FERMENTASYONLA ETANOL URETIMINDE
ETANOL VERIMIiNiN ARTTIRILMASI

Dilek SOYUDURU

YUKSEK LiSANS TEZi
KiMYA MUHENDISLIGi

GAZi UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

EYLUL 2007
ANKARA



il

Dilek SOYUDURU tarafindan hazirlanan FERMENTASYONLA ETANOL
URETIMINDE ETANOL VERIMININ ARTTIRILMASI adli bu tezin Yiiksek

Lisans tezi olarak uygun oldugunu onaylarim.

Prof. Dr. Miibeccel ERGUN
Tez Danigmani, Kimya Miithendisligi Anabilim Dali

Bu ¢alisma, jiirimiz tarafindan oy birligi ile Kimya Miihendisligi Anabilim Dalinda

Yiiksek Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Prof. Dr. Yavuz BEYATLI e
Biyoloji Boliimii, Gazi Universitesi

Prof. Dr. Miibeccel ERGUN
Kimya Miihendisligi, Gazi Universitesi

Prof.Dr. Canan CABBAR
Kimya Miihendisligi, Gazi Universitesi

Do¢. Dr. irfan AR
Kimya Miihendisligi, Gazi Universitesi

Prof. Dr. Nurdan SARACOGLU i,

Kimya Miihendisligi, Gazi Universitesi

Tarih: 14/ 09/ 2007

Bu tez ile G.U. Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu Yiiksek Lisans derecesini

onamistir.

Prof. Dr. Nermin ER T AN e,

Fen Bilimleri Enstitiisit Mudiirii



iii

TEZ BILDIRIMI
Tez i¢indeki biitiin bilgilerin etik davramis ve akademik kurallar cercevesinde elde

edilerek sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu

calismada orijinal olmayan her tiirlii kaynaga eksiksiz atif yapildigim bildiririm.

Dilek SOYUDURU



FERMENTASYONLA ETANOL URETIMINDE
ETANOL VERIMININ ARTTIRILMASI
(Yiiksek Lisans Tezi )

Dilek SOYUDURU

GAZi UNIVERITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

Eyliil 2007
OZET

Gelisen teknoloji, artan diinya niifusu, azalan petrol rezervleri ve maliyetin
yiikselmesiyle iilke ekonomisine dogrudan ve biiyiik katki saglamasi, ulusal
kaynaklarin korunmasi ve degerlendirilmesi acisindan fermentasyonla alkol
iiretimi giincellik kazanmistir. Bu nedenle etanol verimini arttiracak
fermentasyon Kkosullarimin belirlenmesi 6nem kazanmistir. Bu calismada
Saccharomyces cerevisiae mayas1 kullamlarak yapay melastan etanol
iiretiminde, fermentasyon ortamina eklenen maddelerin, etanol derisimi, etanol
yiizdesi ve iiretim hizi iizerine etkisi incelenmistir. Calisma iic asamada
yapilmistir. ilk asamada ortama etanol iiretimi iizerine olumlu etkileri
literatiirde belirlenmis olan zeolit NaY, montmorillonit (MNT) ve klinoptilolit
(KLN) baslangic pH degeri 4,5 ve degisen seker derisimi 200 ve 300 gL'1
degerlerinde ortama ilave edilmistir. Bu sartlar altinda ortama NaY
eklenmesiyle 200 gL'1 seker ve 15 gL'1 NaY iceren ortamda iiretim hizi
artmistir. Ortamda 10 gL'1 MNT bulunmasiyla, etanol derisimi artms, aym
zamanda 200 gL seker iceren ortamda maksimum derisime ulasmak icin gecen
siire azalmis ve etanol iiretim hiz1 % 16 oraminda artmstir. 5 gL'1 KLN varhg

etanol iiretim hizzim %50 oraminda artmistir. Calismanin ikinci asamasinda



fermentasyon ortamina aktif karbon, bentonit ve talk ilave edilmis, deneyler
100 gL'1 seker varh@ginda yapilmistir. 10 gL'1 bentonit varhiginda teorik verim
% 6 orammnda artmustir. 10 gL'1 aktif karbon varhginda en yiiksek verime
ulasmak icin gecen siire azalmistir. Talk ilavesi fermentasyonu olumsuz yonde
etkilemistir. Calismanin iiciincii boliimiinde, Box Wilson deneysel tasarim
yontemi kullanilarak Na, Ca ve Mg iyonlariin etanol fermentasyonunda kendi
aralarindaki etkilesiminin etanol verimine etkisi arastirnlmustir. Calisilan
derisim araliklarinda Na’un en diisiik (930mgL'l) , Ca’un orta (1515 mgL'l) ve
Mg’un orta (128 mgL'l) kodlanmis degerlerinde en yiiksek etanol derisimine
ulasilmistir. Na’un tek basina etkili oldugu, Mg ve Ca iyonlarmin birbirini

etkiledigi sonucuna varilmstir.
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Saccharomyces cerevisiae

Sayfa Adedi : 119
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ABSTRACT

The production of ethanol with the method of fermentation has gained great
impetus due to advancement in technology, the rapid increase in the world
population, the run out of petroleum fuels reserves in crust of earth, the
repercussions of the skyrocketing of costs in national economy and protection
and use of the national resources. That is why, the determination of conditions
that will increase the output efficiency of ethanol is necessary for reproduction
and development of microorganisms and the efforts being made on this subject
have great importance. The purpose of this study is to investigate the effects of
materials added to fermentation medium that is created by Saccharomyces
cerevisiae, on ethanol production, ethanol concentration, production rate and
pH. The study is executed in three steps. In the first step NaY, MNT and KLN
are added to medium with an initial pH value of 4,5. Under these circumstances,
adding 15 gL'1 NaY to fermentation medium containing 200 gL sugar,
production rate increased. When the medium contains 10 gL'1 MNT, the ethanol
concentration reached to maximum value in the existence of 200 gL'1 sugar, on
the otherhand the time required to reach to maximum concentration is
decreased. The ethanol production rate is increased by 16 percent. The presence
of 5 gL'1 KLN did not have any influence on ethanol concentration, but the
production rate is raised resulting in approximately %50. In the second stage,

active carbon, bentonite and talk are inserted into fermentation medium. The



vii

experiments were made with a fermentation medium which contains 100 gL
sugar. Presence of 10 gL' bentonite, yield increased %6, when 10 gL'1 active
carbon exists time that was required for reaching to maximum yield decreased.
The supplementation of talk adversely affected the fermentation. In the third
stage, we investigated the effect of change of Na, Ca and Mg ions on ethanol
yield. The maximum ethanol concentration level was reached at the lowest Na
concentration, the middle Ca concentration and the middle Mg concentration

for the coded values of 931mgL'1, 1515 mgL'l, 128 mgL'1 respectively.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada bazi simgeler ve kisaltmalar aciklamalariyla birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler

dx/dt

Ua
Xmax

Kisaltmalar

ATP
ADP
DNA
KLN
EYED

Aciklama

Biyokiitle icin spesifik tireme hiz1
Biyokiitle derisimi

Zaman

Ureme hizi

Spesifik 6liim hiz1 sabiti

Duragan faz biyokiitle derisimi
Korelasyon katsayis1
Parametrelerin kodlastirilmis degeri
Parametrelerin ortalama degeri
Parametrelerin gercek degeri
Parametrelerin adim araligi
Model terimleri

Sicaklik

Etanol derigimi

Kuru hiicre agirligi
Fermentasyon ortaminin hacmi
Model katsayilari

Serbestlik derecesi

Aciklama

Adenosin trifosfat
Adenosin difosfat
Deoksiriboniikleik asit
Klinoptilolit

En yiiksek etanol derigimi



Kisaltmalar

MNT
MSM
MSE
NAD
PGAL
RNA
SEM
SSE
SSM
SST

Aciklama

Montmorillonit

Model karelerinin orani

Hata karelerinin orani

Nikotin amid dinukleotid
Fosfo gliser aldehit
Riboniikleik asit

Taramali elektron mikroskobu
Hata karelerinin toplami
Model karelerinin toplami1

Toplam hata karelerinin toplami1

Xviii



1. GIRIS

Gelisen teknoloji, artan diinya niifusu, azalan petrol rezervleri ve maliyetin
yiikselmesiyle iilke ekonomisine dogrudan ve biiyilk katki saglamasi ve ulusal
kaynaklarin korunmasi ve degerlendirilmesi acgisindan fermentasyonla alkol tiretimi

giincellik kazanmastir.

Fosil kokenli enerji kaynaklarimin bircogu hesaplanan yaklasik bir siire sonunda
tilkenecektir. Bu tiir kaynaklar cevre icin Onemli ve geri doniisiimii olmayan
tehlikeler yaratmaktadir. Ayrica artan ihtiyaci ve gelisen teknolojiyi beslemekte
yetersiz kalmaktadir. Gelismis iilkeler enerji cesitliligini artirmakta, yaymakta ve
belli enerji kaynag tiirlerine biiyiik oranlarda bagimli olmamaya ¢alisarak alternatif
arayislarin1  siirdiirmektedirler. Diger yandan, yeni veya yenilenebilir enerji
kaynaklariin cesitliligi artmaktadir. Bir kism1 ekonomik alternatiflik acisindan deger
kazanmakta, ancak, tamaminin ortak yonii ¢cevreye olumsuz etkilerinin olmamasidir.
Biyoyakitlar en yeni ve hizla yayginlagan alternatiflerin en basinda gelenidir. 1992
yilinda piyasaya sunulan biyoyakitlar cok hizli bir sekilde  gelismektedir.
Biyoyakitlar; fosil kokenli yakit rezervlerinin (petrol, komiir, dogalgaz v.b.)
diinyanin belirli bolgelerinde bulunmasi, tiikkenme riski ve yaygin kullanimin ¢evreye
olan olumsuz etkilerinin giindeme getirdigi, daha cok tarimsal iiriinlerden, degisik
kimyasal yontemler yardimiyla iiretilen benzin ve motorinle karisim halinde
kullanilan, temiz enerjilerden biridir. Biyoyakitlarin giindeme bu kadar gelmesinin
bir¢cok nedeni vardir; ¢cevreyle dost olmalari, egsoz emisyonlarinin saglik agisindan
riskinin az olmasi, enerji giivenliginin saglanmasi ve disa bagimhiligin azaltilmasi,

kirsal  kalkinmanin  gerceklestirilmesi  gibi  nedenleri Ornek  verebiliriz.

Biyoetanol, kokeni nisasta olan ve tarim tiriinlerinden elde edilen oktan sayis1 yiiksek
bir biyoyakittir. Biyoetanol, tarim {riinlerinde var olan nisastanin gekere
doniigiimiinden sonra uygulanan fermantasyon islemi sonucu ortaya c¢ikar. Benzinle
dogrudan kansabilir. Biyoetanol iiretilebilecek baglica bitkiler: Bugday, seker

pancari, misirdir. Yapilan arastirmalar en ekonomik biyoetanoliin sekerpancari, misir



ve bugdaydan iiretildigini gostermektedir. Ulkemizde biyoetanol, agirlikli olarak
seker fabrikalarinda melastan iiretilmektedir. Biyoetanol iiretiminin artirilabilmesi

icin hammadde iiretim miktarlarinin artinnlmasi gerekir.

Seker pancart melasi, kaliteli, kolay bulunabilen, ucuz karbon kaynagi olan
lignoselliilozik biyokiitlelerin baginda gelir. Fermentasyon teknolojisinde, kullanilan
ana materyallerden biri de mikroorganizmadir. Fermentasyonda mikroorganizma
biyokataliz olarak kullanilir. Saccharomyces cerevisiae, biyokimyasal doniisiim
proseslerinde, biyokatalist olarak yaygin bir sekilde kullanilir ve uygun kosullar

altinda melastan etanol iiretimine elverislidir.

Tiirkiye Seker Fabrikalar1 A.S.'nin etil alkol {iretimine yonelik 4 tesisi
bulunmaktadir. Ancak, bilimsel arastirmalarin eksikligi nedeniyle, seker
endiistrisinin yan iriinii olan melastan etanol {iretiminin ekonomik gecerliligi

tartisilir durumdadir. Bu yiizden bu 4 fabrikadan sadece bir tanesi ¢alisir durumdadir.

Fermentasyon, 250 mL’lik erlenlerde, sallamali su banyosunda, 30 °C sicaklikta
gerceklestirilmistir. Elde edilen etanol analitik yontemlerle, biyokiitle miktar

spektrofotometre kullanilarak belirlenmistir.

Calismanin ilk asamasinda, iyon degisimi, katalitik ve adsorpsiyon 6zellikleri ile son
zamanlarda biyokimyasal calismalarda giindeme gelen zeolitlerden yapay zeolit
NaY, dogal zeolit KLN, kil maddesi MNT nin degisen derisimleri eklenerek
deneyler yapilmistir. Calismanin ikinci kisminda yine bir montmorillonit ¢esidi olan
Bentonit, kil maddesi Talk ve bir adsorban olan Aktif karbon kullanilmistir. Bu
maddelerin, fermentasyon boyunca, pH degisimi, etanol iiretimi, iiretim hiz1
tizerindeki etkileri {izerinde durulmustur. Calismanin iigiincii boliimiinde, Box-
Wilson deneysel tasarim yoOnteminden yararlanilarak Na, Ca ve Mg iyonlarinin
birbirleriyle etkilesimlerinin etanol verimine etkisi incelenmis, elde edilen sonuclarin
Design Expert 7.0 isimli bilgisayar programi yardimiyla istatistiksel analizleri

yapilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Lignoseliilozik Maddeler

Mayalarin gelisme ve cogalmalar i¢in basta su olmak iizere cesitli karbon ve azot
maddeleri ve mineral maddeler gereklidir. Bunlar iceren besin maddelerinden biri

olan lignoselliilozik bitki artiklarinin yapis1 Sekil 2.1°de gosterildigi gibidir.

Lignoseliilozik dogal kaynaklarin bilesiminde %40-50 oraninda en fazla yenilenen
karbon kaynagi seliilloz (beta glikoz polimeri) vardir. Diger bilesenler ise agirlikca
%20-25 lignin (degisik sekillerde baglanmis fenil propan birimleri), %20-25
hemiseliilloz (pentozlarin, heksozlarin ve iiranik asitlerin polimeri), 6ziitlenebilir

maddeler ve inorganik maddelerdir.

= SELULOZ

="

LIGNIN

= HEMISELULQZ

‘ SELULOZ DEMETI

Sekil 2.1. Bitki hiicre duvari



Fermentasyon teknolojisinde kullanilan en 6nemli lignoselliilozik maddelerden biri

de melastir.

2.1.1. Melas

Melas, seker iiretiminde teknik ve ekonomik sartlar altinda suruplardan kristal seker
alindiktan sonra geriye kalan suruptur. Icerigi pancar cesidine, yetistirildigi topraga
ve iklim sartlarina gore degisiklik gosterir. Melasin % 45-50’sini toplam seker
olusturur. Sakkarozun kazanilmasi ise ya seker dist maddelerin ortamdan
uzaklastirilmast ile sekeri iceren temiz ¢ozeltinin geride kalmasi ya da sakkarozun
toprak alkali metallerle zor ¢o6ziinen bilesikler vermesinden yararlanilarak
sakkarozun ortamdan arindirimasi ile saglanir. Seker dist maddeler organik ve
inorganik maddeleri ihtiva eder. Melasin 23’ii azotlu pektin ile hemiselillozun
olusturdugu azotsuz organik maddeler, %12’sini potasyum, sodyum, demir gibi
mineral maddelerin bilesimi organik maddeler, %15’ini de su olusturur. pH degeri

5,5 ile 10 arasindadir.

Alkol iiretiminde birim maliyete etki eden faktorlerden en Onemlisi hammadde
oldugundan, melas gibi kaliteli, kolay bulunabilen, ucuz karbon kaynagi olan
maddeler esas almmalidir. Ayrica melasa mikroorganizmanin gelisimi ve
fermentasyon aktivitesi icin zorunlu olarak disaridan ilave edilmesi gerekli madde
olmamasi acisindan da fermentasyon yoOntemi ile etanol iiretiminde en yaygin
kullanilan hammaddedir. Ornegin, melas mikroorganizmanin yasamsal faaliyetlerini
siirdiirmeleri ve fermentasyon aktiviteleri i¢in gerekli azot kaynaklari, metal iyonlar1
(¢inko, mangan, magnezyum vb.) iceren organik maddeleri ve vitaminleri (biyotin,
pantotenik asit, inosit vb.) icermektedir. Melasin fermentasyon teknololojisinde
hammadde olarak kullaniminin bir avantaji da diger seliillozik maddeler (misir sapi,
findik kabugu vb.) gibi hidroliz edilmesine gerek olmayigidir. Mikroorganizma
melasin i¢indeki sakkarozu, enzimleri sayesinde glikoz ve fruktoza doniistiiriir ve

fermentasyonu gerceklestirir.



Melas, alkol iiretimi yaninda cesitli mikroorganizmalar kullanilarak aerobik ve
anaerobik fermentasyonla sitrik asit, asetik asit, maya, antibiyotik gibi bircok
maddenin iiretiminde hammadde olarak da kullamilmaktadir. Ayrica pancar
kiispesine katilarak hayvan yemi olarak degerlendirilir ve baz1 endiistri dallarinda

baglayici ajan olarak da kullanilmaktadir.

Melasin yapisimin oldukca karmagsik olusu ve pek cok madde icermesi etanol
tiretimini dogrudan etkilemektedir. Seker disi maddeler, hiicre gelisimini ve
fermentasyon aktivitesini saglayan maddelerdir, ancak yiiksek derisimlarda
bulunmalar1 durumunda mikroorganizma {izerinde zehirleyici etkiye neden

olabilmektedir.

Seker fabrikalarinda iiretim sirasinda, melasin polarizasyon, brix, kiil ve invert seker
gibi  Ozelliklerinin analizleri yapilarak kalitesi kontrol edilir. Melas1 hammadede
olarak kullanan endiistriler, melasin toplam invert seker miktari, rafinoz ve kestoz,
kat1 madde, siilfat kiilii, kiikiirtlii ve azotlu bilesikler, fermentasyon verimi, maya ve
alkol verimi ve vizkozite gibi 6zelliklerinin bir veya birkacim iiriin ¢esitlerine gore

kalite faktorii olarak degerlendirirler.

Normal bir melasin icerdigi maddeler asagida verilmistir [1].

