gore uygulanmistir. In-situ transesterifikasyon parametrelerinin
(alkol:biyokiitle orani, sicaklik, asit/baz katalizor konsantrasyonu (%) ve reaksiyon
siiresi) ve bunlarin etkilesimlerinin  yanit parametreleri (R1: C18:1 igerigi (%),
R2: C18:2+C18:3 igerigi (%) ve R3: C16+C18 toplami Uzerindeki etkilerini belirlemek
icin ANOV A kullanilmistir. Analiz sonucunda kuadratik model denklemleri 6nerilmistir.
Ug seviyeli faktoriyel optimizasyon icin tasarlanan faktorlerin yiiksek (+1), orta (0) ve
disiik (-1) degerleri asit katalizor kullanilan in-situ transesterifikasyon igin Cizelge 4.3'de
sunulmaktadir.
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Cizelge 4.3. Asit katalizor (H2SO4) i¢in {i¢ seviyeli faktoriyel tasarima dayali faktor ve yanitlarin kodlanmug ve elde edilmis degerleri.

Faktorler Birim Minimum Maksimum Coded Low Coded High Ortalama Standart Sapma
Ac:alkol ml 5,00 40,00 -1+ 5,00 +1 < 40,00 21,15 12,19
B:sicaklik °C 25,00 60,00 -1 < 25,00 +1 < 60,00 43,85 12,19
C:asit % 10,00 100,00 -1 10,00 +1 «» 100,00 52,31 31,28
D:zaman dk 30,00 150,00 -1 < 30,00 +1 <> 150,00 90,00 41,57

Yamtlar Birim Analiz Minimum Maksimum | Standart Sapma | Transform Model
R1:C18:1 (%) Polynomial 24,09 49,71 7,67 Base 10 Log | Indirgenmis kuadratik
R2: C18:2+C18:3 (%) Polynomial 1,13 44,62 13,04 Base 10 Log | Indirgenmis kuadratik
R3: C16+C18 a.L. Polynomial | 1,09050E+07 | 2,26754E+09 | 6,642E+08 | Base10Log | Indirgenmis kuadratik

(Toplam Alan)
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Alkol:biyokiitle oran1 (v/w), sicaklik, asit katalizor konsantrasyonu (%) (agirlik¢a) ve
reaksiyon suresi parametrelerinin C18:1 (%) igerigi yanit1 Uzerindeki etkileri Cizelge

4.4°de sunulmustur.

Cizelge 4.4. Asit katalizor kullanilan in-situ transesterifikasyon prosesi icin C18:1 (%)

icerigine iligkin etkilesim parametrelerinin ANOV A sonuglari.

Kareler Desorpsiyon Kareler o . . .

Kaynak Toplam Fakt%r)l'lj Ortalamasi F-degeri | p-degeri
Model 0,1380 9 0,0153 3,40 0,0160
A-alkol 0,0202 1 0,0202 4,48 0,0503
B-sicaklik 0,0009 1 0,0009 0,1960 0,6639
C-asit 0,0514 1 0,0514 11,39 0,0039
D-zaman 0,0141 1 0,0141 3,12 0,0965
AB 0,0133 1 0,0133 2,94 0,1058
AC 0,0038 1 0,0038 0,8498 0,3703
AD 0,0179 1 0,0179 3,96 0,0639
CD 0,0071 1 0,0071 1,57 0,2283
C2 0,0175 1 0,0175 3,87 0,0666

Asit katalizor sistemi ile, biyodizel igerigindeki C18:1 (%) yanit1 igcin 6ngoérilen model

asagidaki gibidir. RSM iliskisine ait 3D model grafikleri Sekil 4.1°de incelenmistir.

Biyodizel C18:1 (%) icerigi = +1,64445 - 0,013823Xalkol - 0,003679%sscakiik +0,006619Xasi
+ 0,000013Xzaman + 0,000186XaikoiXsicakiik = 0,000039XaikoiXasit + 0,000063XalkolXzaman -
0,000016Xasithaman + 0,000026X2asit

(R2=0.81, p= 0,0160)

Sekil 4.1’deki yanit yilizey grafikleri, reaksiyon parametrelerinin ayni anda nasil
etkilestigini ve biyodizel igerigindeki C18:1 yiizdesi lizerinde nasil bir etkiye sahip
oldugunu gostermektedir. Sekil 4.1b’deki alkol-asit konsantrasyonu iligskisi C18:1 (%)
iceriginin diisik alkol:biyokitle oran1 ve yiiksek asit konsantrasyonunda arttigini

gostermektedir.
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Sekil 4.1. Asit katalizoér kullanilan in-situ transesterifikasyon kosullarnda FAME C18:1
icerigi (%) yanit yiizey grafikleri. a) alkol-sicaklik iligkisi, b) alkol-asit konsantrasyonu
iliskisi, c) alkol-zaman iliskisi, d) asit konsantrasyonu-zaman iliskisine ait yanit ylizey

grafikleri.

Asit katalizor kullanilan in-situ transesterifikasyon proses parametrelerinin C18:2

+C18:3 (%) igerigi yanit1 lizerindeki etkileri Cizelge 4.5’de sunulmustur.

Cizelge 4.5. Asit katalizor kullanilan in-situ transesterifikasyon prosesi icin C18:2+C18:3

(%) icerigine iliskin etkilesim parametrelerinin ANOV A sonuglar1.