Kuru madde, Bx, % . 85
Polar seker, % P : 50
Arnlik, Q : 58,8
Seker dis1 madde/100 Bx : 41,2
Azotlu seker dis1t madde . 14,0
Azotsuz seker dis1 madde 1 16,0

Kiil, % 0 11,2



Azotlu seker dis1 maddeler i¢cinde en fazla miktarda bulunan (= %S5) betaindir, sonra
glutamin ve hidroliz iriinleri, prolidon karbon asidi ve glutamik asit gelir. Diger
aminoasitlerde énemli bir miktar olusturur. Bunlarin yaninda purin, primidin bazlarn

ve inorganik azot cinsleri nitrat ve nitrit bulunur.

Azotsuz seker dis1 maddelerin biiyiik bir kismi invert gseker, rafinoz ve kestozdur.
Rafinoz miktar1 kampanyada (seker fabrikalarillarinda seker iiretilen donem) %35
iken, kampanya sonunda 6zellikle silolanmis pancarlardan elde edilen melasta % 2
ye kadar cikar. Kestoz miktar1 ise pancarin silolanmasi sirasinda ve fabrikasyonda
mikroorganizmalarin etkisi ile miktar1 gittikce artarak kampanya sonunda melasta

% 2- 3’e ulagir.

2.2. Fermentasyon Teknolojisi

Baslangic1 ¢ok eskilere dayanan dyle ki Milattan 2500 y1l oncelerinde Misirlilarin
bira yapiminda kullandiklari, fermentasyonun ilk adimlari, 1789 yilinda Lavosier

tarafindan atilmis, 1815 yilinda Gay Lusac tarafindan formiile edilmistir.

C12H24012 — 4 C02 +4 C2H5OH

Dums ve Bullay ise daha sonra bu Gay Lusac formiiliinii;

C6H1206 —> 2 CH3CH20H +2 COz

olarak diizenlemislerdir.

Fermentasyon 1839 yilinda da Alman kimyager Liebig tarafindan mekanik bir
parcalanma olarak tanimlanmistir. Pasteur ise 1857 yilinda fermentasyonun maya
tarafindan gergeklestirilen fizyolojik ve biyolojik bir olay oldugunu ispatlamistir.
Giiniimiizde bu teknoloji ile antibiyotik, vitamin, amino ve niikleik asitler ve biogaz,
etanol gibi yakitlar tiretilmektedir. Bunlarin diginda atik sularin mikropsal aritilmasi

gibi islemler de fermentasyon teknolojisinin baska uygulamalarindandir.



Tarim {ilkesi olan Tiirkiye’de fermentasyon sektorii biyoendiistrimizin biiyiik bir
kismini olusturmaktadir. 20 yili asan siireden beri fermentasyon teknolojisi ile iiretim
yapan kuruluslarimiz vardir. Ancak, bilimsel arastirmalarin eksik olmasi nedeniyle
egitim ve iiretimde daha cok yabanci aragtirmacilarin bulgularindan yararlanilmas,

iretimde etkin olan kisimlar belirsiz kalmustir.

Cizelge 2.1. Fermentasyon teknolojisi ile iiretilen maddeler

Si{é};cx;illiefl Endiistriyel Farmosotik Vitaminler Enzimler

* Bira * Asetik asit * Basitrasin * Ergosterol | *Amilaz
*EKMEK * Aseton * Kandisisin * Riboflavin | * Seliilaz
*Peynir * Aspartik asit | * Nistatin * Vitamin A | * Diestaz
*Kakao * Tartarik asit *Mitomisin C | * Vitamin B, | * Intervaz
*Kahve * Siiksinik asit | * Penisilin *Vitamin By, | * Maltaz
*Koji * [tokonik asit | * Polimisin * Zimaz
*Cay * Lizin * Tetrasiklin
*Sirke * Vanilin *Streptomisin
*Sarap * Fuzel yag1 * Vankomisin

2.3. Glikoliz

Canlilar yasamlarin1 devam ettirebilmek i¢in siirekli enerji elde etmek zorundadir.
Enerjiyi de ancak besin maddelerini yakarak yani daha kiiciik molekiillere
parcalayarak elde ederler. Canlilarin besin maddelerini yakarak onlardan enerji elde
etmelerine solunum denir. Bazi canlilar hiicrelerinde bulunan yapilar sayesinde
ortamda da oksijen varsa besinleri CO, ve H,O’ya kadar yakabilirler. Oksijen

kullanmayan canlilar ise glikoz molekiiliinii ancak piirivata kadar yakabilirler.



Piirivat molekiilii heniiz tam olarak yakilmadigindan baglar1 arasinda hala enerji
vardir. Bu yiizden piirivata kadar yikabilen canlilar yani oksijen kullanamayan
canlilar 1 mol glikozdan daha az enerji elde ederler. Buradan ¢ikan sonug sudur; bazi
canlilar besinlerin yikilmasinda oksijen kullanirlar, yani oksijenli solunum yaparlar.
Bazilar1 ise oksijen kullanamaz ya da yeterli oksijen bulamaz, yani oksijensiz
solunum yaparlar. Canlilar ister oksijenli ister oksijensiz solunum yapsin baslangi¢
reaksiyonlart hiicrenin stoplazmasinda gerceklesir ve hep aynmidir. Bu reaksiyon

dizisine glikoliz denir.

Maya hiicreleri salgiladiklar1 invertaz enzimi yardimiyla ortamdaki sakkarozu D-

glikoz ve D- fruktoza doniistiiriirler.

Ci2 H»Oq1 + HbO  —» CgH1206 + CsH 1206
(sakkaroz) (D- glikoz) (D- fruktoz)

Bu reaksiyon dizini enzimlerin yardimiyla ve ortamda yeterli enerji var ise
baslayabilir. Bu enerji aktivasyon enerjisi olarak kullanilan enerjidir. Glikozun
parcalanmaya baslamasi i¢in yani glikoliz reaksiyonlarinin baglamasi icin
stoplazmada bulunan 2 ATP ( Adenozin trifosfat)’nin harcanmasi gerekir. Glikoz
molekiilii ile tepkimeye giren ATP molekiilleri son fosfatlarim1 glikoza vererek
tepkimeden ADP (Adenozin difosfat) olarak ayrilir. Bu arada glikoz da fruktoza
doniisiir. Aktiflesmis molekiil fruktoz difosfattir. ikiye ayrilan 6 C’lu 2 P’li
molekiilden 2 tane PGAL (Fosfogliser aldehit) olusur. Bundan sonra reaksiyon iki
PGAL iizerinden yani iki koldan devam eder. PGAL ortamda bulunan NAD (Nikotin
amid diniikleotid) ile reaksiyona girerek bir ¢ift hidrojenini NAD’ya verir. NADH,
olusur. Bu arada PGAL’in baglarinda bir bosluk olusur. Bu bosluk ortamda bulunan
fosfat ile doldurulur ve 3 C’lu 2 P’li bir molekiil olusur. Bu molekiil ortamda bulunan
ADP’ler ile reaksiyona girerek sirasiyla 2 ATP olusur. Geriye kalan molekiil ise
piirivat olarak adlandirilir. Diger PGAL’de de aymi gelismeler olacagi i¢in toplam 4
ATP sentezlenmis olur (Sekil 2.2).



I GLIKOZ

(6C)

T it —

. FRUKTOZ .
@—' Di FOSFAT |—@

OL= 1O

Sekil 2.2. Glikozun piirivata kadar parcalandig: siireg
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2.4. Fermentasyon

Fermentasyon (mayalanma), genellikle glikozun alkole doniistiigii reaksiyonlar igin
kullanilan bir isimdir. Bu doniistirme isi maya adi verilen tek hiicreli canlilarin
stoplazmalarinda gerceklesir. Ancak fermentasyonun daha uygun bir tanimu,

karbonhidratlarin alkol ve asitlere doniistiiriilmesidir.

Fermentasyon islemi pek ¢ok farkli besin maddesinin iiretiminde kullanilmaktadir.
Yogurt, boza, alkollii ickiler fermentasyon yoluyla iiretilen pek ¢ok besinden

bazilaridir.
Ozel olarak fermentasyonla ilgilenen bilimin ad1 ‘Zimoloji’ dir.
Sembolle esitligi:
CgH 2,06 — 2C,HsOH + 2CO, + 2 ATP (agi8a ¢ikan enerji: 118 kJ mol_l)
Yaziyla:
Seker (glikoz) — Alkol + Karbondioksit + Enerji (ATP)

Hiicre icine giren glikoz stoplazmada bir seri tepkimeye girerek (Sekil 2.2) piirivata
dontigiir. Maya hiicreleri  oksijensiz solunum yapabildikleri icin, piirivat
kademesindan ancak biraz daha ileri bir parcalanmay1 gerektirirler. Fermentasyonda
son elektron alicisi, oksijenin yerine hayvanlarda laktik asit, mayalarda etanol, bazi
bakterilerde gliserol ya da sirke bakterilerinde asetik asittir. Maya hiicrelerinde
dekarboksile (CO, cikarilarak) edilerek asetaldehite doniistiiriiliir. Daha sonra
asetaldehit etanole indirgenir. Gerekli enzimler olmadigi i¢in hayvanlarda ve
insanlarda asetaldehit ve etanol meydana gelmez. Sekil 2.3’de goriilen bu oksijensiz

solunuma ‘Etanol Fermentasyonu’ denir.
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Sekil 2.3. Etanol fermentasyonu olusum siireci

2.5. Etanol

Etanol tarih 6ncesinden bu yana kadar insanlar tarafindan, alkollii ickilerin igerisinde
sarhos edici katki maddesi olarak kullamilmistir. Kuzey Cin’de, igerisinde kurumus
etanol bulunan 9000 y1l 6ncesinden kalma toprak kaplar, etanoliin neolitik donemde
alkollii i¢ki olarak kullamldiginin bir gostergesidir. ilk defa, saf bir bilesik olarak
ayristirtlmasi, damitma teknigini gelistiren islam kimyagerleri tarafindan
gerceklestirilmistir. El- Kindi (801- 873) acik bir sekilde sarabin nasil damitildigini

tariflemistir. Etanoliin suyla birleserek azotrop olusturmasi nedeniyle, sudan
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damitilmasi sonucunda % 94 etanol iceren bir iiriin elde edilebilir. Saf etanol 1796
yilinda Johann Tobias Lowitz tarafindan, damitilmis etanoliin mangal komiirii ile
filtre edilmesi sonucu elde edilmistir. Nicolas- Theodore de Saussure ise etanoliin
kimyasal formiiliinii tespit etmistir. 1858 yilinda Archibald Scott Couper, etanoliin
kimyasal formiiliinii yaymlamistir. Bu yayin, etanolii kimyasal yapilar icerisinde

duyurulmus ilk kimyasal bilesikler arasina sokmustur [2].

[k defa 1826 yilinda, birbirlerinden bagimsiz olarak Ingiltere’de Henry Hennel ve
Fransa’da S.G. Serullas tarafindan sentetik olarak iiretilmistir. Michael Faraday,
bugiin endiistriyel etanoliin sentezlenmesine benzer sekilde, 1828 yilinda etilenin asit

katalize hidrasyonu ile elde etmistir [3].

Etanol, hem etilenin hidrasyonu sonucu petrokimyasal olarak, hem de sekerin maya

ile fermente edilmesi suretiyle iiretilebilir.

Etanol cogunlukla petrokimyasal hammaddelerden etilenin asit- katalize hidrasyonu

seklinde elde edilir ve su kimyasal denklem ile ifade edilir.

C2H4+ H20—> CH3CH20H

En yaygin katalist olan fosforik asit, diatomize toprak ya da mangal komiirii gibi
gozenekli bir yiizeye emdirilir. Bu katalist ilk defa, 1947 yilinda, genis caph etanol
tiretimi amaciyla, Shell Oil Company tarafindan kullanilmistir [4]. Cogunlukla metal

oksitlerden olusan kat1 katalistler de kimya kaynaklarinda yer alirlar.

Daha eski bir yontem, 1930 yilinda, Union Carbide tarafindan endiistriyel dlcekte
denenmis [5], fakat daha sonra tamamen terk edilmistir. Etilen, konsantre siilfirik asit
ile tepkimeye sokularak, etil siilfat elde edilir ve daha sonra hidrolize edilerek etanol

ve tekrar siilfirik asit elde edilir:

C2H4+ HzSO4 — CH3CH2$O4H



13

CH3CH2$O4H + H20 e CH3CH20H + HzSO4

Alkollii igeceklerde kullanilan etanol ile yakit olarak kullanilan etanol, fermentasyon
yontemi ile elde edilir, bazi mayalar (en Onemlisi,Saccharomyces cerevisiae),
metabolize seker oksijenin yoklugunda, etanol ve karbondioksit iiretirler. Maya
tarafindan gergeklestirilen kimyasal tepkimenin tamami, su kimyasal denklem ile

ifade edilir.

C6H1206—> 2 CH3CH20H +2 COz

Mayalanma ile, nispeten yogun olmayan etanol derisimleri elde edilir. Konsantre
etanol cozeltileri, maya icin zehirleyicidir. Etanole en dayanikli maya 6zii, hacimsel

olarak, en fazla %25 etanoliin icerisinde yasayabilir.

Etanoliin tahil gibi nisastali malzemelerden {iretilebilmesi igin, nisastanin Once
parcalanarak sekere doniismesi gerekmektedir. Biranin mayalandirilmasinda, bu
geleneksel olarak, taneciklerin filizlendirilmesi sonucu ya da malttan elde edilir.
Filizlenme prosesi sirasinda tanecikler, nisastay1 pargalayarak sekere doniistiirecek
enzimler iiretirler. Etanoliin yakit amacl iiretilmesi siirecinde, nisastanin glikoza
hidrolize olmasi, sulandirilmis siilfrik asit ve fungal amilaz enzimleri uygulamasi ile

cok daha hizli gergeklestirilir.

Petrol fiyatlarinin bu kadar yiikselmesi ile, saflagtirilmig etanol iiretilmesi amaciyla
etilen hidrasyonu, fermentasyondan daha ekonomik bir proses haline gelmistir. Petrol
fiyatlarindaki artigin, zirai iriin fiyatlarina da etkisinin olmasi, petro kimyasal etanol

ile fermente edilmis etanoliin iiretim maliyetlerini karsilagtirmayi gii¢lestirmektedir.

2.5.1. Etanoliin kullanim alanlari

° Baslangicta yalnizca icki tiretiminde kullanilan etanol, kimya sanayinde, suni

ipek seliiloz patlayici yapiminda, boya ve lak liretiminde, ¢oziicii ve ¢oktiirme



14

maddesi olarak, eczacilikta, parfiimeride, sirke tiretiminde ve konservatif

madde olarak da kullanilir.

° Yiiksek dereceli alkol mikroplar icin kuvvetli zehir tesiri yapar ki bundan

dolayi etanol antiseptik ve dezenfekte edici olarak kullanilir.

° Ayrica etanol antrifriz yakit ve igecek olarak da kullanilir.

° Etanoliin enerji olarak kullamilmasinin yarart ise, yenilebilir ve yerel
kaynaklara dayali olmasi ve tiikkenme smirlarina yaklasan petroliin yerine

alternatif olmasidir.

Etanoliin motorlu tagitlarda yakit ve yakit katki maddesi olarak kullanilmasi fikri
1920’11 yillarda ortaya atilmistir. Bilindigi gibi oktan sayist otomobil yakitlarinin
onemli bir 6zelligidir. Siiper benzinden daha yiiksek oktan sayisina arttiracak,

bdylece benzine kursun bilesiklerinin ilavesi gerekmeyecektir.

Fermentasyon yontemi ile iiretilen etanol sonucunda suda ¢oziinmiis etanol elde
edilir. Etanoliin bir yakit olarak kullamlabilmesi i¢in suyun uzaklastirilmasi
gerekmektedir. En eski yontem, basitce damitmaktir, fakat bu ydntemle, su etanol
karisimi azeotrop olusturdugu icin %95-96 safliktan Steye gitmek miimkiin degildir.
Cozelti kansimi damitmayi siirdiirerek, %96'dan daha saf etanol elde edilmesi

miimkiin degildir.

Benzinle kanstirabilmek igin, en az %95.5 ile %99.9 arasinda bir safliga ihtiyac
duyulmaktadir. En yaygin saflastirma yontemi, molekiiler elek kullanarak fiziksel

absorblama prosesidir.

Gecmiste, ciftciler kendi etanollerini damitirken, damitim siirecinin bir pargasi olarak

181 plakalarindan yararlanirlarmis. Is1 plakalari, cogunlukla, etanoliin i¢ine karisabilen
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kursun igerirlermis. Bu sekilde kontamine olmus yakitin yakilmasi sonucu sinir
sitemine zarar verebilen kursun havaya karigirmis. Bugiin etanol yakati, 6zel olarak

yetistirilen bitkilerden, kursun icermeyen yontemlerle elde edilmektedir.

Genel olarak, bir benzin karisimindaki etanol miktar1 yiikseldikge, standart araba
motorlar icin uygunlugu azalmaktadir. Saf etanol kaucuk ve plastiklerle reaksiyona
girdigi ya da onlan ¢6zdiigi icin tadilat gormemis motorlarda direk olarak
kullanilamaz. Bu nedenle, en fazla yarar icin, atesleme zamani ve sikistirma oraninin
degistirilmesi gerekir. Saf benzin yakith bir araci, saf etanol yakitli bir araca
doniistiirmek, alan olarak %30-40 kadar daha biiyiikk karbiirator kullanimim
gerektirir. Etanolle ¢alisgan motorlar, 13 °C'nin altindaki sicakliklarda yanmay1
maksimize edebilmek ve yanmamig, buharlasmamis etanolii minimize edebilmek
icin, soguk ortamda calistirma sistemine ihtiya¢c duyarlar. Etanoliin %10 ile %30
arasinda bir karisimda kullanilmasi durumunda, hicbir motor tadilatina ihtiyag
duyulmamaktadir. Pek c¢ok yeni aragc, bu oranlardaki karigimlarda giivenle

calisabilirler.

1999 yilndan baslayarak, diinyada artan sayida pek ¢ok arac, tadilat gerektirmeksizin,
%0 etanolden %85 etanole kadar calisabilecek sekilde iiretilmislerdir. Pek cok hafif
kamyon ve kamyonet , dual yakit ya da esnek yakith ara¢ olarak iiretilmektedir. Bu
motorlar, yakit cinsini otomatik olarak belirleyerek motor davramslarini, temel

olarak, silindirin icerisindeki hava yakit karisimiyla ayarlarlar.