Kareler Desorpsiyon Kareler I S
Kaynak Toplami Fakt% r)l'/J Ortalamasi F-degeri | p-degeri
Model 5,02 9 0,5572 60,91 <0.0001
A-alkol 0,2968 1 0,2968 32,44 | <0.0001
B-sicaklik 0,0671 1 0,0671 7,33 0,0155
C-asit 2,69 1 2,69 293,98 | <0.0001
D-zaman 0,0859 1 0,0859 9,39 0,0074
AB 0,2431 1 0,2431 26,57 <0.0001
AC 0,0246 1 0,0246 2,69 0,1204
AD 0,0651 1 0,0651 7,12 0,0169
A? 0,2075 1 0,2075 22,68 0,0002
C2 1,06 1 1,06 115,41 | <0.0001
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Asit katalizor sistemi ile, biyodizel igerigindeki C18:2+C18:3 (%) yanit1 i¢in éngorilen
model asagidaki gibidir. RSM iliskisine ait 3D model grafikleri Sekil 4.2°de

incelenmistir.

Biyodizel (C18:2+C18:3) (%) igerigi = +3,16098 - 0,031381Xaikol - 0,022178Xsicakik -
0,035851Xasit - 0,004144Xzaman + 0,000794Xa|ko|X51cak11k + 0,000099Xa|ko|Xasit +
0,000lZlXaIkoIXzaman - 0,000618X2alko| + 0,000209X2asit

(R2=0.97, p < 0.0001)
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Sekil 4.2. C18:2+C18:3 (%) icin a) alkol-asit konsantrasyonu iliskisine, b) alkol-sicaklik

iliskisine, c) alkol-zaman iliskisine ait yanit yiizey grafikleri.

Sekil 4.2°deki yanit yiizey grafikleri, reaksiyon parametrelerinin ayni anda nasil
etkilestigini ve biyodizel icerigindeki C18:2+C18:3 yiizdesi ilizerinde nasil bir etkiye
sahip oldugunu gostermektedir. Sekil 4.2a’ya gore diisiik asit konsantrasyonlar1 biyodizel
kompozisyonundaki ¢oklu doymamis yag asitleri C18:2+ C18:3’nin artmasma sebep

olmaktadr.
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Alkol:biyokiitle orani, sicaklik, asit katalizor konsantrasyonu ve reaksiyon siiresi
parametrelerinin  C16+C18 toplam alan yanit1 {izerindeki etkileri Cizelge 4.6’da

sunulmustur.

Cizelge 4.6. Asit katalizor kullanilan in-situ transesterifikasyon prosesi icin C16+C18

icerigine iligkin etkilesim parametrelerinin ANOV A sonuglari.

Kareler Desorpsiyon Kareler < S

Kaynak Toplamm Faktori Ortalamasi F-degeri | p-degeri

Model 11,27 10 1,13 19,47 | <0.0001
A-alkol 0,0605 1 0,0605 1,05 0,3227
B-sicaklik 0,0490 1 0,0490 0,8456 0,3724

C-asit 7,82 1 7,82 135,07 | <0.0001
D-zaman 0,2898 1 0,2898 5,01 0,0409
AB 0,0423 1 0,0423 0,7300 0,4063
AC 0,0767 1 0,0767 1,32 0,2678
AD 0,0689 1 0,0689 1,19 0,2925
BC 0,0352 1 0,0352 0,6075 0,4479
B2 0,1513 1 0,1513 2,61 0,1268

2 3,25 1 3,25 56,20 | <0.0001

Asit katalizor sistemi ile, biyodizel i¢erigindeki C16+C18 total alan1 yanit1 igin 6dng0rilen
model asagidaki gibidir. RSM iliskisine ait 3D model grafikleri Sekil 4.3’de

incelenmistir.

Biyodizel igeriginin C16+C18 total alan1 = +6,10646 - 0,010793Xaikol + 0,049591Xs,cakik
+ 0,049823xasit — 0,000169Xzaman- 0,000331XaikolXsicakik + 0,000174XalkoiXasit =+
0,000124XalkoIXzaman + 0,000118 XasitXsicaklik + 0,000528X251cak11k '0,000367 Xzasit

(R=0.94, p < 0.0001)

Sekil 4.3’deki yanit ylizey grafikleri, reaksiyon parametrelerinin ayni anda nasil
etkilestigini ve biyodizel icerigindeki C16+C18 toplam alani iizerinde nasil bir etkiye

sahip oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.3. C16+C18 toplam alani1 icin; a) alkol-sicaklik iliskisine, b) alkol-asit
konsantrasyonu iligkisine, c) alkol-zaman iligkisine, d) sicaklik-asit konsantrasyonu

iliskisine ait yanit ylizey grafikleri.

Model yanitlar i¢in anlamli olup, R1, R2 ve R3 yanitlar i¢in H2SO4 katalizorii varliginda
en gucli etkiye sahip faktorln asit konsantrasyonu (%) oldugu ANOV A sonuglarina gére
tespit edilmistir. Asit konsantrasyonu (%) (p-degeri < 0.0001) ve alkol:biyokutle orani
(p-degeri < 0.0001) faktorleri ANOV A sonuglarina gére R2 yaniti, biyodizel igerigindeki
C18’in ¢coklu doymamis yag asitleri (C18:2 + C18:3) (%) tizerinde en 6nemli etkiye sahip
olmak tizere (Cizelge 4.5) sicaklik (°C) (p-degeri = 0,0155) ve zaman (dk) faktérunin de
(p-degeri = 0,0074) R2 yanit1 Uzerinde etkiye sahip oldugu gorulmektedir. Asit
konsantrasyonu (%) faktorl (p-degeri < 0.0001) R3 yanit1, yiiksek C16+C18 igerigine
sahip biyodizel olusumunda giiglii bir etkiye sahiptir (Cizelge 4.6).

Uc seviyeli faktoriyel optimizasyon icin tasarlanan faktorlerin yiiksek (+1), orta (0) ve
disiik (-1) degerleri baz katalizor kullanilan in-situ transesterifikasyon igin Cizelge 4.7'de
sunulmaktadir.
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Cizelge 4.7. Baz katalizor (NaOH) i¢in {i¢ seviyeli faktoriyel tasarima dayali faktor ve yanitlarin kodlanmis ve elde edilmis degerleri.

Faktorler

Birim Minimum Maksimum Coded Low Coded High Ortalama Standart Sapma

Ac:alkol ml 5,00 40,00 -1+ 5,00 +1 < 40,00 21,15 12,19
B:sicaklik °C 25,00 60,00 -1 < 25,00 +1 < 60,00 43,85 12,19
C:baz % 10,00 100,00 -1 10,00 +1 «» 100,00 52,31 31,28
D:zaman dk 30,00 150,00 -1 < 30,00 +1 <> 150,00 90,00 41,57

Yamtlar Birim Analiz Minimum Maksimum | Standart Sapma | Transform Model
R1:C18:1 (%) Polynomial 0,29 48,03 18,77 Natural Log | Indirgenmis kuadratik
R2: C18:2+C18:3 (%) Polynomial 3,24 97,09 37,80 Base 10 Log | Indirgenmis kuadratik
(Rl'?z):p(l:alrg-fliﬁ) au, Polynomial | 557779E+07 | 1,72276E+09 |  6,050E+08 | Natural Log | indirgenmis kuadratik
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Alkol:biyokiitle orani, sicaklik, baz katalizor konsantrasyonu (%) ve reaksiyon siresi

parametrelerinin C18:1 (%) icerigi yanit1 lizerindeki etkileri Cizelge 4.8’de sunulmustur.

Cizelge 4.8. Baz katalizor kullanilan in-situ transesterifikasyon prosesi icin C18:1 (%)

icerigine iligkin etkilesim parametrelerinin ANOV A sonuglari.

Kareler Desorpsiyon Kareler .. . .

Kaynak Toplam Fakfbrxl'lJ' Ortalamasi F-degeri | p-degeri
Model 57,86 11 5,26 10,80 <0.0001
A-alkol 20,10 1 20,10 41,28 <0.0001
B-sicaklik 8,66 1 8,66 17,79 0,0010
C-baz 8,24 1 8,24 16,92 0,0012
D-zaman 2,99 1 2,99 6,14 0,0277
AB 4,02 1 4,02 8,26 0,0130
AC 4,81 1 4,81 9,89 0,0078
AD 1,64 1 1,64 3,37 0,0892
BC 5,96 1 5,96 12,24 0,0039
BD 0,5613 1 0,5613 1,15 0,3025
CD 1,87 1 1,87 3,83 0,0721
A? 5,65 1 5,55 11,40 0,0050

Baz katalizor sistemi ile, biyodizel igerigindeki C18:1 (%) yanit1 icin 6ngoriilen model

asagidaki gibidir. RSM iligkisine ait 3D model grafikleri Sekil 4.4’de incelenmistir.

In(ClSl) = +4,00738 - 0,051672Xa|k0| - 0,005776X31cak11k + 0,030719Xbaz +
0,006667Xzamant 0,003232XalkolXsicakik + 0,001663XalkoiXbaz + 0,000606XaikolXzaman -
0,001534XbaZX51cakhk - 0,000354Xzamanxslcakhk - 0,000252 XbazXzaman '0,003290X2alko|

(R2=0.91, p < 0.0001)

Sekil 4.4’deki yanit yiizey grafikleri, reaksiyon parametrelerinin ayni anda nasil
etkilestigini ve biyodizel i¢erigindeki C18:1 (%) tizerinde nasil bir etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. Grafikler tim parametrelerin C18:1 (%) igerigi tizerinde etkisi oldugunu
gostermektedir. Sekil 4.4d grafigi yiiksek sicaklik ve baz konsantrasyonunun C18:1 (%)
icerigini azalttigini ifade etmektedir. ANOVA sonuglarina gore (Cizelge 4.8) reaksiyon
stresinin C18:1 (%) tizerindeki en az etkili faktor oldugu bilinmekle birlikte Sekil 4.4f
baz konsantrasyonu ve reaksiyon siiresi arttikca C18:1 (%) iceriginin azaldigm ifade

etmektedir.
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Bsicakhk (°C)  Dzaman(dk) ~ ~  Cbaz (%)

() n

D:zaman (dk)

Sekil 4.4. C18:1 yiizde degeri i¢in a) sicaklik-alkol iliskisine, b) baz konsantrasyonu-alkol
iliskisine, c) zaman-alkol iligkisine, d)baz konsantrasyonu-sicaklik iligskisine, €) zaman-
sicaklik iliskisine ve (f) zaman-baz konsantrasyonu iliskisine ait yanit ylizey grafikleri.