2.5.2. Etanol metabolizmasi

Fermentasyon ortaminda etanol derisimi en yiiksek degere ulastiktan sonra zamanla
azalmaya baslar. Bunun anlami1 maya hiicrelerinin metabolik olarak enerji iiretmek
icin etanolii de kullandigidir. Ortamda oksijenin varliginda asetil koenzim A’y1
meydana getirecek enzimler vardir ve sitrik asit cevrimi meydana gelir. Maya
hiicreleri etanolii kullanarak ATP sentezler. Etanol metabolizmas: Sekil 2.4.’de

verilmistir.
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ETANOL

NAD-
NAD +H*

ASETALDEHIT

NAD-

NAD +H*

ASETITYXCoA

SITRIK ASIT
CEVRIMI

Y
CO,+ H,O+ATP

Sekil 2.4. Etanol metabolizmasi

2.6. Fermentasyonda Kullamlan Mikroorganizmalar

Bir cok organik maddenin elde edilisinde oldugu gibi etil alkoliin elde edilisinde de
mayalarin bilyiik onemi vardir. Diger yontemlerle elde edilmesi zor olan organik
maddeler, mayalar kullanilarak fermantasyon yolu ile kolayca elde edilirler. Bu

nedenle etil alkol iiretimi yapan fabrikalarda maya iiretim iiniteleri de bulunmaktadir.
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Fermentasyon teknolojisinde daha yiiksek verim elde edilmesi, fermentasyon
isleminin daha ekonomik olmasi ve c¢evre kirliligine neden olmamasi agisindan
fermentasyon i¢in kullanilacak mikroorganizmalarin belli 6zelliklere sahip olmasi
gereklidir. Cok sayida substratla kullanilabilme o6zelligine sahip olmasi,
kontaminasyondan arinmis olmasi, fermentasyon ortamindan kolayca ayrilabilmesi,
genetik degisiklige direngli olmasi, yiiksek karbon-biyokiitle doniigiimii saglamasi,
genis pH araliginda iireyebilmesi, son {iriiniin zehirleyici olmamasi, yiiksek oranda
sindirilebilmesi, bitki, hayvan ve insanlar iizerinde patojen etkisinin olmamas1 gibi

ozelliklere sahip olmalidir.

2.6.1. Mayalar hakkinda teknolojik bilgiler

Alkolik fermentasyonda en biiyiik rolii iistlenen mayalar; tek hiicreli, spor yaparak
veya tomurcuklanarak ¢ogalan 8-10 mikron (u) biiyiikliigiinde bitkisel kokenli
mikroskobik canlilardir. Mayalar dogada cok yaygindir. Toprakta 6zellikle de seker
ve karbonhidrat bakimindan zengin olan besin maddelerinde bulunurlar. Uziim ve
meyve lizerinde yabani olarak yasarlar, meyvelerin sikilmasi ile 6z suya gecerler,

uygun sartlarda iirerler, 1sitmakla (kaynatmak, pastorize etmek) oliirler.

Tomurcuklanma ile cogalmada, maya hiicresinin ug tarafinda bir sigskinlik meydana
gelir. Bu siskinlik giderek biiylir ve bir tomurcuk seklini alir. Uygun biiyiikliige
gelince ana hiicreden kopar. Bu hiicre de ayn1 sekilde cogalmaya devam eder.

Maya hiicrelerini morfolojik olarak ayirt etmek zor olmasina ragmen kural olarak
Saccharomyces cerevisiae genellikle yuvarlak veya eliptik bir sekil gosterir. (Sekil

2.5).
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Sekil 2.5. Saccharomyces cerevisiae’nin SEM goriintiisii

Saccharomyces cerevisiae yumurta seklinde, tek hiicreli, uzun ¢ap1 0,01 mm olan bir
mayadir. Azot ve tuzlara (P,Os, SO,, K;O, MgO) ihtiyact vardir. Bu nedenle saf

seker cozeltilerinde fermantasyon baslayabilir fakat devam etmez.

Maya hiicreleri mikroskop altinda incelendiginde farkli sekillerde goriiliirler.

a. Gen¢ maya: Sitoplazma igerisinde vakuol denen bosluklar ya ¢ok kiiciik veya hic¢

yoksa bu tip mayalara gen¢ maya denir.

b. Olgun maya: Hiicreleri tek tek veya yumrulu gruplar halinde, vakuoller orta

biiyiikliikte ve sitoplazma icerisindeki tanecikleri fazla olan mayalara denir.

c. Yasli maya: Hiicreleri ayr1 ayri yani gelisigiizel, vakuolleri cok biiyiimiis,

sitoplazma icerisindeki tanecik sayisi ¢cok artmig olan mayalardir.

d. Olii maya: Hiicreleri, biiziilmiis ve kiiciilmiis, vakuolleri ¢ok biiyiik ve gelisigiizel
olan ve oval olmayan sitoplazmadaki tanecik sayis1 azalmis olan mayalardir. Olii
mayalar metilen mavisi ile maviye boyandiklar1 i¢in 6lii maya tespiti bu boya ile

yapilir.



2.6.2. Mayalarin bilesimi ve fizyolojik yapisi

Mikroskop altinda incelendiginde bir maya hiicresinin ii¢ ana unsurdan meydana

geldigi goriiliir (Sekil 2.6).

a- Hiicre zan
b- Sitoplazma
c- Cekirdek

v

Yag tanecigi

v

Tanecikli sitoplazma

v

Cekirdek

Vukuol .
Volutin tanecigi

v

A

v

Hiicre zan

Sekil 2.6. Maya hiicresi

Sitoplazma i¢inde bulunan maddeler ise;

e Vakuoller (bosluklar)

e Tanecikler

e Volutin (yag tanecikleri icinde bulunan niiklein asidi bilesigi olan tanecikler)
® Yag tanecikleri

e Albumin

e Enzim

e (Glikojen

e Protein
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e Vitaminler

¢ Organik ve anorganik bilesikler

Hiicrenin icinde bulunan sitoplazma, agik seffaf renkte bir mavidir. Sitoplazmanin
icinde bulunan vakuoller; yash ve kotii beslenen mayalarda, geng mayalarda bulunan
vakuollere nazaran daha biiyiiktiir. Vakuoller bir adet oldugu gibi 2, 3, 4, 5 adette

olabilir. Sitoplazma i¢cinde bulunan yag tanecikleri 15181 siddetle kirarlar.

Maya hiicresi i¢inde bulunan “glikojen” 6nemli bir ihtiya¢ maddesi olup, karakter
bakimindan hayvansal bir nigastadir. Bu madde, mayada bulunan “amilaz” enzimi
vasitasiyla glikozdan meydana getirilir ve hiicre icerisinde depo edilir. Maya,
istirahat devresinde biinyesinde bulunan amilaz enzimi yardimai ile glikojeni hidrolize
ederek glikoza g¢evirir. Meydana gelen glikozu da, fermente ederek alkol haline
cevirir. Mayada bulunan yag tanecikleri, maya yaslandikca artar, bilhassa azotlu (N)

maddelerin azlig1 ve ortama fazla hava verilmesi yag taneciklerinin sayisin artirir.

2.6.3. Mayalarin bilesimi

Mayalarin bilesimlerinin iyi bilinmesi organizmanin ihtiyag duydugu besin
maddelerinin ve biyokiitle olarak beslenmedeki yerinin tayininde 6nemli rol oynar.
Mayalar, bilesiminde cesitli azotlu maddeler, karbonhidratlar, yaglar, enzimler,
vitaminler ve inorganik tuzlar bulundugu i¢in 6nemli besin kaynagidir. Ayrica pek
cok enzim igerdikleri icin enzim teknolojisi yoniinden de 6nem tagirlar. Genel olarak
mayalarin ve ayrica Saccharomyces cerevisiae’ nin kompozisyonu sirasiyla Cizelge
2.2.de verilmistir [6]. Alkol iiretiminde kullanilan mayalar tek hiicreli canlilar olup
klorofil ihtiva etmezler. Bu nedenle havada bulunan karbondioksitten (CO,)
faydalanarak seker ve nisasta yapacak kabiliyette degildirler. Her maya hiicresi yar1
gecirgen bir zarla kaphdir. Bu zar % 70 cesitli polisakkaritlerden, geriye kalan kismi

da protein, lipotitler ve az miktarda da (% 1) chitin den tesekkiil etmistir.
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Cizelge 2.2. A; Genel olarak tiim mayalarin bilesimi, B; Saccharomyces
cerevisiae 'nin bilesimindeki elementler

A B

Rutubet, % 9,2 Toplam kiil, % 6,6
Azot, % 6,5 Potasyum, % 2,2
Purine azot, % 0,3 Fosfor, % 1,1
Polisakkaritler, % 22,5 Kalsiyum, % 0,4
Lipit, % 4,2 Magnezyum, % 0,2
Lif, elyaf, % 0,9 Kiikiirt % 0,4
Kil, % 9,7 Sodyum, % 0,2
Tiamin, pg/g 28 Cinko, pug/g 42
Riboflavin, ug/g 62 Demir, pg/g 92
Niasin,pg/g 283 Bakar, pg/g 21
Pridoksin, png/g 34 Manganez, ng/g 4

2.6.4. Mayalarin beslenmesi

Mikroorganizmalarin ~ gelismesi, iiremesi ve fizyolojik olarak gorevlerini
yapabilmeleri icin gerekli gida maddelerini igeren ortamlara ihtiyacit vardir. Bu

ortamlara “besiyer ortami” denir. Besiyer ortam1 asagidaki maddeleri icermelidir.

C,H,O elementlerini iceren karbonlu gida maddeleri
N (azot) elementini iceren azotlu gida maddeleri

P, K, S, Mg elementlerini i¢ceren mineral maddeleri

Ll O e

Vitaminleri
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5. Eser elementler

Ayrica besi ortami belli bir sicaklikta ve pH da ortamin CO; ve O, igerigi de belli bir

oranda olmalidir.

Karbonlu gida maddeleri

Karbonlu gida maddeleri, mikroorganizmalar tarafindan hem karbon hem de enerji
kaynag1 olarak kullanilir. Aneorobik mikroorganizmalar karbon kaynaginin % 10
unu, aeorop mikroorganizmalar ise karbon kaynaginin % 50-55 ‘ini ¢ogalmak igin
kullanirlar.Karbon kaynagi olarak; Melas, nisasta, seliiloz, hidrokarbonlar kullanilir.

Ancak hidrokarbonlarin suda ¢ok az coziinmeleri nedeniyle mikroorganizmalarin
yararlanmasi gii¢ ve iireme hizlar yavas olmaktadir. Bunlar disinda cesitli alkoller,
asetatlar, yaglar ve hidrolizleri sonucu olusan gliserin ile [-oksidasyon yolu
izerinden metabolizmaya katilan yag asitleri, selilloz ve nisasta karbon kaynagi

olarak kullanilabilmektedir.

Kullanilan biitiin besiyer maddeleri, suda ¢oziiniir ve mikroorganizmalar tarafindan

kolayca emilebilir 6zellikte olmalidir.

Azotlu gida maddeleri

Azotlu besiyer maddeleri de, karbonhidratlar gibi suda ¢oziiniip hiicre duvarindan

gecerek kolayca hiicre icerisine girebilmelidir.

Azot (N,) kaynagi olarak kullanilan maddeler:
e Ure

e NH;

®  (NH4)2SO4

e N,
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Dogal azot kaynag olarak;
e Soya fasiilyesi

e Balik unu

¢ Peynir alt1 suyu

o  Siit kullanilir.

Mayanin, biinyesinde bulunan yumurta aki maddelerini yapabilmesi icin en iyi azot
kaynag1 olarak amonyum tuzlari kullanmilir. Fakat nitratlar azot kaynag olarak
genellikle kullanilmazlar. Amonyak azotunun maya hiicresi tarafindan kolayca
hazmedilebilmesi i¢in ortamda az miktarda azotlu organik maddelerin bulunmasi
gerekir. Bu tuzlar anorganik azotun hazmedilmesinde katalitik etki yapmaktadirlar.
K (potasyum), Mg (magnezyum), P (fosfor) azot hazmimi kolaylastirici olarak
kullanilirlar. Geligen maya tarafindan alinan azotlu maddelerin bir kismi maya
hiicresinde proteine doniisiir, diger kismi ise azot degisiminin bir iirlinii olarak
Leuzin, Izoleuzin, Triozin gibi maddeler halinde hiicreden disar1 atilirlar. ihtiyag

duyulmast halinde tekrar maya tarafindan alinabilirler.

Mineral maddeler

Protein olusumunda ve enzim aktivitesinin artirilmasinda K, Ca, Mg, Na ve Fosfata
maya siddetle ihtiya¢ duymaktadir. Ozellikle fosfat 6nemli bir rol oynar. Bu mineral
maddeleri icermeyen ortamlarda mayanin normal sekilde {iremedigi ve

fermentasyon olayinin meydana gelmedigi goriilmiistiir.

Mayalarin gelisebilmesi ve cogalabilmesi igin basta su olmak iizere karbon ve azot
maddeleri, madensel maddeler ve vitaminler gereklidir. Bunlara gelisme maddeleri
ad1 verilen ve ozellikle sentetik besiyerleri ile calisilirken 6nem kazanan bazi
maddelerin de ilave edilmesi gerekir. Melas yukarida sayilan gelisme maddelerini
icerir. Bu nedenle melasa zorunlu olarak disardan ilave edilmesi gereken madde

yoktur. Ancak miktart az olanlarin tamamlanmasi gerekebilir.
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Vitaminler

Biotin, tiamin ve pantoneik asit basta olmak iizere vitaminler, maya hiicresi iginde
gerceklesen karboksilasyon ve dekarboksilasyon reaksiyonlarimi desteklemek ve

hiicre zarmi korumak gibi dzelliklerinden dolay1 gerekli maddelerdir.

Eser elementler

Besi ortamina ilave edilen eser elementler, mikroorganizmalarin gereksinmelerine

gore ii¢ gruba ayrilirlar.

v Gelisme icin mutlak olarak gerekli elementler: Bunlar; Ca, Mn, Fe, Co, Cu,
ve Zn’dur.

v Gelisme icin daha az gerekli elementler: Bunlar; B, Na, Al, Si, Cl, V, Cr, Ni,
As, Se, Ma, Sn ve I’dur. Mikroorganizmalara gore ise gereksinim oranlar

degisir.

Gelisme i¢in ¢ok ender gerekli elementler de Be, F, Sc, Ti, Ga, Ge, Br, Zr ve W’dur.
Fermentasyon isleminde kullanilan su i¢inde bu elementlerin bir¢ogu bulunabildigi

icin genellikle ayrica ortama ilave edilmelerine gerek yoktur [7].

2.6.5. Mayalarin gelismesini ve fermentasyon performanslarim etkileyen

etmenler

Sterilizasyon

Mikrobiyolojik ¢alismalarin her sathasinda kullanilan aletlerin, kati ve sivi gida
ortamlarinin, her cesit zararli mikroorganizmalardan temiz hale getirilme islemidir.
Sterilizasyon, yakma, buharlama, etiivde 1sitma veya 1sinlama suretiyle
gerceklestirilir.

Sicaklik
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Alkol mayalarinin en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik 30 °C’dir. Reaksiyon
ortaminin sicakliginin artmasi ile reaksiyon hizi da artar, bu artig en yiiksek bir
noktaya kadar devam eder sonra yavas yavas azalarak neticede enzim tahrip olur.
Genellikle her 10°C lik sicaklik artisina Karsilik reaksiyon hizi iki kat artar.
Reaksiyon hizinin En yiiksek oldugu sicaklik optimum sicakliktir. Ozellikle enzimler
45°C nin altinda faaliyet gosterirler, 70°C nin iizerindeki sicakliklarda ise tahrip

olurlar.

Fevala ve arkadaslari, ¢calismalarinda Zymomonas mobilis mayasiyla yiliksek verim
icin siirekli sistemde etanol fermentasyonuna pH, sicaklik ve sakkaroz derisiminin
etkisini incelemislerdir. Calismada Zymomonas mobilis’in bir c¢oktiirlicii tiirii
kullanilmistir. Bir fermentor kullanarak hiicre geri doniisiimiiyle yiiksek seker
doniisiimii ve etanol verimi elde edilmistir. 100 gL’1 derisimi sakkaroz iceren bir
ortamda 0,5 h™! seyreltme hizinda etanol olusumu, verimi ve derisimi sirasiyla 20 gL’
'h!, 0,45 gg! ve 40 gL dir. Seker doniisiimii %96 olarak bulunmustur.Sakkaroz
derisimi 150 gL’1 oldugunda etanol derigimi 60 gL."’ye ulagsmistir. Levan ve frukto-
oligomer olusumu nedeniyle teorik verim %80 olmustur. Sorbitol belirlenmemistir.

Bu fermentasyon 30-36 °C sicakliginda ve pH 4,0-5,5 araliginda yapilmustir [8].

pH

Hidrojen iyonu derisimi enzimler iizerine etki yapmaktadir. Baz1 enzimler asidik
ortamda, bazilar1 n6tr ortamda, bazilar1 ise bazik ortamda faaliyet gosterirler.
Mayalar i¢in genelde pH 3 ila 6 arasindadir. Saccharomyces cerevisiae mayasiyla

etanol tiretiminde optimum pH degeri 4,25 oldugu belirlenmistir [9].

Cozelti (ortamdaki substratin) derisiminin etkisi

Mayalar iginde bulunduklar ortamda ¢6ziinmiis bulunan gidalarla beslenirler. Bu
gidalarin hiicre duvarlarindan iceriye osmoz yolu ile gegebilmeleri icin belirli bir

derisimde olmalar gerekir. Belli bir madde derisimine kadar aktivite hiz1 artar,
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sonra sabit kalir bazen de diiser. Hizin sabit kaldigi noktadaki derisime maddenin “

doygunluk derisimi” denir ( Sekil 2.7).

Reaksiyon
hiz1

Hiz sabit

Tl Hiz diiser

v

Doygunluk Cozelti derisimi
noktasi

Sekil 2.7. Cozelti derisiminin maya aktivite hizina etkisi

Burada iki olay gerceklesir.

1- Substratin inhibisyonu ( substratin enzime zehir etkisi)

2- Uriin inhibisyonu ( iiriiniin enzime zehir etkisi)

Substratin (mayalarin i¢cinde bulunduklar1 besiyer ortami) derisimi enzim
derisiminden diisiik ise substrat derisimi belli bir noktaya kadar arttirildikca
reaksiyon hizi artmakta, substrat derisimi enzim derisimine esit olunca reaksiyon hizi
sabit kalmakta, substrat derisimi enzim derisimini gecince reaksiyon hiz1

diismektedir.