Alkol:biyokiitle orani, sicaklik, baz katalizor konsantrasyonu ve reaksiyon slresi
parametrelerinin  C18:2+C18:3 (%) igerigi yanit1 lizerindeki etkileri Cizelge 4.9’da

sunulmustur.
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Cizelge 4.9. Baz katalizor kullanilan in-situ transesterifikasyon prosesi igin C18:2+C18:3

(%) icerigine iliskin etkilesim parametrelerinin ANOV A sonuglart.

Kareler Desorpsiyon Kareler o . . .

Kaynak Toplam Fakt%r)ilj Ortalamasi F-degeri | p-degeri

Model 6,65 10 0,6651 21,71 <0.0001

A-alkol 3,92 1 3,92 127,88 | <0.0001

B-sicaklik 0,8462 1 0,8462 27,63 <0.0001

C-baz 0,9229 1 0,9229 30,13 <0.0001
D-zaman 0,3109 1 0,3109 10,15 0,0061
AC 0,1430 1 0,1430 4,67 0,0473
BC 0,1351 1 0,1351 4,41 0,0530
BD 0,0966 1 0,0966 3,15 0,0961
CD 0,1056 1 0,1056 3,45 0,0831
A? 0,1376 1 0,1376 4,49 0,0511
B2 0,0830 1 0,0830 2,71 0,1206

Baz katalizor sistemi ile, biyodizel igerigindeki C18:2+C18:3 yanit1 ig¢in 6ngorulen model

asagidaki gibidir. RSM iliskisine ait 3D model grafikleri Sekil 4.5’de incelenmistir.

10g10(C18:2+C18:3) = + 2,57555 - 0,043868Xalkol - 0,043868Xscakik - 0,003554Xpa; -
0,006803%zaman - 0,000238XalkoiXbaz + 0,000231XbazXsicakik + 0,000147XzamanXsicaklik -
0,000252 XpazXzaman +0,000504%2a1kol + 0,000391X % caklik

(R2=0.94, p < 0.0001)

Sekil 4.5’deki yanit yiizey grafikleri, reaksiyon parametrelerinin ayni anda nasil
etkilestigini ve biyodizel igerigindeki C18:2+ C18:3 (%) iizerinde nasil bir etkiye sahip
oldugunu gostermektedir. Sekil 4.5a diisiik alkol:biyokiitle oran1i ve yliksek baz
konsantrasyonunda biyodizel igerigindeki ¢oklu doymamus yag asitleri yiizdesinin
arttigin1 gostermektedir. Sekil 4.5b sicaklik ve baz konsantrasyonu arttikca C18:2+ C18:3
(%) igeriginin arttigini ifade etmektedir. Sekil 4.5¢ grafigi yiiksek sicaklik ve reaksiyon
stirelerinde C18:2+ C18:3 (%) igeriginin arttigin1 gostermektedir. Sekil 4.5d yanit yiizey
grafigi reaksiyon siiresi ve baz konsantrasyonu arttikca C18:2+ C18:3 (%) iceriginin

arttigini gostermektedir.
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Sekil 4.5. C18:2+C18:3 yiizde degeri i¢in a) alkol- baz konsantrasyonu iligkisine, b) baz
konsantrasyonu-sicaklik iligkisine, ¢) zaman-sicakhk iliskisine, d) zaman-baz

konsantrasyonu iliskisine ait yanit yiizey grafikleri.

Alkol:biyokiitle orani, sicaklik, baz katalizor konsantrasyonu ve reaksiyon siiresi
parametrelerinin  C16+C18 toplam alan yanit1 iizerindeki etkileri Cizelge 4.10’da

sunulmustur.

Cizelge 4.10. Baz katalizor kullanilan in-situ transesterifikasyon prosesi i¢in C16+C18

icerigine iligkin etkilesim parametrelerinin ANOV A sonuglari.

Kareler Desorpsiyon Kareler .. ..

Kaynak Toplam Fakt%ll)ilj Ortalamasi F-degeri | p-degeri
Model 28,99 9 3,22 7,71 0,0002
A-alkol 10,67 1 10,67 25,52 0,0001
B-sicaklik 7,11 1 7,11 17,02 0,0008
C-baz 6,72 1 6,72 16,08 0,0010
D-zaman 0,9182 1 0,9182 2,20 0,1577
AC 0,7588 1 0,7588 1,82 0,1966
BD 0,8507 1 0,8507 2,04 0,1728
CD 0,5247 1 0,5247 1,26 0,2790
A? 0,7308 1 0,7308 1,75 0,2046
B2 1,50 1 1,50 3,60 0,0759
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Baz katalizor sistemi ile, biyodizel i¢erigindeki C16+C18 totalalan1 yanit1 igin 6dngorilen
model asagidaki gibidir. RSM iliskisine ait 3D model grafikleri Sekil 4.6’da

incelenmistir.

In(C16+C18 total alan1)= + 17,20663 + 0,076436Xaikol + 0,136808Xs:cak1ik - 0,017089Xpez +
0,021179Xzaman + 0,000547XalkoiXbaz - 0,000436XzamanXsicakiik - 0,000134XpazXzaman -
0,001161x2aikol + 0,001665% % caklik

(R2=0.83, p = 0,0002)

Cl16+ C18 (Toplam Alan)
C16+ C18 (Toplam Alan)

C16+ C18 (Toplam Alan)

o %

Gl C:baz (%)

D:zaman (dk) @

Sekil 4.6. C16+C18 total alan1 i¢in, a) baz konsantrasyonu-alkol iligkisine, b) sicaklik-

zaman iligkisine, €) zaman-baz konsantrasyonu iliskisine ait yanit yizey grafikleri.

Sekil 4.6’daki yanit yiizey grafikleri, reaksiyon parametrelerinin ayni anda nasil
etkilestigini ve biyodizel igerigindeki C16+C18 toplam alani iizerinde nasil bir etkiye
sahip oldugunu gostermektedir. Sekil 4.6a diisiik alkol:biyokiitle oran1 ve diisiik baz
konsantrasyonunda C16+C18 toplam alanin arttigmm gostermektedir. Sekil 4.6b
grafiginden yiiksek sicaklik ve uzun reaksiyon sdresinin C16+C18 toplam alanmi
azalttigr goriilmektedir. Sekil 4.6¢ grafigi de reaksiyon siiresi ve baz konsantrasyonu

arttikca biyodizel icerigindeki C16+C18 toplam alaninin azaldigini ifade etmektedir.
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Model yanatlar i¢in anlamli olup, alkol:biyokiitle orani, baz konsantrasyonu (%), sicaklik
(°C) faktorlerinin R1, R2 ve R3 yanitlan {izerinde gucli etkiye sahip oldugu ANOVA
sonuglarma gore tespit edilmistir. Alkol:biyokutle oran1 R1 (p-degeri < 0.0001), R2 (p-
degeri < 0.0001), R3 (p-degeri = 0.0001) yanitlar i¢in en giiclii etkiye sahip faktordiir.
Doymamis yag asitleri (C18:2 + C18:3) (%) icerigi lizerinde alkol:biyokdtle orani, baz
konsantrasyonu (%), sicaklik (°C) faktorleri < 0.0001 p-degeriyle (Cizelge 4.9) 6nemli
etkiye sahiptir. R1 ve R2 yanitlari izerinde zaman (dk) faktoriinlin diger faktorlere gore
onemsiz derecede etkisi gortlmekte olup R3 yanit1 C16+C18 total alani {izerinde zaman
(dk) faktoruniin anlamh bir etkiye sahip olmadig tespit edilmistir (Cizelge 4.10).

4.3. RSM Kullanilarak Optimize Edilen In-situ Transesterifikasyon Kosullarinda
Uretilen Biyodizel Uriinleri icin GC-FID Analizi

Deney seti verilerine gore Design Expert yazilmmm RSM optimizasyonuna dayanan

deney kosullari ve yanitlar Cizelge 4.11°de sunulmustur.

Cizelge 4.11. Chlorella vulgaris mikroalginden biyodizel tretimi icin RSM kullanilarak

elde edilen optimum in-situ transesterifikasyon kosullar1 ve yanatlar.

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4 Yamtl (R1) Yamt2 (R2) Yamt3 (R3)

A:alkol  B:sicaklik C:asit D:zaman Ci18:1 C18:2 + Cl6 +C18
C18:3 (Toplam
Alan)
ml °C % dk % %
5 60 85 72 4971 1,40 2,09445E+09

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor4 Yamtl (R1) Yamt2 (R2) Yamt3 (R3)

A:alkol  B:sicaklik C:baz D:zaman C18:1 C18:2 + Cl6 +C18
C18:3 (Toplam
Alan)
ml °C % dk % %
39 36 58 64 48,46 3,03 1,75019E+09

Cizelge 4.11°de yer alan optimum in-situ transesterifikasyon sonuglarma goére deneyler
tekrarlanmis olup (n=4) GC-FID sonuglart H2SO4 ve NaOH Kkataliz0r igin sirasiyla
Cizelge 4.12 ve Cizelge 4.13’de verilmistir.
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Asit ve baz katalizor varliginda gerceklesen in-situ transesterifikasyon biyodizel
urdnlerinin GC-FID kromatogramlar1 Sekil 4.7 ve Sekil 4.8 gosterilmekte olup, her iki
kromatogramda da baskin metil ester pikleri C18:1 oleik asittir (~19.52. dakikada gelen
pikler). H2SO4 katalizorii kullanilarak optimum in-situ transesterifikasyon kosullarmda
elde edilen biyodizelin C18:1 igerigi (%49.52+0.11) NaOH katalizorii kullanilarak elde
edilen biyodizelin C18:1 igeriginden (%47.98+£0.09) vyuksek olup yanit yiizey
metodolojisine ait teorik sonuglar deney sonuglari ile uyumludur. FAME igerigindeki
toplam C16+C18 pik alan1 da asit katalizor varliginda baz katalizor performasindan
yuksektir. Doymamis yag asitleri C18:2 linoleik asit ve C18:3 linolenik asit igerigi NaOH
katalizor kullanilarak gergeklestirilen in-situ transesterifikasyon proses triinli biyodizel
iceriginde (%3.54+0.50) ve H2SO4 katalizorii kullanilan biyodizele gore (%1.80+0.31)

daha fazladur.