Enzim (maya) derisimi

Maya derisimi arttikca mayanin ¢ogalma hizi artar. Dolayisiyla enzim aktivitesi de

artar (Sekil 2.8).
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Reaksiyon
hiz1

»
»

Enzim derigimi

Sekil 2.8. Enzim derigimi- reaksiyon hizi

Burada ortamdaki besiyer madde derisimi sabittir.

Substratin derisimi sabit olmak kosuluyla enzim derisimi artirildigi zaman reaksiyon

hiz1 artmaktadir. Reaksiyon hizi enzim derigiminin kare kokii ile dogru orantilidir.

Oksijen

Maya iiretiminde verilen havanin (oksijen) iki dnemli fonksiyonu vardir.

a- Cozelti icerisindeki maya hareketini saglamak,

b- Karbonhidratlar pargalayarak gerekli olan enerjiyi saglamak

C6 H1206 + 6 02 _—> 6 C02 +6 HQO + 674 Kcal.
Solunum

Havalandirilan ortamdaki sekerin fermentasyonu, hava verilmeyen ortama nazaran
daha hizli olmaktadir. Fakat havalandirilan ortamin alkol verimi daha diisiik
olmaktadir. Fazla miktarda hava fermentasyonu hizlandirmaktadir. Bunun nedeni ise
fazla hava ile meydana gelen ve fermantasyon olayma katilan maya miktarinin
artmasidir. Maya miktarinin artmasi, sekerin alkol iiretimi yerine maya iiretimine
harcanmis olmasindan kaynaklanmaktadir. Sonu¢ olarak daha cok havalandirilan

ortamlardaki alkol verimi daha diisiik olmaktadir.
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Maya hareketi

Maya hareketi sisteme verilen hava ile saglanmaktadir. Boylece maya dagitilmis ve
mayanin daha rahat beslenmesi saglanmig olur. Gerek maya cogalmasi gerekse
fermantasyon esnasinda mayanin meydana getirdigi cesitli maddeler mayanin
etrafindan ne kadar cabuk uzaklastirilir ise mayanin beslenme sartlar1 o nisbette
iyilesir. Boylece mayalarin ortamda bulunan kullanilmamis gida maddeleri ile temast
hem kolaylagsmis olur hem de hizli olur. Bu sekilde iyi beslenen mayanin ¢ogalma

hiz1 ve fermantasyon kabiliyeti artar.

Maya hareketi iki sekilde olur. Birincisinde, mayalar fermentasyon ortami ile
birlikte hareket ederler, ikincisinde ise mayalar bir yerde sabit tutulup ortam hareket
eder. Alkol fabrikalarinda fermantasyon {initesinde sisteme hava verilmeyip
fermantasyon sirasinda olusan karbondioksit gazi nispeten karistirma gorevi
yapmaktadir. Fakat bu yeterli degildir. Maya iiretim {initesinde ise bu hareket hava
ile saglanmaktadir. Sisteme verilen hava hem sirkiilasyonu saglarken hem de maya
verimini artirmaktadir. Mayanin sabit, fermentasyon ortaminin ise hareketli olmasina
ornek “Siiratli sirke iiretimi” usuliidiir. Bu usulde sirke bakterileri odun talaslari
izerinde durdugu halde sirke maysesi (sulu alkol) talaslar iizerinden asag1 dogru

sizar. Boylece alkol kisa siirede sirkeye doniisiir.

Basing

Birkac atmosferlik hidrostatik basincin maya iiremesi ve enzim aktivitesi iizerine
fazla bir etkisi yoktur. Bunun yaninda osmatik basincin maya iiremesi {izerine ¢ok
biiyiik bir etkisi vardir. Ortamdaki asir1 tuz derisimi, osmatik basinci artirarak
hiicrenin su kaybetmesine yol acar. Bunun sonucu olarak mayanin tiremesi yavaglar

veya durur.
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Iyon siddeti

Iyon siddeti arttikca enzim aktivitesi de artar.

Radyoaktif isinlar

Mayalar canli organizmalar olduklarindan, radyoaktif 1sinlardan (ultraviyole)
etkilenirler. Bunun sonucu olarak enzimatik reaksiyonlar yavaslar ve aktivitelerini
kaybederler.

Zaman

Zaman arttikga enzim aktivitesi diiser. Enzim aktivitesinin diigmesi ile reaksiyon hizi

diiser. Bunun i¢in uzun siire ¢alisilan enzimlerin yenilenmesi gerekmektedir.

Kimyasal etkiler

Maya iiretimi veya fermantasyon esnasinda ortama verilen bazi maddeler enzim

aktivitesin artirirlar bazilari ise enzim aktivitesini diistiriirliir.

a. Aktivatorler: Enzim aktivitesini artiran maddelerdir.

b. Inhibitorler: Enzim aktivitesini diisiiren maddelerdir (maya zehirleri gibi).

Aktivatorler; temas ylizey alanini artirarak substrati enzime karsi1 daha aktif yaparlar.
Ayrica enzim zehirlerinin hareketine mani olarak enzimi zehirlerden korurlar. Metal
iyonlart; Na*, K*, Ca®*, Mg**, Zn**, Cr’*, Cu**, NH4* vs.iyonlar1 birer aktivatordiir.
Melastan etanol iiretiminde bu metal iyonlarinin ¢ogunun olmasina karsilik enzim
aktivitesini artirmak i¢in Mg2+, NH4" (amonyum) azotu ve fosfor tuzlar da ilave

edilir.
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Canli varliklarin hayati faaliyetlerini azaltan veya tamamen Onleyen ve nihayet
onlarin oliimlerine sebep olan maddelere genellikle zehir adi verilir. Zehirler her
maya icin ayni derecede etki etmezler. Hatta zehirler mayse(sulu alkol) sicakligi ve

maysede bulunan besleyici maddelere gore de ¢ok degisik tarzlarda etki ederler.

Zehir etkisi yapan inhibitorler enzime baglandigi zaman enzimin aktif merkezini
konformasyon degisikligine ugratarak substratin enzime baglanmasini engellerler.
Bazen de olusan iiriin enzime inhibitor etkisi yapmaktadir. Civanin ¢6ziinmiis tuzlari,
bazi proteinler, alkol, eter, formaldehit gibi maddeler mayalara inhibitor etkisi

gosterirler.

Zehir tesiri yapan maddeler mayalar tizerinde etkisini iki sekilde gosterirler.

1. Uremeye engel olurlar

2. Fermantasyon kabiliyetini azaltirlar.

Genellikle mayalarda her iki etki birden goriiliir. Onun i¢in maya cogaltma ve
fermantasyon istasyonlarina bu gibi maddelerin girmesine kesinlikle engel olmak
gerekir. Zehirler genellikle protoplazmaya etki edip hayat fonksiyonunu yok ederler.
Fakat daha once protoplazmadan ayrilmis bulunan enzimlere tesir etmezler. Fakat

enzimlere de etki eden zehirler vardir.

Biitiin organizmalar gibi mayanin da hiicre gelismesi ve gerekli hidrostatik ve
osmotik basinclarin diizenlenmesi acisindan suya ihtiyac1 vardir. Ayrica suyun
metabolizmada hidroliz ve kondensasyon gibi kimyasal tepkimelere katilmak gibi
gorevi de vardir. Hiicrede suyun bulunmasina kesin ihtiya¢ oldugu gibi besin
maddelerinin ¢6ziinmesi i¢in de yeterli miktarda suyun bulunmasi gerekir. Ciinkii

besin maddeleri ancak suda ¢6ziinmiis bir halde hiicre icine gegebilirler.
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Metabolizma iiriinleri

Fermentasyon boyunca cesitli metabolizma {iiriinleri olusur (organik asitler, etanol
gibi). Olusan laktik, asetik, propiyonik, wvalerik ve biitirik asitler ortamin pH
degerini diisiiriirler ve onceki boliimde anlatildigi sekilde maya gelisimi {izerinde
zararli etkilere neden olurlar. Olusan iiriinlerden biri olan etanoliin osmotik basinci
da maya iizerinde etkilidir. Eger fermente olmus sividaki etanol derisimu, tiim seker
tilkketilmeden 6nce maya iizerinde olumsuz etki gosterecek seviyeye ulasirsa kalan

seker tiiketilemez ve atik olarak kalir.

Ngang ve arkadaslari, calismalarinda maya fermentasyonu parametrelerine laktik
asidin etkisini incelemislerdir. Endiistriyel pancar melasi bazi bakteriler igin,
ozellikle laktik asit bakterileri icin ¢ok iyi bir substrattir. Bu inhibitér mayanin
spesifik biiylime hizin1 ve alkol iiretim hizim1 osmotik basinca bagli olarak farkli
yollarla etkiler. Etkilenen en 6nemli parametre mayanin biiyiimesidir. Cok miktarda

mayanin asilanmasiyla inhibisyon olay1 azaltilabilir [10].

Brown, S. ve arkadaslari caligmalarinda iki mayanin gelisimi ve fermentasyonu
lizerine etanoliin etkilerini incelemislerdir. Etanoliin biiylimeye etkisi iki maya i¢inde
benzerlik goOstermistir. Etanol, biiylime hizinin ve hiicre yasayabilirliginin
inhibisyonuyla sonuclanan karmasik bir kinetik gostermistir.  Etanoliin
fermentasyona olan inhibisyon etkisinin biiylimeye olan inhibisyon etkisinden az

oldugu belirlenmistir [11].

2.7. Kesikli Reaktor Fermentasyon Kinetigi

Bir miktar maya uygun sekilde tasarimi yapilan bir besi ortamina eklenince iirer.
Ureme, biyokiitlenin agirligi, hacmi, sayis1 ve azot icerigi vb. gibi olciilebilen bir
ozelligi ile izlenir. Besi ortaminda bulunan ve iiremeyi sinirlayan besinlere “substrat”

denir.
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Fermentasyonda iireme, substrat tiiketimi ve iiriin olusum kinetiklerinin matematiksel
modellenmesi  veri analizlerini kolaylastiir ve endiistriyel fermentasyon
proseslerinde karsilasilacak problemlerin ¢oziimiine temel teskil eder. Kinetik
modellemeyle saglanacak degisken ve parametreler reaktor tasariminda kullanilir.
Besi ortaminda gelismenin ve tiremenin gerceklestigi tepkime kaplarina genel olarak
“biyolojik reaktorler” veya “biyoreaktorler’; biyokiitle ve iirin tretiminde
kullanilanlara da “ferment6r” denir.

Giintimiizde gelismis iilkelerde bilgisayar araciligi ile kontrol edilen c¢ok iyi
gelistirilmis fermentorlerden yaralanilarak fermentasyon arastirmalari yiiriitiilmekte

ve bu calismalar teknolojiye aktarilmaktadir. Fermentorler;

Kesikli
Siirekli-beslemeli

Siirekli karigtirmali

D N N NN

Borusal akim reaktorleri, tipinde olabilir.

Bu caligmada fermentasyon kesikli sistemde gerceklestirilmistir.

2.7.1. Mikroorganizmalarin iireme Kinetigi

Mikroorganizmalarin gerekli besin ve uygun kosullar1 igeren besi ortaminda gelisme
ve liremelerine kiiltiirleme denir. Kesikli kiiltiir sistemlerinde iireme kapali bir sistem
veya kapali bir cevrede gerceklesir. Kesikli kiiltlir sistemleri uygun iireme ortami
iceren bir kap veya fermentdr olup optimum pH ve sicaklik kosullarinda
calistirthirlar. Ureme, ortamdaki gerekli bilesenlerin tiikenmesi veya zehirleyici

tiriinlerin birikimi, pH degisimi gibi degisiklikler gbzlenene kadar devam eder.

2.7.2. Mikroorganizmalarin yasam evreleri

Kiiltiir ortamina aktarilan mikroorganizmalarin sabit pH, sicaklik, iyon kuvveti ve

basing gibi ¢evre kosullar altinda, belirli substrat derisiminde gelisme ve iiremeleri
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cesitli evrelerden geg¢mektedir. Mikroorganizmalarin iireme hizi genel olarak

asagidaki esitlikle ifade edilir:

dx /dt = px (2.1)
| = Spesifik iireme hizi

x = Mikroorganizma derisimi

dx / dt = Ureme hizi

Mikroorganizmalarin yasam evreleri Sekil 2.9°de gosterildigi gibi alti evreden
olusmustur. Bunlar; gecikme (Lag) fazi, hizlanma veya gecis fazi, logaritmik faz,

duraklama fazi, duragan faz ve 6liim ya da gerileme fazi olarak adlandirilirlar.

Log Biyokiitl
0g Bryokutie Duraklama

\ faz1 Duragan

faz

——

Oliim faz1
oy Logaritmik
faz
Hizlanma
fazi
> Zaman

Sekil 2.9. Mikroorganizmalarin yasam evreleri

Gecikme (Lag) faz

Mikroorganizmalarin kiiltiir ortamina uyum gosterip ¢ogalmaya baslamasina kadar
belirli bir siire gegmesi gerekir. Bu esnada mikroorganizma sayisinda hemen hemen
higbir artis goriilmez. Iste bu siire mikroorganizma icin “gelisme” ya da “gecikme”
evresi (lag faz) olarak adlandirilir. Bu evre yeni ortama uyum, onarim, besinlerin

hidrolizi, transfer ve 6ziitlenmesi, enzim sentezi i¢in gerekli faz olup biyoteknolojik
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tasarimlarda kisa olmasi istenir. Mikrobiyal teknolojide bu siirenin kisaltilmasi
ekonomik acidan biiyilkk 6nem tasimaktadir. Bu amagla as1 mikroorganizmalar,
biyolojik reaktorlerin kosullarina uygun bir bigimde hazirlanmali ve ayrica
mikroorganizmalarin bu evrenin biiyiikk bir kismimi laboratuvar kiiltiirlerinde
gecirmeleri ve kiiltiir genisletme islemleri ile de mikroorganizmalarin reaktor
kosullarina uyumu saglanmalidir. Gecikme evresinin reaktor disinda gecirilmesinin
diger bir 6nemi ise de; fermentasyon sirasinda en Onemli sorunlardan biri olan
sterilizasyondur. Sterilizasyon oldukca gii¢ ve pahali bir islemdir. Bu nedenle
fermentasyon siiresi ne kadar kisa olursa, kirlenme o denli az olacak ve sterilizasyon
islemi i¢in fazla enerji ve emek harcanmayacaktir. Fermentérde bu evrenin
kisaltilabilmesi i¢in ayrica, as1 kiiltiiriinden daha fazla mikroorganizma alinmalidir.

Ornegin; mayalarda bu oran yaklasik %35’dir. Lag fazinda iireme olmadig1 icin;

u=0;dx/dt=0 2.2)

Hizlanma faz

Gelisme evresinden sonra mikroorganizma sayisinda yavag yavas artis baslar ki bu

safhaya “hizlandirilmis” ya da “hizlandirilma evresi” denilmektedir.

Logaritmik faz

Hizlanma safhasinda artmaya baslayan mikroorganizma sayisi belirli bir diizeye
ulaginca “logaritmik evreye” ulasilir. Logaritmik evrede, mikroorganizmalar
eksponansiyel olarak arttigi igin kesikli kiiltiirleme yonteminde ortamdaki besinler
giderek azalir. Ayrica ortamda inhibisyon etkisi yaratabilecek iiriinler olusabilecegi
icin mikroorganizmalarin ideal ve en yiiksek derisimine erisilemez. Siirekli
kiiltiirlemede, ortama siirekli olarak taze besin eklendigi ve olusan {iriinler de
ortamdan uzaklastirildigi i¢in ideal logaritmik evreye ulasilabilir. Logaritmik evrede

biokiitle artig hiz1 dx/dt, mikroorganizma derisimu x ile orantilidir.



35

Buna gore logaritmik iireme hizi:

dx / dt = px (2.3)

bagintis1 ile gosterilmekte olup, birinci dereceden bir reaksiyon esitligi olusturur. W ;

spesifik tireme hiz1 olup Es.2.3’den ¢6ziiliirse,

pn=1/x (dx/dt) (2.4)
Es.2.4 de goriildiigii gibi, birim derisimdeki biyokiitle fraksiyonel artig hizimi verir.
Birimi zaman ' dir. Es. 2.3iin

t=0i¢in x =Xy ve t=t icin X =X

sinir sartlart kullanilarak integrali alinirsa ;

T dx ¢
I— =u I dt (2.5)
Xo X 0
Lnx = Lnxg + ut (2.6)
X =Xpe"' (2.7)

Es.2.6 elde edilir. Burada x(, baslangicta (t=0 aninda) kiiltiir ortamina asilanan
mikroorganizma derisimi, x ise herhangi bir t (t=t) anindaki mikroorganizma
derisimidir. Es.2.6 bir dogru denklemi olup ordinati kesme noktas1 xg, egim ise LL’yii
verir. Logaritmik fazda besin maddeleri azalirken biyokiitlede artis goriiliir,

dolayistyla iirtin miktarinda da artis olur.
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Duraklama faz

Logaritmik fazda hizli bir artis gosteren mikroorganizmalarda yavas yavas yaslanma
ve Oliim olaylarinin belirginlesmeye baslamasi nedeniyle, cogalma yavaslar ve iireme

hizinda azalma gozlenir. Bu nedenle bu evre “duraklama fazi1” olarak adlandirilir.

Duragan faz

Duraklama fazini takiben, kesikli kiiltiirleme isleminde “sabit faz” gozlenir. Kesikli
kiiltirde besin maddelerindeki azalma, inhibisyon etkisi olan iiriinlerin artis1 gibi
nedenlerle, mikroorganizmalarin bazilar1 liremeye devam ederken, bazilar1 Oliir
bazilar1 da iiremeden ancak yasamlarim siirdiiriir. Bu ii¢ faktdr birbirini 6ylesine
dengelemektedir ki, mikroorganizma miktarinda zamana gore net artis ya da azalig
goriilmez. Bu evrede mikroorganizmalar, depo maddelerinden ve proteinlerinden
yararlanabildigi siirece yasamaya devam eder. Substrat azalmasi ve iiriin inhibisyonu

sinirlayici etkendir.

dx/dt=0

Ln (x / xg) = Sabit

Duragan fazda ¢cogu zaman X = Xyx Olur.

Oliim fazi

Sekil 2.9’daki grafikte goriildiigii gibi mikroorganizma yasam kinetiginin son
asamasinda, mikroorganizmalarin 6liim hizlan arttifi icin zamanla derisimlerinde
azalma gozlenir. Bu fazda mikroorganizmalarin, ortama salgiladiklar1 enzimlerden
dolayr hiicre zarlarinda hidroliz ve parcalanma olaylarn belirginlesir.

Mikroorganizmalarin yasam kinetiginin bagintilar1 genellikle bakteriler iizerindeki
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incelemelere dayanarak tiiretilmistir. Ancak bu bagintilar genellikle tiim

mikroorganizmalar i¢in gecerli sayilmaktadir. Oliim hiz1;

~dX/dt={lgXmax 2.8)

L= Spesifik 6liim hiz1 sabiti

Xmax = Duragan faz biyokiitle derisimi [6]

2.8. Metal Iyonlarimin Maya ve Etanol Fermentasyonu Uzerindeki Rolii

Bu boliimde potasyum, sodyum, ¢inko, magnezyum, mangan ve kalsiyumun maya ve

etanol fermentasyonu iizerindeki rolii iizerinde durulmustur.

Fermentasyon ortaminda bulunan metal iyonlarinin derisimi mikroorganizmalar i¢in
olduk¢a Onemlidir. Bu degerler belli bir degerin {iizerinde oldugunda veya
gerektiginden az oldugunda mikroorganizmanin gelisimi ve fermentasyon aktivitesi

olumsuz yonde etkilenir.

Potasyum: hiicre i¢i ve dis1 osmotik basinci kontrol altinda tutmasi ve glikoliz

evresinde fosfatin hiicre i¢ine alinmasinda 6nemli rol oynar.

Ryan ve Johnson ¢alismalarinda, 100 gL' sakkaroz ve derisimi 0,4 ve 13,5 gL
arasinda degisen potasyum iceren yapay melasta, potasyumun etanol iiretimine
etkisini aragtirmislardir. Calismada Saccharomyces cerevisae ml’de 105 tane olacak
sekilde kullanilmis, iiretilen etanol gaz kromatografisinde, seker degisimi de sivi
kromatografisinde 6l¢iilmiistiir. Etanol tiretim hiz1, 0,4 gL'1 potasyum miktari ile 0,4
gL’ls'1 iken, 10,5 gL’1 potasyumun fermentasyon ortaminda bulunmasiyla, 1,2 ngs'1
degerine ulagsmistir. Ancak potasyumun 10,5 gL’l’den daha yiiksek derisimlerinde
etanol liretiminde azalma goriilmistiir ( 13,5 gL'1 potasyum derisimiyle 0,2 gL'1 57!

etanol iiretim hiz1 belirlenmistir) [21].



38

Kirk ve arkadaslari, calismalarinda Zymomonas mobilis ile sakkarozun etanolik
fermentasyonuna potasyum ve kloriir iyonlarinin etkisini arastirmiglardir.
Zymomonas mobilis’in kesikli sakkaroz fermentasyonuna belirli tuzlarin ilavesi iiriin
olusumuyla sinirlanabilir. Sorbitol ve frukto-oligosakkarit olusumu sinirlanabilir ve
etanol liretimi mineral tuz derisimleri ayarlanarak arttirilabilir. Calismada 10 gL'1
NaCl veya MgCl, den daha diisiik derisimlerde kloriir tuzlarn biyokiitle ve sorbitol
olusumunu frukto-oligosakkarit olusumu yoniinde azaltmistir. KH,PO4 (< 20 gL'1
Yun diisiik derigimleri biyokiitle olugsumunu arttirmigs ve beraberinde frukto-
oligosakkarit olusumunu azaltmis ve etanol olusumunu olumlu yonde arttirmistr.
KH,PO,’in 20 gL'l’nin tizerindeki derisimlerinde etkisi kloriir tuzlarininkine
benzemistir. Fermentasyonun basinda ortama invertaz ilavesi sorbitol olusumunu
arttirmis  fakat sakkaroz hidrolizinin tamamlanmasindan sonra ilavesi frukto-

oligosakkaritlerin fruktoz veya etanole dontismesiyle sonuglanmistir [13].

Chandranasena ve arkadaglarnn calismalarinda, hazirladiklart sentetik melas
ortaminda, kesikli sistemde, 5x106 hiicre/ml Saccharomyces cerevisiae kullanarak ve
75 rpm calkalama hizinda, K+, Mg2* ve Ca?* metal iyonlarninin degisen
derisimlerinde deneyler yaparak elde ettikleri etanol verimini Ol¢miislerdir.
Calismada amaglanan, bu ii¢ metal iyonunun, etanol fermentasyonunda, kendi
arasindaki etkilesimin arastinlmasidir. Yapay melas, K*, Mg ve Ca2* katyon
derisimlar diisiik, orta ve yiiksek degerleri sirasiyla, 2159-5102-7251, 16-70-270 ve
71-509-1027 mgL'1 olacak sekilde hazirlanmistir. Istatiksel analizler sonunda,
magnezyumun artan derisimlerinde etanol veriminin arttigi ve p degerleri dikkate
alindiginda (p<0,01) her iic metal iyonunun da etanol iiretiminde etkili degiskenler
oldugu ortaya cikmistir. ANOVA testi ile magnezyumun sabit derisimlerinde,
potasyum ve kalsiyumun etanol iiretimi iizerine etkileri belirlenmistir. Magnezyumun
16 mgL™" derisiminde, potasyum ve kalsiyumun verimde énemli lciide etkili oldugu
(p<0,01) ve kalsiyumun diisiik magnezyum verimi azaltic1 yonde etkisinin oldugu,
70 mgL" magnezyum derisiminde, magnezyum ve kalsiyum oranimin artmasinin
verimi 6nemli ol¢iide arttirdig1 belirlenmistir, magnezyumun 270 mgL™ derisiminde,

artik kalsiyuamun verim iizerinde etkisinin kalmadigi buna karsin potasyum
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derisiminin etkisinin devam ettigi (p<0,01) belirlenmistir. Calismada, potasyum ve
kalsiyumun etanol verimini en yiiksek yapan miktarlarina magnezyumun ortamda
yiikksek ve orta seviyedeki derigsimlerinde ulasilmig olmasi bu iki iyonun etkisinin
magnezyumun derisimine bagl olduguna dikkat ¢ekilmis ve bu ti¢ iyonun (K+ :Mg2+
:Ca2t ) etanol verimini en yiiksek yapan birlesimleri, 2,154:270:1,118-
5,102:70:509- 7,231:16:1,006 (mgL'l) ve etanol verimleri sirasiyla 7,88-7,08 ve 5,63
% (vv'') olarak belirlenmistir [14].

Sodyum: mayanin sodyuma ihtiyact vardir ancak ortamda yiiksek derisimde
bulundugunda, hiicre yapisi, enzim aktivitesi dolayisiyla glikoliz evresi zarar goriir.
Sodyum, potasyumla hiicre i¢ine alinmasi konusunda yarigir ve potasyumun hiicre

tarafindan alinmasini engeller ve yararli etkilerini inhibe eder.

Vriesekop ve arkadaslan calismalarinda, Zymomonas mobilis mayasinin kullanildigi
fermentasyon ortamindaki sodyumun etanol iiretimine etkisi tizerinde durmuslar ve
ortamda sodyum iyonu oldugunda hiicre gelisimi ve etanol iiretiminin olumsuz

yonde etkilendigi belirlenmistir [15].

Garcia ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismanin bir boliimiinde, S. cerevisiae ve C.

. . . + + . . .
tropicalis mikroorganizmalarinin, ortamdaki Na ve K iyonlarim biinyelerine
almalart ve bu iyonlarin mikroorganizma gelisimi iizerindeki etkileri iizerinde
durmuslardir. Mikroorganizmanin gelisiminin, adsorplanan Na:K oraninin artmasiyla

zarar gordiigii belirlenmistir [16].

Prista ve arkadaslari, sodyum, potasyum ve lityumun, Saccharomyces cerevisiae ve
Debaryomces hansenii  mayalarinin gelisimi iizerine etkilerini incelemislerdir.
Calisma, potasyum 0 ile 36,7 mM, sodyum derisimi ise O ile 2 M degerleri arasinda
degisen miktarlarindaki ortam sartlarinda gerceklestirilmistir. Debaryomces
hansenii’nin gelisim hiz1, diisik potasyum (0,05 mM) ve yiiksek sodyum
derigsimlerinde (1M) 0,20 s! iken, Saccharomyces cerevisiae ise bu sartlarda

cogalma gosterememis ancak yiiksek potasyum (36,7 mM) ve diisiikk sodyum (0,6 M)
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sartlarinda 0,13 s! gelisim hizina ulasmistir. Sodyumun Saccharomyces cerevisiae
tizerindeki zehirleyici etkisi, hiicrenin potasyum alimini sodyumun engellemesi ve
hiicre icinde potasyumun azalarak sodyumun birikmesi seklinde agiklanmigtir.
Ortamdaki Na:K oram1 0,7’nin iizerinde oldugunda Saccharomyces cerevisiae’nin
gelisimi olumsuz yoOnde etkilenmis ve iki mikroorganizmadan Debaryomces

hansenii’nin sodyuma kars1 daha direngli oldugu belirlenmistir [17].

Cinko: mayanin fermentasyon performansi icin gerekli metal iyonlarindan biridir .
Hiicre metabolizmasinda, ribofilin ve protein sentezinde katalitik kofaktdr olarak
calisir. Ayrica ¢inko, hiicre zar1 disinda serbest halde bulunan seker molekiillerinin,
zar i¢inde kimyasal reaksiyonla fosfatlanarak igeri alinmasini kolaylastirir. Cinkonun
besi ortaminda yiiksek derisimlerde bulunmasi, potasyumun hiicre zarindan gecisini
olumsuz yonde etkileyeceginden hiicre gelisimi ve fermentasyon iizerinde zehirleyici
etki gosterir [18]. Cinkonun olmadig1 ortamda veya yliksek derisimlerinde hiicre ve

fermentasyon performansi zarar goriir.

Magnezyum: hiicre metabolizmasi ve gelisimi i¢in gerekli metal iyonlarindan biridir.
Hiicreyi, 1s1sal sok, osmotik basing ve etanol toksitesine karsi korur. Glikoliz
asamasinda 300’den fazla enzimin (hekzokinas, purivat kinas, fosfofrukto kinas,
fosfogliserat kinas, enolas gibi) sentezinde rol oynar. Ayrica magnezyum, hiicre
zarindaki H*- ATP aktivitesini hizlandirir [19]. Sadece magnezyumun tek basina
etkisinin yaninda magnezyum kalsiyum orani da 6nemlidir. Eger gelisme ortaminda
magnezyuma gore asirt miktarda kalsiyum olursa, magnezyumun hiicre plazmasina
transferi yavaglar. Dolayisiyla hiicre gelisimi ve 1iyi bir fermentasyon igin
magnezyum kalsiyum oraninin yiiksek olmasi1 gereklidir. Magnezyumun da yiiksek

derisimlerinde hiicre solunumu olumsuz yonde etkilenmektedir.

Mahler ve arkadaslari, Mg iyonlarmin oksijen simirli ortamda Pichia stipitis’ in
mayalanma ve solunum fonksiyonlarina etkisini aragtirmislardir. Mikroaerofilik

sartlar altinda yapilan calismada Mg** iyonlarinin miktar1 biiyiimeyi, xylitol ve etanol
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tiretimini etkilemistir. Diisiik miktarlardaki Mg2+ iyonlar1 karbon akigini etanolden

xylitole yonlendirmistir [20].

Pironcheva, calismasinda bira fermentasyonunda magnezyum iyonlarinin etkisini
incelemistir. C1028 kodlu bira mayasi Saccharomyces cerevisiae aerobik kosullarda
yetistirildiginde etanol iiretimi Mg* derisiminin 0,7 mM seviyesine kadar hiperbolik
bir artis gostermistir. Calismada, hiicrelerin sabit biiylime fazina girisi ile En yiiksek
etanol ve minumum seker derisimlerinin zamani ile biiyiime ortamindaki En yiiksek
Mg2+ derigimi iliskilendirilmistir. Maya hiicreleriyle magnezyum birikiminin bira

ireten biyoteknoloji dallarinda yararli olabilecegi onerilmistir [21].
Mangan: hiicrede protein ve tiamin sentezi i¢in gereklidir.

Kalsiyum: hiicre gelisimi i¢in gerekliligi tartismalidir. Ciinkii ortamda fazla

miktarlarda bulunmasiyla, magnezyumun yararh etkisini engellemektedir [14].

Goksungur ve arkadaslari, caligmalarinda dolgulu yatak biyoreaktérde Ca- Aljinatta
tutuklanmis Saccharomyces cerevisiae ile pancar melasimdan siirekli yontemde etil
alkol iiretimini arastirmuslardir. Calisma sicakhinm 30 °C, kullamlan seyreltme
hizinin 0,22 st oldugu calismada en yiiksek etil alkol (4,62 %), teorik verim (82,9 %)
ve hacimsel verimlilik (10,16 gL'ls'l) degerleri % 10,90 baslangi¢c seker derisimi
iceren ortamda, %?2 Na-aljinattan iiretilen, 2,0-2,4 mm capindaki boncuklarla elde
edilmistir. Daha yiiksek substrat derisimlerinde verim degerlerini artirmak ve
ortamda kullanilmadan kalan seker miktarin1 azaltmak icin substrat biyoreaktdrden

tekrar sirkiile edilmistir. Biyoreaktor 0,22 g!

seyreltme hizinda fermentasyon
kapasitesinde ©Onemli degisiklik olmadan siirekli sistemde 25 giin boyunca
calistinlmigtir. Stirekli karistirmali tank tipi biyoreaktdrde yapilan denemede ise
dolgulu yatak biyoreaktore gore daha diisiik etil alkol derisimi (3,94 %), teorik verim

(70,7 %) ve verimlilik (8.67 gL™'s™ ) degerleri elde edilmistir [22].

Sreekumar ve arkadaslari, ¢calismalarinda Zymomonas mobilis ZM4 ve bir mutant

ZMI, ile yapilan yiiksek sekerli fermentasyon ortaminda kalsiyum ve sodyum



42

tuzlarmin etanol iiretimine etkisini incelemislerdir. Ozellikle glikoz ve sakkarozun
yiiksek derisimlerinde (200-400 gL’l) ve olabildigince yiiksek sicaklikta (42 °C)
CaCO; ilavesinin etanol iiretimini arttirdigimi belirlemislerdir. Kalsiyum ve sodyum
karbonat ortamda iiretilen asidi notralize etmis ve etanol iiretimini arttirmistir.
Sodyum tuzlarinin maya iizerinde daha az etkili oldugu ve mutant icin tercih
edilmedigi goriilmiistiir. Kontrollii pH ortaminda kalsiyum kloriiriin etkisiyle Ca**

iyonlarinin etanol iiretimini arttirmada dogrudan rol oynadig: belirlenmistir [23].

2.9. Fermentasyon Ortamma Eklenen Maddelerin Etanol Uretimi Uzerine

Etkileri

Biyokimyasal yollarla etanol iiretiminde etkili mikrobiyal islemler ve yiiksek {iriin
derisimlerinin saglanmasinda, uygun mayanin, reaktdr sisteminin ve fermentasyon

ortaminin se¢imi dnemli faktorlerdir.

Literatiirde cesitli mikroorganizmalarla fermentasyon yoluyla etanol iiretiminde,
substratlar1 saflastirmak ve etanol tiretimini arttirmak amaciyla fermentasyon veya
alistirma ortamlarina maddeler eklenmistir. Bu maddelerden biri, son zamanlarda
iyon degisim, adsorplama ve katalitik 6zelliklerinden dolay1, substrat icinde bulunan
ve fermentasyon mikroorganizmalan i¢in zehirleyici etkisi olan eser elementlerin

zararli etkilerini azaltabilen zeolitlerdir.

2.9.1. Zeolitler

"Zeolit" kelime olarak "Kaynayan tas" anlamindadir. Patlayarak dagilmasi nedeni ile

bu isim verilmistir.

Alkali ve toprak alkali metallerin kristal yapiya sahip sulu aliimina silikatlari olup
cerceve silikatlar grubundadir. Iskelet  yapilarindaki Si/Al oranlarindaki ve

icerdikleri katyon cinsi ve miktarlarindaki bazi farkliliklara ragmen;

(M*, M*%) 0.A1,05.95i0,. nH,O
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genel formiilii ile ifade edilebilirler. Burada M* bir alkali katyon olup genellikle Na*
veya K*, nadiren de Li* olur. M** ise bir toprak alkali katyondur ve genellikle Mg**,

2 2 . 2 Q2
Ca™, Fe " nadiren Ba™*, Srolur.

Herhangi bir zeolit kristalinin en kiiciik yap1 birimi SiOs veya AlO4
tetraederleridir. Si ve Al tetraederlerinin olusturdugu birincil yap1 {initelerinin
birlesmesi ile tek ve ¢ift halkali ikincil yapr iiniteleri ve yiiksek simetrili parametreler
meydana gelir. Bu polieder ve ikincil yapi iinitelerinin ii¢ boyutta degisik sekillerde
dizilmesi ile de mikro gozeneklere sahip zeolit iskeleti ortaya cikar. Poliederler ve
bunlari birbirine baglayan ikincil yapi liniteleri arasinda yer alan bu mikrog6zenekler
mikropencerelerle birlesip bir, iki veya ii¢ boyutlu bosluk sistemleri ve/veya kanallari
olusturur. Bosluk miktar1 toplam hacmin % 20'si ile % 50'si arasindadir.
Zeolitminerallerinin en 6nemli 6zelligi; bu bosluklar ve bu bosluklara kolayca
girebilen ve yer degistirebilen s1v1 ve gaz molekiilleri ile toprak alkali iyonlardan

ileri gelen "molekiiler elek" olmasidir.

Zeolitlerin baglica fiziksel ve kimyasal 6zellikleri olan; iyon degisikligi yapabilme
acik renkli olma, hafiflik, kiiciik kristallerin gozenek yapisi zeolitlerin ¢ok cesitli

endiistriyel alanlarda kullanilmalarina neden olmustur.

Iyon degistirmenin miktar1 "iyon degistirme kapasitesi" (IDK) ile ifade edilmektedir.
IDK'nin 6lgiisii gram veya 100 gram zeolit basina degistirilebilen mol sayidir. Bazan
mol sayis1 yerine esdeger agirlik da kullanilmaktadir. Cizelge 2.3’de bazi zeolitlerin

iyon degistirme kapasiteleri verilmistir.