Biyodizel iiretim verimliligi H2SO4 katalizori kullanilarak —gerceklestirilen in-situ
transesterifikasyon prosesi igin %67.28 (yag oranina dayal)) ve NaOH KkatalizOr
kullanilarak gergeklestirilen in-situ transesterifikasyon prosesi icin %38.68 olarak
denklem 3.3’den hesaplanmistir. Nguyen vd. tarafindan yapilan ¢aligmada KOH
katalizor(i kullanilan in-situ transesterifikasyon ile Chlorella vulgaris’den biyodizel
verimi %70.5 iken H2SO4 katalizoru kullanilan proseste verim %94.6 bulunmustur [127].
Asit Kkatalizorlin in-situ transesterifikasyon prosesi icin baz katalizérden daha iyi
performans gosterdigi bu calismada da gozlenmistir. Baz katalizor kullanildiginda elde
edilen diisik biyodizel iiretim verimliligi transSesterifikasyon yerine sabunlagma

reaksiyonu gerceklesmesinden kaynaklanmaktadr.

Cizelge 4.12. H2SO4 kullanilarak optimum in-Situ transesterifikasyon kosullarmda

gergeklesen biyodizel iiretimi (n=4) GC-FID sonuglari.

Yanit1 Yamt2 Yanit 3

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4 (R1) (R2) (R3)

A:alkol  B:sicaklik C:asit D:zaman Cl18:1 Cl18:2+ Cl16+Cl18 FAME
C18:3 (Toplam  Verim’i
Alan)

ml °C % dk % % %

5 60 85 72 49,52 1,8 208830249 67,28
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Cizelge 4.13. NaOH kullanilarak optimum in-Situ transesterifikasyon kosullarinda

gergeklesen biyodizel tiretimi (n=4) GC-FID sonuglar.

Faktor 1 Faktor2 Faktor3 Faktor4 Yamtl Yamt?2 Yanit 3
(R1) (R2) (R3)

A:alkol  B:sicaklik C:baz D:zaman C18:1 C18:22+ Cl6+C18 FAME
C18:3 (Toplam Verim’i

Alan)

ml °C % dk % % %

39 36 58 64 47,98 3,54 174772987 38,68
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Sekil 4.7. H2SOq4 katalizoru varliginda optimum in-situ transesterifikasyon kosullarinda
(5:1 MeOH: biyokiitle oran1 (v/w), %85 katalizér, 60 °C, 72 dk) elde edilen FAME'in
GC-FID kromatogramu.
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Sekil 4.8. NaOH katalizorii varliginda optimum in-situ transesterifikasyon kosullarinda
(39:1 MeOH: biyokiitle oran1 (v/w), %58 katalizor, 36 °C, 64 dk) elde edilen FAME'in
GC-FID kromatogramu.

4.4. RSM Kullanilarak Optimize Edilen In-situ Transesterifikasyon Kosullarinda
Uretilen Biyodizel Uriinleri I¢in FTIR Analizi

Optimum in-situ  transesterifikasyon kosullarinda (Uretilen biyodizel icerigindeki
fonksiyonel gruplart ve esterlesme performansini incelemek amaciyla FAME

numunelerine FTIR analizi gergeklestirilmistir.

H2SO4 katalizor varhginda ve optimum in-situ transesterifikasyon kosullarinda elde
edilen biyodizele ait FTIR spektrumunda 1744.12 cm™ civarmdaki bant (C=0 titresimi)
gucli ester (metil ester) grubunu temsil etmektedir. Spektrumdaki 1044.90 cm™-1162.99
cm ! arahigindaki pikler alkoksi (C—O) gerilme titresiminden kaynaklanir. Spektrumdaki
2854.19 cm™ ve 2924.34 cm™ pikleri yag asidi metil esterinin metilen grubuna bagh
alkan (C—H) gerilme titresimi ile iliskilendirilebilir [128]. Sekil 4.9°’daki ~1456.85 cm?
civarindaki kiigiik pik, ester ile iligkili alken (C=C) bagma isaret etmektedir.
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Sekil 4.9. H2SOq4 katalizoru varliginda optimum in-situ transesterifikasyon kosullarinda
(5:1 metanol: biyokiitle oran1 (v/w), % 85 katalizér, 60 °C, 72 dk) elde edilen FAME'in
FTIR spektrumu.
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Sekil 4.10. NaOH katalizorii varliginda optimum in-situ transesterifikasyon kosullarinda
(39:1 metanol: biyokiitle oran1 (v/w), % 58 katalizor, 36 °C, 64 dk) elde edilen FAME'in
FTIR spektrumu.

NaOH Kkatalizor varhginda ve optimum in-situ transesterifikasyon kosullarinda elde
edilen biyodizele ait FTIR spektrumunda (Sekil 4.10) 1743.59 cm"’da civarindaki pik
karbonil (C=0) grubunun varhgmndan kaynaklanir. Spektrumdaki 1082.49 cm™-1270.60
cm ! araligindaki pikler (C—Q) gerilme titresiminden kaynaklanmaktadir. Sekil 4.10°daki
2923.97 cm "’ daki pik C-H gerilme titresimine ait olup trigliserit yapisinmn kirilmastyla
olusan alkan gruplarnin artigindan kaynaklanmaktadir. Sekil 4.10’daki 1379.81 cm™-
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145691 cm™ civarindaki kiigiik pikler ester ile iligkili alken (C=C) bagma isaret
etmektedir.