Bu calisgmada dogal zeolit klinoptilolit ve sentetik zeolit NaY’nin etanol iiretimi

tizerine etkileri arastirilmustir.



44

Cizelge 2.3. Baz zeolitlerin iyon degistirme kapasiteleri (IDK)

Zeolitin Adi Formiilii IDK (meq/g)
Klinoptilolit (NaK3)(AlsSis0096).24H,0 2.16
Mordenit (Nag)(AlgSiz096).24H,0 2.29
Erionit (Na3CaszK»)(AlgSin;072).27H,0 3.14
Filipsit (NasKe)(Al;0Si2n0e4).20H,0 3.87
Analsim (Naj6)(Al}16Si32096). 16H,0 4.54
Laumonit (Cay)(AlgSi¢04g).16H,0O 4.25
Sentetik zeolit A (Na12)(Al12S112048).27H,0 5.48
Sentetik zeolit X (Nage)(AlgeSi1060384).264H,0 4.73

Roque, R. ve arkadaglar caligmalarinda maya fermentasyonunun hizina dogal ve
homoiyonik zeolitlerin katalitik etkisini incelemislerdir. Mayanin ortama
astlanmasindan sonra 5-10 gL zeolitin alkol fermentasyonunun hizini  hem

laboratuvarda hem de genis 6lcekli proseslerde arttirdigi belirlenmistir[24].

Bauman ve arkadaglari, dogal zeolit klinoptilolitin = Yarromia lipolytica mayasi
icindeki sphingolipid metabolizma iizerine etkisini incelemislerdir. Ayrica biyokiitle
gelisimi sirasinda zeolitin pH degisikligi kadar hiicrenin sekline ve boyutlarina
etkisini de incelemislerdir. Elektron mikroskobuyla yapilan taramalarda zeolitin
Yarromia lipolytica’nin boyut ve seklini etkiledigi gdzlenmistir. Zeolit yoklugunda
0,7-2,7um boyutunda ve oval sekilli olan hiicrelerin zeolit varliginda yuvarlak ve

daha genis oldugu ve 1,3-2,9 um boyutunda oldugu belirlenmistir [25] .

Ergun, M. ve arkadaslar1 tarafindan, amonyum formuna doniistiiriilmiis zeolit X’in
etanol iretimi iizerine etkileri, fermentasyon ve alistirma ortamlarina ayri ayri
eklenerek incelenmistir. Deneyler, 3,72 gL'1 Saccharomyces cerevisiae
mikroorganizmasiyla ve litrede 100 g seker olacak sekilde seyreltilmis melasla

gerceklestirilmistir. Ortamlara eklenen zeolitin fermentasyon ortaminda daha etkili
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oldugu ortaya ¢ikmistir. Fermentasyonun 24. saatinde alinan Orneklerde yapilan
analizler sonucu, bu maddelerin fermentasyon ortaminda alistirma ortamina oranla
daha etkili olduklar1 ve en etkili maddenin Zeolit X oldugu ve bu maddenin 8 gL

miktariyla etanol tiretimini %353 oraninda arttirdig1 belirlenmistir [26].

Sivaraman H., Chanwadkar A., calismalarinda, derisimi 100-300 gL—l arasinda
degisen seker iceren melas ortaminda, sentetik zeolit silikatin, etanol iiretimi iizerine
etkisini incelemislerdir. Fermentasyon 30 °C sicaklikta, baslangic pH 4,5 degerinde
ve 50 rpm hizinda sallamali su banyosunda, Saccharomyces cerevisiae mayasi ile
gergeklestirilmistir. Silikat derisimi 1-40 gL'1 arasinda degistirilerek deneyler
yapilmagstir. 1 gL'1 ve 20 gL'1 silikalit derisimlerinde benzer sonuclar elde edilmis ve
bu miktarlarinda silikalit, etanol iiretim hizim 0,30 gg'ls'1 degerinden 0,52 gg'ls'1
arttirmistir. Bu etanol hizina ortamda 100 ve 150 gL'1 seker varken ulasilmis, artan
seker derisimlerinde etanol tretim hizi diigmiistiir. Sonug¢ olarak, fermentasyon
ortamina silikalit eklenmesi, fermentasyonu hizlandirmistir (silikalit olmadiginda 24
saatte tamamlanan fermentasyonun, ortamda silikalit bulunmasi durumunda 16 saatte
tamamlanmistir). Caligsmada, silikatin etanol {iretimini hizlandirmasi, melas
ortamindaki eser elementlerin inhibitor etkilerini, adsorplama veya iyon degistirme

ozelligi ile azaltmis olabileceginden 6rnegin melas icinde yiiksek miktarda ve etanol

iretimi {izerinde inhibisyon etkisi bulunan Na iyonlarinin, zeolitteki K iyonuyla yer
degistirerek, zehirleyici etkisinin azalmasindan bahsedilmistir. Bir bagka yorum
olarak da, maya hiicrelerinin silikalit icine immobilize olup fermentasyon

aktivitelerinin artmis olabilecegi one siirtilmiistiir [27].
2.9.2. Killer
Kil teriminin genis bir anlami vardir. Hem bir kayag terimi olarak, hem de tane boyu

terimi olarak kullanilmaktadir. Kaya¢ olarak bozunma {iriinleri i¢in kullanilan bir

terimdir. Killerin kimyasal analizleri; silisyum, aliiminyum ve sudan olustuklarini
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gostermektedir. Demir, alkaliler ve alkali topraklarda degisik miktarlarda yer

almaktadir.

Endiistride, cam sanayinde, seramik, kagit, deterjan ve ila¢ yapiminda kullanilan
killer, adsorplama ve iyon degistirme gibi 6zelliklerinden dolayi, su tesislerinde, ev
atik sulan1 agir metal aritiminda da kullanilmaktadir. Bazi killer 6rnegin yiiksek
yiizey alanina sahip olan sepiyolit sorptif, reolojik ve katalitik uygulamalarda yogun

olarak kullanilmaktadir.

Kil mineralleri oldukca esnektir ve suda genisleme ozelligi gosterirler. Iyon
degistirme, ozellikle katyon degistirme kapasiteleri yiiksektir ve cesitlerine gore
degisir. Katyon degisim kapasitesi (KDK), mineralin degisim karmasiklerindeki
negatif elektrikli yiikleri notralize eden, kolaylikla degisebilir durumda bulunan
katyonlarin toplam miktarin1 gosterir ve 100 gram kuru kilde miliekivalent olarak
ifade edilir.

Montmorillonit; minerallerin ve volkan kiiliiniin bozunmasiyla olusan bir iiriindiir ve
cogunlukla yar1 kurak kosullar altinda bulunan batakliklarda ve lagiinlerde olusur.

Kristal yap1 formiilleri;

Yapilarindaki degisebilir katyonlar, sodyum, potasyum, kalsiyum ve magnezyumdur.

Tiirkiye diinyada baslica zeolit ve kil minerali rezervlerine sahip olmasina ragmen
bu kaynaklarin biyoteknolojide kullanilmasi ile ilgili cok az ¢alisma yapilmistir. Kil
mineralleri daha cok Eskisehir-Sivrihisar ve Mihali¢gik-Yunusemre yorelerinde
goriiliirken, zeolit minerali Bati Anadolu Bolgesinde Balikesir ili Bigadic ilcesi basta
olmak {iizere bu bolgedeki yataklarin rezervi yaklagik 500 milyon ton olup, Orta
Anadolu ile birlikte Tiirkiye’nin toplam zeolit ve kil minerali rezervi 4.5 milyar ton

dur.
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2.9.3. Vitaminler

Etanol iiretimini artirmak i¢in ortama konan maddelerden biri de vitaminlerdir.
Vitaminler bir¢ok kimyasal tepkimeye giren organik maddelerdir. insan ve hayvan
hayatinda onemli rol oynarlar. Vitaminler kendi baslarina enerji kaynag: degillerdir,
fakat bircok biyolojik olay tizerinde katalizor etkisi yaparlar. Biotin, tiamin ve
pantoneik asit basta olmak iizere vitaminler, maya hiicresi icinde gerceklesen
karboksilasyon ve dekarboksilasyon reaksiyonlarimi desteklemek ve hiicre zarim

korumak gibi 6zelliklerinden dolay1 gerekli maddelerdir.

Alfenore ve arkadaslar [28], calismalarinda, Saccharomyces cerevisiae mayasi ile
glikozlu ortamda, hazirladiklar1 vitamin karistminin (pantotenik asit+ nikotinik asit+
inositol+ tiamin+ biyotin+ para-aminobenzoik asit) degisen derisimlerinin etanol
liretimine etkisini arastirmiglardir. Fermentasyon 20 L kapasiteli reaktorde siirekli
sistemde, pH= 4 ve glikoz baslangic degeri 100 gL' sartlarinda gerceklestirilmis ve
fermentasyon boyunca kanistirma hizi, pH, sicaklik ve ¢oziinmiis oksijen miktar
kontrol altinda tutulmustur. Calisma sonunda vitamin karigiminin artan
derisimleriyle sirasiyla, 126 gL”', 135 gL've 147 gL' etanol miktarlarina

ulagilmistir. En yiiksek etanol iiretim hiz1 da 9,5 gL'ls'1 olarak belirlenmistir.

2.9.4. Adsorbanlar

Etanol iiretimini artirmak i¢in ortama konan maddelerden birtanesi de adsorban

ailesinin en onemlilerinden biri olan aktif karbondur.

Aktif Karbon yeryiiziinde en ¢ok bilesik yapan elementtir. Karbon tiim organik
bilesiklerde temel yapi taslarinin olusumunu saglar. Su anda kullanilan adsorbanlarin
en Onemlisi, yiiksek gozeneklilige sahip aktif karbonlardir. Ticari olarak aktif
karbonlar, odun, turba, linyit, komiir, mangal komiirii, kemik, Hindistan cevizi
kabugu, findik kabugu ve yag iiriinlerinden elde edilen karbonlarin c¢esitli

islemlerden gecirilerek aktive edilmesiyle elde edilirler.
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Aktif karbon, biiyiik kristal formu ve oldukca genis i¢c gbzenek yapisi ile karbonlu
adsorbanlar ailesini tamimlamada kullanilan genel bir terimdir. Aktif karbonlar, insan
saglhigina zararsiz, kullanigh iriinler olup, olduk¢a yiiksek bir gozeneklilige ve ic
yiizey alanina sahiptirler. Aktif karbonlar, ¢o6zeltideki molekiill ve iyonlar
gozenekleri vasitasiyla i¢ ylizeylerine dogru cekebilirler ve bu yilizden adsorban

olarak adlandirilirlar.

Aktif karbonun i¢ ylizeyi (aktiflestirilmis yiizey) cogunlukla BET yiizeyi olarak
(ng'l) ifade edilir. Yiizey alam azot (Ny) gazi kullanilarak olgiiliir. Prensip olarak,
yiizey alani ne kadar biiyiikse, adsorbsiyon merkezlerinin sayisinin da o kadar biiyiik

oldugu diisiiniiliir.

Ikegamai, T. ve arkadaslarn Saccharomyces cerevisiae ile yapilan etanol
fermentasyonuna cesitli karbon maddelerini ekleyerek fermentasyona etkisini
incelemislerdir. 30 °C sicaklikta, 130 rpm calkalama hizinda ve 100 gL aktif karbon
varhiginda yapilan deneylerde ii¢ farkli fermentasyon ortami kullamilmis, aktif
karbon eklenen ortamlarda glikoz tiiketiminin ve etanol iiretim hizinin arttig
belirlenmistir. Glikoz tiiketiminin kontrol ortama goére 1,3 kat daha hizli oldugu
belirlenmistir. Glikoz molekiillerinin aktif karbon yiizeyine adsorplanmasina ragmen
mayalar etanol iiretimini gerceklestirmislerdir. Etanol iiretim hizinin ise 1,1 daha

hizli oldugu gozlenmistir [29].

Ikegami, T. ve arkadaslari, [30], calismalarinda aktif karbonun kiiltiir ortamina
ilavesiyle mayanin gelisimi iizerine etkisini incelemislerdir. Candida krusei 1A-1
mayast kullanarak yapilan kesikli fermentasyonda lag (gecikme) fazi taze
hazirlanmis ortamda 2 % w/v aktif karbon ilavesiyle bir saat daha kisalmistir. Serbest
hiicre derisimi aktif karbon varliginda 108 hiicre/mL iken aktif karbonun yoklugunda

yalnizca 105 hiicre/mL olarak belirlenmistir.
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2.10. Deneysel Tasarim Yontemleri

Bu calismada Box-Wilson deneysel tasarim yontemi kullanilmistir.

2.10.1. Box-Wilson tasarimm

Box-Wilson tasarim yonteminde deney sonuglar1 bir model esitligi ile ifade edilir. Bu
yontemin faydali yam endiistriyel boyuttaki uygulamalarda da kullanilabilmesidir.
Faktorler uygun aralikta secilerek quadratik bir fonksiyonla ifade edilir. Yontemde
ilk basamak, bagimli degisken (response) ile bagimsiz degiskenler (factors) arasinda
uygun bir bagmtinin olusturulmasidir. Ornegin x; ve X, degiskenlerinin degeri y

degiskeninin verimini arttirmak {izere tasarlanacak olursa;

y =1(x1, Xp) + € 2.9)
€: y i¢in hata, X1, Xp : bagimsiz degiskenler

n = (x4, x2)

E(y) = f(x1, x2) =1 (2.10)

n: cevap ylizeyi

Eger bagimhi degisken bagimsiz degiskenlerce lineer (dogrusal) fonksiyonla

tanimlanabiliyorsa, fonksiyon birinci mertebe modelle tanimlanir.

Y=f(X)=Bo+i BiXi+i EBinin + € (211)

i<j

Eger sistemde bir doniim noktas1 varsa, daha yiiksek mertebeden Grnegin ikinci

mertebeden (dogrusal olmayan) modelle tanimlanir.

3 3 3
Y=fx)=PBo+ Y, BiXi+ Y IRXiXj+> PBiXi +e (2.12)
I=1 i=1

i<j

Burada;

y: bagimli degisken,
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X1y X2y vevvennne X, : bagimh degisken iizerinde etkili olan giris degiskenleri
i,j: 1’den degisken sayis1 kadar degisir

€: hata

Bo: kayma

Bi : dogrusal modelin katsayilart

Bij: karesel modelin katsayilarin1 gosterMEKtedir.
Boylece, ii¢ degiskenli bir problem icin cevap fonksiyonu sdyle olacaktir.

Y=f(X)=Bo + BIXI + BzXz + B3X3 + B4X12 + B5X22 + B6X32 + B7X1X2 + B8X1X3 +
BoX2X3 (2.13)

Dogrusal ve dogrusal olmayan modellerin parametrelerinin belirlenmesi optimal plan
matrislerinin  olusturulmasiyla elde edilir. Plan matrisinde genel olarak
parametrelerin kodlastinnlmis degerlerinden yararlamilir ve asagidaki esitlikle ifade

edilir.

Xi — Xio
A Xi

Burada Uj ; parametrelerin kodlastirilmis degeri,

Ui= (2.14)

Xio ; parametrelerin ortalama degeri
X; ; parametrelerin gercek degeri,

AX;; parametrelerin adim araligidir.

Burada faktorler (parametreler), Onceden belirlenmis seviyelerde degisir.
Parametrelerin kodlastirilmis degeri +1, 0 ve —1 olmak iizere ii¢ seviyelidir. Burada
(+1) yiiksek seviyeyi, (-1) diisiik seviyeyi ve (0) ise ortalama seviyeyi gosterir. Bu
durum deney sonuglarinin boyutsuz sekilde islenmesi imkanini saglar. Plan
matrislerinin kurulmasi asagidaki ardisiklikla yapilir. Aragtirma bolgesi ve merkezi

plan secilir. Koordinat baslangici oraya gecirilir. Daha sonra her bir faktdr i¢in
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degisim aralig1 secilir. Planin merkezinin ve araligin se¢ilmesi ancak deney yapanin
tecriibesinden, arastirilan proseslerin tanimlanmasindan ileri gelir. Deneysel hatay1
belirlemek iizere ortalama seviyede deney boyunca ii¢ ya da bes kez tekrar edilir. Ug

faktorli bir tasarim igin plan matrisi Cizelge 2.4’de verilmistir.

Bu yontemin diger yontemlere gore iistiinliigii biitiin parametrelerin degisimine ayni
zamanda bakilabilmesidir. Geleneksel yontemle yapilan deneysel aragtirmalarda
diger parametrelerin sabit degerlerinde bir parametre degistirilir ve bu da ¢ok sayida

deney yapilmasini gerektirir.

Cizelge 2.4. Ug faktorlii tasarim icin plan matrisi

Deney No Uy U, Us Y
1 +1 +1 +1 Y,
2 +1 +1 -1 Y,
3 +1 -1 +1 Y3
4 +1 -1 -1 Yy
5 -1 +1 +1 Ys
6 -1 +1 -1 Y
7 -1 -1 +1 Y,
8 -1 -1 -1 Ys
9 +0 0 Yo
10 -0 0 Yo
11 0 +0 Y
12 0 -0 Yi2
13 0 0 +0 Yi3
14 0 0 -0 Y4
15 0 0 0 Yis
16 0 0 0 Yi6
17 0 0 0 Y17
18 0 0 0 Yis
19 0 0 0 Y9
20 0 0 0 Y20
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Regresyon modelinde hatalarin beklenen degeri sifirdir. Regresyon modelinin
performansi R? ; Bagimsiz degisken x’in regresyon modeli ile bagiml degisken y’i

ne kadar acgiklayabildigini gérmek i¢in bir 6l¢iit olarak kullanilir.

Gergeklestirilen tasarim yoOnteminde kullanilan model, ANOVA (Analysis of
Variance) testi ile istatistiksel olarak degerlendirilir. Bu test, sistem i¢in Onerilen

model ve hatanin serbestlik derecesi, karelerin toplam1 ve karelerin oranini igerir .

SSE- Hata karelerinin toplami

SSM- Model karelerinin toplami
SST- Toplam hata karelerinin toplami
MSM- Model karelerinin oram

MSE- Hata karelerinin orani
Cizelge 2.5’de ANOVA testinde kullanilan degerler verilmistir.