Her iki spektrumda yer alan 1744 cm™ civarindaki pikler ester gruplarmm varhigini net
bir sekilde gostermektedir. C-H ve C-O gerilme titresimlerinin varhigi, alkan zincirleri ve

ester gruplarinin biyodizel igeriginde bulundugunu ifade etmektedir.

4.5. Chlorella vulgaris’in Mikrobiyal Gelisimi ve Stok Kultir Kosullar

Chlorella vulgaris, laboratuvar 6lgekli fotobiyoreaktorlerde kontrollii kosullar altinda 19
giin boyunca yetistirilmistir. pH 0l¢tmleri 7.0 ve 10.6 arasinda degismis olup, 1 N HCI
ilave edilerek kontrol saglanmistir. Hiicre yogunlugu maksimum 111253333 hicre/mL
olarak olglilmiistiir (Sekil 4.11a).

) Chlorella vulgaris hticre konsantrasyonu b) Chilorella vulgaris optik yogunluk
a
1.5x108 2.0
_,1:25x10°% &
Q 1.5
£ a0 2
- =
> E
& 7.5%x107 2 1.0+
o D>
G 5x1074 o
= >
I < 0.5+
2.5%x107 B
(0]
0 T T T T T T T T T T 0.0 T T T T T T T T T T
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 1 3 5 7 9 11 13 15 17 19
Zaman (giin) Zaman (gln)
Chlorella vulgaris pH
©) 11.0
10.54
10.0
9.5+
T 9.0
8.5+
8.0
7.5
7.0

{3 5 7 9 11 13 15 17 19

Zaman (giin)
Sekil 4.11. a) Stok kulttrlerinin zamana bagl hiicre konsantrasyonu (hiicre/mL), b) Stok
kiltdrlerinin 750 nm’deki zamana bagh optik yogunluk degerleri, c) Stok kulturlerinin
zamana baglh pH degerleri.

54



4.6. Stok Kiiltiiriinde Yetistirilen Chlorella vulgaris’den Optimum In-situ
Transesterifikasyon Kosullarinda Uretilen Biyodizel Uriinleri icin GC-FID Analizi

BBM stok kiiltiir kosullarinda yetistirilen Chlorella vulgaris’den H2SO4 ve NaOH
katalizor kullanilarak optimum in-situ transesterifikasyon kosullarinda Uretilen biyodizel

tirlinlerinin FAME kompozisyonlar1 Cizelge 4.14’de sunulmustur.

Cizelge 4.14. BBM stok kdltiirtinde ¢ogaltilan Chlorella vulgaris mikroalginden H2SO4
ve NaOH katalizor kullanilarak optimum in-situ transesterifikasyon kosullarinda Gretilen

biyodizel iriinlerinin FAME kompozisyonlari.

Biyodizel Numuneleri Cl6:0 Ci16:1 C18:0 C18:1 C18:2 (C18:3
H,SO, katalizor 17,53 35,78 3,04 1,07 - 2,42
NaOH katalizor 18,79 30,89 3,46 0,95 6,61 1,74

Hazir olarak temin edilen ve yamit yiizey metodolojisi kullanilarak in-situ
transesterifikasyon kosullar1 optimize edilen Chlorella vulgaris biyokutlesinden Gretilen
FAME bilesimi yiksek C18 icerigine sahipken (Cizelge 4.12, Cizelge 4.13) BBM stok
kiiltiiriinde yetistirilen Chlorella vulgaris’den optimum kosullarda elde edilen FAME
bilesimi yuksek C16 icerigine sahipti. FAME karakteristigi arasindaki farkliligin
yetistirilme kosullarindan kaynaklandigi éngorilmektedir. Biyodizel icerigindeki C16 ve
C18’lerin uyumlu bir dagihm gostermesi ve C18:1 igeriginin yiiksek olmasi yakit
performanst ve oksidatif stabilite acisndan &nemlidir. Onceki ¢alismalar yag asidi
kompozisyonunun transesterifikasyon kosullarina bagli oldugu kadar mikroalglerin
kiltir kosullarma da (tuzluluk, isik dongiisii, karbon ve azot kaynaklari vb.) bagh
oldugunu gostermistir [129,130]. Salama vd. yaptigi c¢alismada Chlamydomonas
mexicana ve Scenedesmus obliquus tirlerinde tuz stresinin, C18:1 ve CI18:3 yag
asitlerinin  konsantrasyonunu arttirdigi tespit edilmistir [131]. Bir diger calismada
Auxenochlorella protothecoides’den elde edilen FAME kompozisyonu farkli Fe kaynagi
ve konsantrasyonlarinm kullanildig: kiiltiir ortamlar i¢in incelenmistir. Kiiltiir ortamima
eklenen 1.15 mM FeCls bilesiginin %78.5 ile en yiiksek doymus yag asidi oranina sahip
FAME iirettigi tespit edilmistir [132]. Tang vd. tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada
Chlorella minutissima turd igin 1s1ik kaynagi, yogunlugu ve N yoksunlugunun FAME
kompozisyonunu C16:0, C18:1, C18:2 ve C18:3 bakimindan etkiledigi ortaya konmustur
[133]. Biyodizel kalitesinin iyilestirilmesi igin in-situ transesterifikasyon kosullariyla

birlikte mikroalg kultir kosullarma da optimizasyon uygulanmasi gereklidir.
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5. YORUM