Cizelge 2.5. ANOVA testinde kullanilan degerler

Kaynak Serbestlik Karelerin Karelerin F
derecesi toplami orant
Model f3 SSM SSM/f; MSM/MSE
Hata f SSE SSE/f,
Toplam f1 SST SST/f;
Korelasyon katsayisi; R> = SSM / SST (2.15)

olarak ifade edilir. R* , 1’e ne kadar yakinsa, regresyon o kadar anlamldir,

belirleyicidir. Bu konuda bilimsel bir karar verebilmek i¢in hipotez testi yapilir.



53
2.10.2. Hipotez testi
H = Regresyon modelindeki her bir katsayinin etkisi onemsizdir.
H,= Regresyon modelindeki her bir katsayinin etkisi 6nemlidir.

Coklu regresyon modelinin belirleyiciligini test etmek icin F-test kullanilir.

H,:p=4=.=8=0 (2.16)
H ,: B degerlerinden en az biri 0 degil.
MSR SSM |k

Test istatistigi : F = = 2.17)
MSE SSE/(n—k-1)

o Biyiikliik derecesi
k: Regresyonda kullanilan bagimsiz degisken sayisi.
p: Modeldeki terimin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigim belirlemede

kullanilan say1.

F>F,, = H, hipotezi reddedilir.
F degerine karsilik gelen p—degeri < & = H, hipotezi reddedilir.

p-degeri < o ise H, hipotezi reddedilir. Bu da, bagimsiz degiskenlerle bagimli
degisken y arasinda belirgin nitelikte bir iliski oldugunu gosterir. Yani bagimsiz
degiskenler, bagimlhi degiskeni etkileyen faktorlerdir. Testin reddedilmemesi ( H, 1n
kabul edilmesi) durumunda, bagimsiz degiskenlerin bagimli  degiskeni

aciklayamadigi sonucu dogar. Bu durumda ya 6rnek sayisi arttirilabilir veya bagimli

degiskeni etkileyebilecek yeni faktorler (bagimsiz degiskenler) aranir .
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Calismada, degiskenler arasindaki iliskinin derecesinin saptanmasi, degiskenler
arasindaki iligkinin biiyiiklugii olciisiinde degiskenlerden biri hakkinda bir bilgi
edinildiginde digeri hakkinda da bilgi elde edilmesine ve bir degiskenden
yaralanilarak digerinin aciklanmasina olanak saglar. ki degisken arasindaki iligkinin
saptanmast bu iki degiskene ait ortak bir bilginin elde edilmesidir. Tek degiskenli
varyans analizinin (ANOVA) modelleri, tek-yonlii, iki-yonlii, ti¢-yonlii, vb.
seklindedir. En basit anlamda tek-yonlii tek degiskenli varyans analizinde tek
bagimsiz degisken (faktor) ve tek bagiml degisken yer almaktadir. Bagiml degisken
sayist tek kalmak iizere, bagimsiz degisken sayis1 iki oldugunda iki-yonlii ANOVA
olarak tanimlanir.  Farkli iki degisken s6z konusu oldugunda, degiskenlerin
birbirlerine olan etkileri veya bagimsiz olup olmadiklar1 da 6nemlidir. Baz1 olaylarda

degiskenler karsilikli olarak birbirlerini etkilerler yani bagimsiz degillerdir.

2.10.3. Cevap yiizeyi metodu

Bir ya da daha fazla olgiilebilen degiskenle, girdi degiskenleri arasindaki regresyon
modelinin deneysel olarak tanimlanmasi ve bu modele gore bagimsiz degiskenin En
yilksek ve minumum seviyeleri arasinda bagimli degiskenin cevap yiizeyinin

incelenmesine dayanir. Cevap yiizeyi, Sekil 2.10 da goriildiigii gibi ii¢ boyutlu bir

alan olarak diistiniilebilir.

Ely) =1

Beklenen verm

Sekil 2.10. Beklenen verimin X; ve X2 nin fonksiyonu olarak ii¢ boyutlu gdsterimi
[31]
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Cevap ylizeyini daha rahat gérmek iizere, sabit bagimli degiskenin dogrulan x;, X,
ekseninde cizilir ve buna kontur plot (contour plot) ad1 verilir (Sekil 2.10). Boylelikle

X1 ve X nin cevap yiizeyinde meydana getirdigi degisiklik kolaylikla anlagilabilir.

Bir cok cevap yiizeyi metodu probleminde bagimsiz degiskenler ile bagiml
degiskenler arasindaki iligki bilinmez. Bunun icin oncelikle bagimsiz degiskenlerle
bagimli degisken arasinda dogru fonksiyonel iligkiyi tanimlamak iizere uygun
yaklasim yapilmalidir. Istatistiksel modellerin kurulmasinda dogrusal ve dogrusal

olmayan regresyon denklemlerinin birinci ve ikinci dereceden polinomlarindan
yararlanilir.

n

=T
- AT OV 0. SR
- M < r/ x N _\-

Beklenen venm

Sekil 2.11. Cevap yiizeyi i¢in kontur plot [31]
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3. MATERYAL VE YONTEM

Mikroorganizmanin fermentasyonda kullanilabilmesi icin iiretilmesi gerektiginden,
liyofiliz halinden aktif hale gecirilen mikroorganizmanin egik agarli ortama ekilerek
tiremesi ve daha sonra agarli ortamdan iireme ortamina asilanan mikroorganizmanin
sayisal olarak cogalmasi saglanir. Tekrarlanan deneylerde, her defasinda, aym
miktarda mikroorganizma kullanabilmek icin, literatiirde belirlenmis eksponansiyel
bolgenin belirli zaman diliminde iireme ortamindan alinan mikroorganizmalar yapay
melastan olusan fermentasyon ortamina asilanmir [32]. Fermentasyon ortamina
degisen derisimlerde maddeler (zeolit, kil, aktif karbon) eklenerek fermentasyon
gerceklestirilir. Fermentasyon siiresince belli zamanlarda alinan numunelerde, pH,
etanol derisimi analizleri  yapilir ve ortama eklenen madde-etanol verimi

etkilesimleri incelenir.

3.1. Kiiltiirleme

Uzerinde veya iginde mikroorganizma iiretilmis (ya da iiremis) besi yerine “kiiltiir”
denir. Mikroorganizmalarin bulunduklar ortamdan belirli tekniklerle alinarak uygun
bir besi yerine aktarilmasi ve burada gelismelerinin saglanmasina “kiiltiirleme
(kiiltivasyon)” denir. Kiiltiirler genellikle buzdolabinda (0-5 °C’de) muhafaza
edilmektedir. Ayrica kiiltiirleri dondurarak (derin dondurucuda —20 °C, sivi azot
icinde —196 °C) donmus halde veya liyofiliz stok Kkiiltiirlerini hazirlayarak kuru

halde, canlilik ve aktivitelerini yitirmeden uzun siire saklamak da miimkiindiir.

3.2. Mikroorganizma ve Hazirlanisi

Calismada Refik Saydam Hifzisthha Merkezinden alinmis, 251 TP(3-2) kod nolu
Sacharomyces cerevisiae isimli mikroorganizma kullamilmistir. Kullanilan
mikroorganizma egik agar ortaminda muhafaza edilmistir. Bu ortam; bir litrede 5g
maya Oziitii, 20 g pepton, 20 g glikoz, 5 g malt 6ziitii, 20 g agar icerecek sekilde

hazirlanms, tiiplere aktarilmis ve daha sonra, 121 °C de 30 dk sterilize edilerek



57

tipler hafif egilerek ortamin egik bir yiizey olusturacak sekilde katilagmasi
saglanmistir. Mikroorganizma, strerilize edilmis 6ze yardimiyla katilasmis egik agar
ortamina ekildikten sonra inkiibatorde 30 °C de 48 saat siireyle iiremesi saglanmis ve
daha sonra fermentasyon ortamiyla aymi o6zellikleri tasiyan bir iireme ortaminda

sayisal olarak ¢ogalmalar1 saglanmistir.

3.3. Onaktiflestirme ve Ureme Ortamimmn Hazirlams:

Uremesi icin gerekli ortama konmadan 6nce, mikroorganizmanin ortam kosullarina
adaptasyonunun kolay olmasi i¢in, bir litresinde 5 g maya oziitii, 20 g pepton, 20 g
glikoz, 5g malt oziitii iceren s1vi ortam hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiden, 5 ml tiip icine
alimmig ve i¢ine 6ze yardimiyla mikroorganizma konularak 1 giin 30 °C sicaklikta
inkiibatorde bekletilerek on aktiflestirme islemi gerceklestirilmistir. Ureme ortami
ise, bir litrede 50 g glikoz, 12g KHpPOy4, 5g (NH4)2SOy4, 1 g MgS04.7H50, 5 g
maya oziitii, 0,5 g CaCly icerecek , pH degeri 4,5 olacak sekilde hazirlanmis ve 121

°C’ de 30 dakika sterilizasyon yapilmistir. Aktiflesme ortaminda 1 giin bekleyen
mikroorganizmanin, iireme ortamina eklenerek, 30 °C sicaklikta, 440 rpm karistirma

hizinda manyetik karistiricida tiremeleri saglanmisgtir.

3.4. Ureme Egrisinin Elde Edilmesi

Fermentasyon ortaminda aktifligi yiiksek mikroorganizmalarin kullanilmasi
acisindan iireme egrisinin belirlenmesi énemli oldugu i¢in ¢alismamizda belli zaman
araliklarinda iireme ortamindan numuneler alinmis 600 nm dalga boyunda
spektrofotometrede absorbanslari okunmus, mikroorganizma sayisindaki degisim
izlenmistir. Lambert- Beer kanunu geregince absorpsiyon okumalar1 lineerligi
saglamak amaciyla 0,05-0,4 araliginda olmalidir. Bu nedenle iireme egrisi
olusturulurken fermentasyon ortamindan alinan numunelerin absorbanslarini
belirtilen aralikta okuyabilmek icin degisik seyreltme oranlar uygulanmis ve iireme

egrisi, gergek absorbans degerleri kullanilarak ¢izilmistir.
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3.5. Mikroorganizma Kuru Hiicre Agirhgimin Belirlenmesi

Fermantasyon sirasinda kullanilacak as1 mikroorganizma miktarinin gL'1 olarak
derisimini belirlemek amaciyla, iireme ortamindan belirli zaman araliklariyla alinan
ornekler ile kuru hiicre agirligr belirlenir ve absorbans degerlerine karsi grafige
gecirilir. Bu amagla boliim 3.3’de bilesimi verilen iireme ortami hazirlanmis, pH
degeri 4,5’e ayarlandiktan sonra, sicakligi 30 °C  degerine ayarli manyetik
karistiriciya yerlestirilmistir. Onceden bos agirliklart tartilmis olan tiiplere, 10 uncu
saatten itibaren 5 mL Ornek alinmis ve asagida belirtilen iglem basamaklari

izlenmistir.

v 5 ml’lik 6rnek iceren deney tiipleri 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilmistir.

v Ustteki sulu kisim atilmis ve iizerlerine % 0.9’luk NaCl’den 5 mL ilave edilip
tekrar 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.

v Ustteki kisim mikropipetle — atilmug, tiipler 90 °C’de 20 saat siire ile

kurutulmustur.

v Sonra i¢inde CaCl, olan bir desikatdrde sogutulmus, tiiplerin agirliklar:
tartilmastir.

v Elde edilen veriler, asagidaki esitlikten yararlanilarak kuru hiicre agirhig gL'1

biriminde belirlenmistir.
X gL'l = (Dolu tiip agirligi- Bos tiip agirligr) * 10%/ Ornek hacmi
3.6. Etanol Analizi

250 mL’lik erlenlerde, sallamali su banyosunda ve 30 °C’ de gerceklestirilen
fermentasyon ortamindan 12., 16., 18., 24., 32. ve 36. saatlerde alinan 6rneklerde

etanol analizi yapilmstir.

3.6.1. Etanol analizinde kullanilan belirtecler
1. KyCr,07 Cozeltisi
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2. KI Kristalleri
3. 0,1 N NayS,03.5H,0 Cozeltisi.

4. %] Nisasta Cozeltisi

Belirteclerin hazirlanmast ve dikkat edilecek hususlar

K>Cr,07 ¢ozeltisinin hazirlanmast

10 g K2Cr,07, 600 mL saf suda coziildiikten sonra balon jojeye aktarilmig, ¢dzeltinin
su eklenirken 1sinmasi nedeniyle 400 mL derisik H,SO4 azar azar ilave edilerek 1000

mL’e tamamlanmisgtir.
Nay$,03.5H,0 ¢ozeltisinin hazirlanmast
25,057 —> S406 7+ 2¢

Hava oksijenine kars1 kararlh olan birka¢ indirgenden biridir. Tiyosiilfatin

tetratiyonata kantitatif doniisiimii pH 7’den daha kiiciik pH’larda gerceklesir.

Nisasta ¢ozeltisi indikator olarak kullanilir ve miimkiinse kullanilacagi zaman taze

olarak hazirlanmalidir.

Nisasta, yiiksek derigimlerde iyot iceren ¢ozeltilerde, tersinmez sekilde bozunur. Bu
yiizden yiikseltgenlerin dolayli tayini ile sodyum tiyosiilfat ile yapilan iyot
titrasyonunda nisasta ilavesi igin, titrasyon nerdeyse tamamlanincaya kadar yani

rengin koyu kirmizimsi kahverengiden acik sartya degistigi ana kadar beklenir.

Parcalanma reaksiyonunu etkileyen faktorler;
° pH

. Mikroorganizmanin varlig
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° Cozeltinin derigimi
. Bakir(II) iyonlarinin varlig
] Giines 15181

Parcalanma reaksiyonunun hizi, c¢ozeltinin asitligi arttikca 6nemli Olgiide artar.

Hafifce bazik c¢ozeltilerde tiyosiilfat daha kararlidir.

1 L damitik su, saat camm ile kapatilmis beherde en az 5 dakika kaynatilip,
sogutulduktan sonra 25 g Na;S,03.5H,O ve 0,1 g Na,CO; eklenmistir. Cozelti
homojen oluncaya kadar karistirllmis ve sonra temiz, koyu renk bir siseye aktarilip

karanlikta saklanmustir.

3.6.2. Etanol analizinin yapihisi

1. 0,5 mL analizi yapilacak ©ornek, rodajli balonun igine konmus, diizenekte
sogutucunun altina yerlestirilen erlene de 25 mL K,Cr,O; ¢ozeltisi konmustur.
Sisteme buhar gonderilmis ve toplam 50 mL 6rnek birikinceye kadar distilasyona

devam edilmistir.

2. 50 mL olan numune 60 °C’de su banyosunda 25 dakika bekletilmis, erlen
soguduktan sonra 0,5- 1,0 g Kl ilave edilip ve karanlikta 5 dakika bekletilmistir.

3. Bekletilmis cozelti 0,1 N NayS,03 cozeltisi ile titre edilmistir. Titrasyonda acik sar1
renk goriildiigiinde %1’lik nisasta c¢ozeltisinden yaklagik 1 mL ilave edilmistir.
Boylece renk doniisiimii daha kolay gozlenmistir. Titrasyona koyu mavi nigasta-iyot
karisiminin renginin Cr(IIl) iyonlarinin agik mavi-yesil rengine doénene kadar devam

edilmistir.

4. 25 ml K,Cr,07 cozeltisi ve 25 mL saf su karisgitmina 0,5- 1,0 g KI konularak elde

edilen sahit ¢cozeltiye de ayn islemler uygulanmisir.
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4. DENEY SONUCLARI VE TARTISMA

Fermentasyonla etanol iiretiminde etanol veriminin arttirilmasi adli bu ¢alismamiz ti¢
boliimden olusmaktadir. Birinci boliimde literatiirde etanol verimini arttirdigi bilinen
zeolit NaY, montmorillonit (MNT) ve klinoptilolit (KLN)’nin etanol verimine etkisi
degisen seker derisimlerinde ( 200 gL' ve 300 gL'1 ) incelenmistir. Ikinci boliimde
aktif karbon, talk ve bentonitin etanol verimine etkisi incelenmistir. Ugiincii bolimde
ise Box Wilson deneysel tasarim yontemi kullanilarak Na*, Ca ** ve Mg** iyonlarimin

etanol fermentasyonuna etkisi ve iyonlar arasi etkilesim incelenmistir.
4.1. Ureme Egrisinin Olusturulmasi
Bolim 3.3’de anlatildigr sekilde Saccharomyces cerevisiae mayasi igin lireme egrisi

olusturulmustur. EK-1°de verilen veriler yardimiyla cizilen Sekil 4.1°de goriildiigii

gibi tipik S tipi egri elde edilmistir.

30

25

20

15 4

absorbans (600nm)

10 +

0 T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35

zaman (saat)

Sekil 4.1. Saccharomyces cerevisiae mayasi icin iireme egrisi
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Sekil 4.1’den goriildiigii gibi logaritmik evre mikroorganizmanin iireme ortamina
asilanmasindan itibaren 13 ile 25. saat diliminde degismektedir. Fermentasyon
ortaminda aktifligi yiiksek mikroorganizma kullanmak ig¢in, iireme ortamindan
fermentasyon ortamina logaritmik evreye denk gelen bu zaman dilimi dahilinde, 19.

saatte agilama yapilmistir.

4.2. Kuru Hiicre Agirhg Tayini Sonuclari

Kuru hiicre agirlig: tayini yapilirken, tireme ortamindan, onuncu saatten itibaren belli
araliklarla numuneler alinmistir. Zaman ilerledik¢e iireme ortaminin yogunlugu
artigl icin yine Lambert-Beer kanunu geregince degisik seyreltme oranlari
uygulanarak 600 nm’de absorbans &l¢iimii yapilmistir. Elde edilen degerler Sekil
4.2°de grafige gecirilmis ve bu grafikten absorbans ile kuru hiicre agirligi arasindaki

bagint1 asagidaki gibi bulunmustur (R2 =0,9542).

Absorbans=2,315*Kuru agirlik ( gL'l) 4.1)

Deneysel ¢alisma, mikroorganizma derisimi 1 gL' olacak sekilde gerceklestirilmistir.

y =0.0232x
R =0.9542

0.3

0.25 A

/+

02 =
g
2 015
15
E 0.1
0.05
0 o
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00
x(g/l)

Sekil 4.2. Absorbans-Kuru hiicre agirligi kalibrasyon egrisi
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4.3. On Deneyler ile Uygun Fermentasyon Ortaminin  Belirlenmesi

Fermentasyon ortamina ekleyecegimiz maddelerin, etanol derisimi ve iiretim hizi
tizerindeki etkilerini incelemek iizere yapilacak deneylerden oOnce, kullanilacak
uygun fermentasyon cozeltisi miktari, calkalama hizi, sicaklik, pH gibi sistem

parametreleri literatiirden belirlenmistir.