Chlorella vulgaris mikroalg tiriinden asit katalizérii (H2SO4) ve baz katalizori (NaOH)
kullanilarak in-situ transesterifikasyon yontemi ile biyodizel kalitesi optimize edilmis, in-
situ transesterifikasyon parametrelerinin FAME igerigine etkisi arastirilmistir. In-situ
transesterifikasyon parametrelerinin (alkol:biyokitle oran1 (v/w), sicaklik, asit/baz
katalizor konsantrasyonu (%) (biyokiitleye dayali) ve reaksiyon siresi) FAME
icerigindeki C18:1 (%), C18:2+C18:3 (%) ve toplam C16+C18 alan1 yanitlarina etkileri
ve etkilesimleri, 52 deneysel sonug¢ ve CCD’ye dayali RSM kullanilarak analiz edilmistir.
Calismada FAME igerigindeki C18:1 (%) ve toplam C16+C18 alanim1 maksimize
ederken C18:2+C18:3 (%) igerigini minimize etmeyi amaclayan CCD matrisine dayal

RSM uygulanmugtir.

H2S04 katalizorii igin optimum kosullar; alkol:biyokiitle oran1 5:1 (v/w), %85 agirlik¢a
katalizor konsantrasyonu, 60°C sicaklik ve 72 dakika reaksiyon siiresi olarak
belirlenmistir. Bu kosullarda, kuadratik yanit ylizey modelinden elde edilen teorik FAME
icerigi %49.71 oleik asit (C18:1), %1.40 linoleik asit (C18:2) + linolenik asit (C18:3) ve
2.09556E+09 C16+C18 toplam alan1 olarak hesaplanmis ve bu sonuglar deneysel
verilerle (%49.52+0.11 C18:1, %1.8+0.31 C18:2+C18:3 ve 2.08830E+09+1.70E+05
C16+C18 toplam alani) uyumlu bulunmustur. Bu kosullarda elde edilen FAME verimi
%67.28 olarak hesaplanmistir. Model proses parametrelerinden oleik asit (C18:1) (%)
icerigine en ¢ok etki eden parametrenin agirlikca H2SOas konsantrasyonu oldugunu,
C18:2+C18:3 (%) igerigi iizerinde etkili parametrelerin alkol:biyokditle orani ve H2SO4
konsantrasyonu oldugunu, toplam C16+C18 igeriginde en onemli parametrenin H2SO4

konsantrasyonu oldugunu gostermistir.

NaOH Kkatalizorli igin ise optimum kosullar; alkol:biyokiitle orant 39:1 (v/w), %58
katalizor konsantrasyonu, 36°C sicaklik ve 64 dakika reaksiyon siiresi olarak
belirlenmistir. Bu kosullarda, teorik FAME igerigi %48.46 C18:1, %3.03 C18:2+C18:3
ve 1.75019E+09 C16+CI18 toplam alani olarak hesaplanmis ve deneysel verilerle
(%47.98+0.09 C18:1, %3.54+0.50 C18:2+C18:3 ve 1.74773E+09+1.54E+05 C16+C18
toplam alani) uyumlu bulunmustur. Bu kosullarda elde edilen FAME verimliligi %38.68
olarak hesaplanmistir. FAME’in C18:1 (%) ve C18:2+C18:3 (%) igeriginde tum

56



parametreler etkili olup en 6nemli parametre alkol:biyokitle orani, toplam C16+C18
icerigi igin en Onemli parametre alkol:biyokiitle orani olup zamanin istatistiksel olarak
etkisi olmadig tespit edilmistir. H2SO4 katalizéri, FAME kompozisyonu ve reaksiyon

verimliligi agismdan NaOH katalizoriine gore daha iyi performans gostermistir.

Calismanmn ikinci asamasinda, farkli bir kaynaga ait Chlorella vulgaris biyokdtlesine
RSM kullanilarak elde edilen optimum in-situ transesterifikasyon kosullar1 uygulanarak
biyodizel elde edilmis ve bu iki farkl biyokiitle kaynagindan {iretilen FAME bilesimleri
karsilagtrlmustir. Ilk kaynaktan elde edilen biyodizel iiriinleri C18 yag asitleri acisindan
yiiksek igerige sahipken, ikinci kaynaktan elde edilen biyodizel iiriinlerinin C16 yag

asitleri acisindan yiiksek icerige sahip oldugu tespit edilmistir.

Bu c¢alisma, asit ve baz Kkatalizorlerin ve reaksiyon parametrelerinin in-situ
transesterifikasyon yontemiyle biyodizel iiretimindeki etkilerini karsilastirarak, optimum
kosullar1 belirlemeyi ve islem verimliligini yiiksek kalitede FAME kompozisyonu
bakimindan artirmayr hedeflemektedir. Daha Onceki caligmalar FAME miktarini
artirmaya yonelik olup bu c¢ahsmanm bulgulari, Chlorella vulgaris'den in-situ
transesterifikasyon yoluyla biyodizel tretiminde FAME kompozisyonunun Kalitesinde
artiy saglanmasinin optimizasyon yoluyla miimkiin olabilecegini vurgulamaktadir.
Calisma ayrica, gelecekteki aragtirmalarda istenilen yag asidi kompozisyonuna sahip
mikroalglerin {iretilebilmesi i¢in yetistirme asamasinda da optimizasyon uygulanmasini

Onermektedir.
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