Saccharomyces cerevisiae mayast kullanilarak fermentasyon yoluyla etanol
tiretiminde etkisi olan ortam pH ve sicakliginin uygun degerleri literatiirde sirasiyla
4,5 ve 30°C olarak belirlenmistir. Ancak, kullanilan mikroorganizmanin tiiriine gore,
etanol {iiretimi agisindan, uygun seker derisimi ve oksijen ihtiyac1 degisiklik

gosterebilmektedir.

Tosun A., uygun fermentasyon ortami miktarini belirlemek i¢in yaptig1 calismasinda
30 °C sicaklikta, pH 4,5 degerinde, 100 rpm c¢alkalama hizinda, 250 ml lik erlenlerde
ve mikroorganizma derigimi 1 gL'1 olacak sekilde sakkaroz iceren bir fermentasyon
ortami hazirlanmis ve belirli zaman araliklarinda alinan 6rneklerin etanol analizlerini
yapmistir. En yiiksek etanol derigsimine fermentasyonun 32. saatinde, 200 mL’lik
cozeltiyle 4,6 v ve 150 mL’lik ¢ozeltiyle 4,5 vv™' degerlerine ulagilmustir. Cozelti
hacmi 150 mL’den 200 mL’ye ¢ikartildiginda, etanol derisiminde 6nemli 6lgiide bir
artis gozlenmemistir. Ayrica, 100 mL’lik ¢6zelti hacmiyle yaklagik bu derisim
degerine daha kisa siirede ulasilmistir (0,175 vis™). Calisilan bu degerler arasinda
tiretim hizinin yliksek olmasi géz oniinde bulundurularak, 100 mL’ lik ¢6zeltinin

uygun fermentasyon hacmi olduguna karar verilmistir [32].

Tosun A., fermentasyonun calkalama hizin1 belirlemek i¢in yaptigi deneylerde 100
gL sakkaroz — 150 rpm ¢alkalama hiz1 sartlarinda yirmidort saat sonra en iyi teorik
verime (%80), otuziki saat sonra en fazla biyokiitle miktaria (14 gL'l) ve en hizli

biyokiitle gelisimine ulasmistir[32].
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Calkalama hiz1 arttik¢a, oksijen transfer hizi artmis, biyokiitle artist hizlanmistir ve
en yiiksek etanol derisimine ulasmak icin gecen siire kisalmistir. Calkalama hizi

azaldikca teorik verim yiizdesi de diigmiistiir .

Deneyler sirasinda belirli zaman araliklarinda numuneler alinmis, elde edilen etanol

yiizdesi ve iiretim hizlari, ortamin pH degisimi incelenmistir.

Calismamiz boyunca deneyler, 250 mL’lik erlenlerde, sicaklik 30 °C, ¢alkalama hiz1
135 rpm, baslangic pH degeri 4,5 ve mikroorganizma derigimi 1 gL'1 olacak sekilde

yapilmistir.

4.4. Seker Derisiminin Belirlenmesi

Besiyerindeki sekerin, toplam ozmotik basinci mayanmin hiicre i¢i ozmotik
basincindan yiiksek oldugunda, hiicre i¢inden disina dogru bir su cikisi olur. Eger su

¢ikigi fazla olursa mikroorganizma oliir.

Fermentasyonda olusan etanol derisimini arttirmak {izere caligmanin birinci
boliimiinde deneyler farkli seker derisimlerinde (litrede 200 g ve 300 g) yapilmustir.
Kullanilan fermentasyon ortami Ankara Seker Fabrikasi melas analizleri ve
literatiirden yararlanilarak hazirlanmistir [32]. Bu ortamimin sakkarozsuz icerigi

Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Farkl1 seker derisimlerinde kullanilan optimum fermentasyon ortami

Madde Miktari (gL'l)
(NH4),S0,4 5,000
Na,;SO4 2,900

KH,PO, 27,500

CaCl, 2,800
MgS0,.7H,O 1,030
FeS0O,.H,O 2,800
MnS0O,4.H,O 0,030
ZnS04.H,O 0,008
CuS0,.5H,0 0,002
Pepton 2,670
H;BO; 0,010
Pant. Asit 0,002
Inosit 0,025
Biotin 0,003
Tiamin 0,010

Literatiirde etanol verimine olumlu etkisi olan NaY, MNT ve KLLN, mikroorganizma
icin zehirleyici miktardaki metal iyonlar1 azaltilmis ve mikroorganizma gelisimi icin
faydali metal iyonlarn arttirilmig fermentasyon ortaminda degisen seker
derisimlerinde denenmistir. Cizelge 4.1°de verilen fermentasyon ortamindan

calismanin bundan sonraki boliimlerinde optimum sartlar olarak bahsedilecektir.
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4.5. Fermentasyon Ortamina NaY Eklenmesi
Calismada, fermentasyon ortamina eklenen ve kimyasal icerigi Cizelge- 4.2°de
verilmis olan Aldrich marka NaY’nin, etanol yiizdesi, iiretim hiz1 ve pH iizerindeki

etkisi incelenmistir.

Cizelge 4.2. Calismada kullanilan NaY nin igerigi

Bilesen SiO; AlLO;3 Fe;03 CaO Na,O

% Igerik 63,80 22,90 0,13 0,38 13,00

Melasin bilesiminde bulunan eser elementlerin miktarlar1 gézéniinde bulundurularak
ve yapilan literatiir aragtirmalar1 sonucu, ortama eklenmesi gereken NaY miktar1 5 ila

15 gL'1 olarak belirlenmistir [32].

Zeolitin yapisindaki su molekiilleri genellikle 100-400 °C arasindaki dehidrasyon
sonucunda yapiy1 terkederler. Bu sicaklikta suyunu kaybeden zeolitik yapi iskeleti
bozulmaz. Su molekiilerinin yapidan uzaklastirilmast sonucu tiim hacmin yarisina
varan oranlarda bosluk elde edilmesi miimkiindiir. Calismada kullanilan Na,
fermentasyon ortamina konmadan 6nce, firinda 170 °C’de 4 saat siireyle kurutulup

desikatorde oda sicakligina sogutulmustur.

4.5.1. NaY’nin etanol iiretimine etkisi

200 gL’1 ve 300 gL'1 sakkaroz iceren fermentasyon ortamlarinda degisen miktarlarda
NaY eklenmesiyle elde edilen etanol derisimi- zaman degerleri sirasiyla Cizelge 4.3

ve Cizelge 4.4’de verilmistir.

En yiiksek etanol derisimine (EYED) ulagsmak icin gecen siire litrede 300 g sakkaroz
varken 36 saattir ve kontrol kiiltiirle % 41 degerine ulasan teorik verim yiizdesi ve

15 g NaY’nin ortamda bulunmasiyla % 47 degerine ulasmistir. Litrede 15 g NaY
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varh@ginda en yiiksek etanol verimine ve iiretim hizina ulasgilmistir. Uretim hiz1 ise

kontrol ortamda 0,17 vv™'s™ iken 15 gL'1 NaY varliginda 0,20 vv'ls'l’ye yiikselerek

%18 oraninda artis gostermistir.

Uretim hiz1, en yiiksek etanol derisiminin, en yiiksek etanol derisimine ulasmak icin

gecen siireye boliinmesiyle elde edilmistir.

Cizelge 4.3. 300 gL'1 sakaroz igeren fermentasyon ortamina degisen miktarlarda
NaY eklenmesiyle elde edilen sonuglar

. -1
Parametre NaY miktar (_gL )

0,00 5,00 10,00 15,00
EYED, v 6,10 6,16 6,44 7,10
EYED i¢in gegen siire, s 36,00 36,00 36,00 36,00
Uretim hizi, gL's” 0,17 0,17 0,18 0,20
Teorik verim, % 41,00 41,00 43,00 47,00

7.5

6.5

5.5

% Etanol

45

35

Degisen NaY miktarlarmm etanol yiizdesi iizerine etkisi

24

26

28 30

Siire(s)

34 36 38

—e—5g/L —m— 10 g/L —&— 15 g/L —<— kontrol

Sekil 4.3. NaY’nin 300 gL'1 seker iceren fermentasyon ortamina eklenmesiyle

elde edilen etanol siire - zaman egrileri
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300 gL'1 sakkaroz varliginda kontrol ortaminda %15’e yakin alkol olugmasi
beklenirken en yiiksek % 6,1 alkol olusmustur. Bu durum ortamda seker derisiminin
cok fazla olmasi nedeniyle biyokiitle inhibisyonunun gerceklesmis olabilecegi ile
aciklanabilir. Bu nedenle 15 gL' NaY, 200 gL' seker iceren fermentasyon ortaminda
da denenmis sonuclar Cizelge 4.3’de verilmistir. Etanol ylizdesi- siire degerleri EK-

3’de verilmistir.

Cizelge 4.4. 15 gL'1 NaY’nin 200 gL’1 seker iceren fermentasyon ortamina
eklenmesiyle elde edilen sonuglar

NaY miktari ( gL'l)

Parametre 0,00 15,00
EYED, vv' 7,00 7,30
EYED i¢in gegen siire, s 36,00 32,00
Uretim hiz1, gL 's™ 0,20 0,29

Teorik verim, % 70,00 73,00
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NaY'nin Etanol Verimine Etkisi

% Etanol

16 21 26 31 36 41
Siire(s)

—e—kontrol —a— 15 g/L NaY

Sekil 4.4. 15 gL' NaY nin 200 gL' seker i¢eren fermentasyon ortamina
eklenmesiyle elde edilen etanol yiizdesi— siire egrileri

Cizelge 4.4 ve sekil 4.4’den goriildiigii gibi fermentasyon ortaminda litrede 200 g
seker varliginda % 70 olan teorik verim 15 gL'1 NaY ilavesiyle %73’e yiikselmistir.
Uretim hiz1 ise % 45 oraminda artis gostermistir. Bu ortamda (200 g sakkaroz ) teorik
verimde litrede 300 g sakkaroza oranla kontrol ortamda % 29 luk bir artis
gdzlenmistir. 15 gL' NaY’nin bu ortama ilave edilmesiyle teorik verim %70 den
%73’e yiikselmistir. NaY’nin etkisi fermentasyon ortami optimum sartlarda

hazirlandigi icin yeterince gozlenemistir.
4.5.2. NaY’nin ortamin pH degisimine etkisi

Fermentasyon sirasinda etanoliin yanisira ¢ok miktarda organik asitler de olusur.
Laktik asit, propiyonik asit, valerik ve biitirik asit bunlardan bazilaridir. Bu organik
asitler ortamda belli bir derisime ulastiginda pH degerinin diigmesine neden olurlar.
Saccharomyces cerevisiae ile yapilan bir calismada laktik asit miktarinin % 0,4
(w/v) iin iizerine ¢iktiginda pH degerinin hiicre aktivitesini olumsuz yonde etkiledigi

belirlenmistir [33].
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300 gL' seker iceren fermentasyon ortaminda, fermentasyon boyunca elde edilen pH
profili incelendiginde (Sekil 4.5), kontrol kiiltiirde 3,2 degerine diisen pH, 15 gL’1
derisiminde NaY’nin ortamda bulunmasiyla 4 civarinda sabit kalmistir (EK-3). 200
gL seker iceren fermentasyon ortaminda ise kontrol kiiltiirde 3,2 degerine diisen pH,
15 gL'1 NaY’nin ortamda bulunmasiyla 3,7- 4,52 civarinda degismistir. Sekil 4.6
incelendiginde NaY varliginda pH daha diisiik bir hizda azalmistir. Etanol veriminin
NaY varliginda kontrol ortama gore daha yiiksek olmasini ortamin pH degerinin

daha yiiksek olmasiyla iliskilendirebiliriz.

Saccharomyces cerevisiae mayasiyla etanol liretiminde optimum pH degerinin 4,25
oldugu belirlenmistir [9]. Bu degerin 3,5’e diismesi durumunda, fermentasyon
performansinin %50 ye kadar azalabilecegi belirlenmistir. Caligmamizda da pH 3,5

degerinin altina diistiigiinde etanol yiizdesinde azalma meydana gelmistir.

5
4.5

41

pH

3.5

3 a
25 T T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Sire, s
—e— 59l @ 10gL" —_a—15gL" _s kontrol

Sekil 4.5. 300 gL’1 seker varliginda NaY igeren ortamlarda pH- siire egrileri
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2.5 T T T
0 10 20 30 40

Sure(s)

‘ —e— kontrol—-=—NaY 15gL" ‘

Sekil 4.6. 200 gL' seker igeren fermentasyon ortamuinda 15 gL' NaY varliginda
pH- siire egrileri

4.6. Fermentasyon Ortamina Montmorillonit (MNT) Eklenmesi
Calismamizda kimyasal icerigi Cizelge 4.5°de verilmis olan Edirne Lalapasa
ilgesinden gelen Ca-MNT kullanilmigtir. Ca-MNT’nin secilme amaci, iyon degisim

ve adsorpsiyon ozelliginin bilinmesidir.

Cizelge 4.5. MNT nin kimyasal icerigi

Bilesen Si0; Al,O3 Fe, O3 MgO CaO Na,O K,O

% Icerik | 59,41 16,94 4,54 4,73 2,51 0,08 0,48

Kilin katyon degisim kapasitesi (1,36 meq/g) ve seker derisimi gozoniinde
bulundurularak daha onceki calismalardan da yola ¢ikilarak fermentasyon ortamina
eklenecek MNT miktarinin 5 gL'1 ile 15 gL'1 arasinda degistirilmesinin uygun

olacag diisiiniilmiistiir.
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Calismada kullanilan MNT, fermentasyon ortamina konmadan 6nce, firinda 170 °

C’de 4 saat siireyle kurutulup desikatdrde oda sicakligina sogutulmustur.

Deneyler sirasinda belirli zaman araliklarinda numuneler alinmis, elde edilen etanol

derisimi ve iiretim hizlari, ortamin pH degisimi incelenmistir.

4.6.1. MNT’nin etanol iiretimine etkisi

300 gL'1 seker iceren fermentasyon ortamimna 5 ile 15 gL’1 araliginda degisen
miktarlarda MNT nin eklenmesi ile elde edilen etanol derisimi- siire degerleri EK-
3’de verilmistir. Bu degerlerden yararlanarak olusturulan Cizelge 4.6 ve Sekil
4.7°den goriildiigii gibi, fermentasyon ortamina MNT nin eklenmesi durumunda 36.
saatte kontrol kiiltiirle karsilastirildiginda 10 gL'1 MNT teorik verimi % 1,5 oraninda
arttirmistir. Ancak fermentasyon ortaminin optimum sartlarda hazirlanmasi sebebiyle
bu artis ¢ok fazla olmamustir. Ayrica 300 gL” seker iceren ortamda biyokiitle
inhibisyonu olmus ve istenilen verim elde edilememistir. Bu nedenle caligmaya 200
gL seker iceren fermentasyon ortaminda etanol verimini en yiiksek yapan 10 gL

MNT varliginda devam edilmistir.

Cizelge 4.7°de goriildiigii gibi 10 gL' MNT’nin 200 gL seker iceren fermentasyon
ortamina eklenmesiyle, en yiiksek etanol derisimi artmis, bununla birlikte ortamda en
yiiksek derisime ulagsmak icin gecen siire azalmigtir. Bu ortamda en yiiksek degere
ulagmak icin gecen siire kontrol kiiltiirde 36 saat iken 10 gL'1 MNT nin eklenmesiyle
bu siire 32 saate diigmiis, teorik verim %70’den % 72’e yiikselmistir (Sekil 4.8, EK-

3). Etanol iiretim hiz1 % 16 oraninda artmustir.

MNT’nin yapisindaki Ca iyonlarimin, ortamda mikroorganizma icin yiiksek
derisimleri, hiicre solunumu ve dolayisiyla gelisimi iizerinde zararli olan Zn ve Mn
iyonlarinin bir kismiyla ve yiiksek derisimleri glikoliz tizerinde zehirleyici etkisi olan
Na iyonuyla yer degistirerek, ortamdaki zehirleyici miktarlarim1 azalttigi ve Na

derisimi degisiminin etkili oldugu yoniindeki caligmalardan [32] yola cikarak
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fermentasyon ortaminda bu miktarlar azaltilmis ve dolayisiyla MNT nin bu yondeki

olumlu etkileri belirgin bigcimde gézlenememistir.

Cizelge 4.6. 300 gL' seker iceren ortamda MNT’nin degisen derisimlerinin

fermentasyon ortamina eklenmesiyle elde edilen sonuclar

. -1
Parametre MNT miktar1 ( gl.7)
0,00 5,00 10,00 15,00
EYED, w' 6,10 5,92 6,20 5,72
EYED ig¢in gecen siire, s 36,00 36,00 36,00 36,00
Uretim huzi, gL's™ 0,17 0,16 0,17 0,16
Teorik verim, % 41,00 39,00 41,50 38,00
7
6
5 |
4
S
g 3
[
IS
2 |
1 ]
O T T T T
16 21 26 31 36 41
Siire(s)
——kontrot-#— 5gL " 2— 10gL 15— 15gL"

Sekil 4.7. 10 MNT’nin 300 gL'lseker fermentasyon ortamina eklenmesiyle elde

edilen etanol yiizdesi- siire egrileri
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Cizelge 4.7. 200 gL’1 seker iceren fermentasyon ortamina 10 gL'1 MNT eklenmesi ile
elde edilen sonuglar

% Etanol

MNT miktari ( gL™)
Parametre 0,00 10,00
EYED, v 7,00 7,22
EYED i¢in gegen siire, s 36,00 32,00
Uretim hiz, gL'ls' 0,20 0,23
Teorik verim, % 70,00 72,00
MNT'nin etanol yiizdesine
etkisi

16

21

26 31 36 41

Siire(s)

‘—0— Kontrol —— 10g/L MNT

Sekil 4.8. 200 gL' seker iceren fermentasyon ortamina 10 gL' MNT nin
eklenmesiyle elde edilen etanol yiizdesi- siire egrileri



4.6.2. MNT’nin ortamin pH degisimine etkisi

Fermentasyon boyunca elde edilen pH degisimi incelendiginde (Sekil 4.7 ve Sekil
4.8 ) fermentasyon ortamina MNT’nin eklenmesiyle kontrol ortama gore degisim

gozlenmemistir (EK-3).

pH

3 .
25 T T T
0 10 20 30 40
Siire(s)
——5gL" —=— 10 gL' —a— 15gL" kontrol

Sekil 4.9. 300 gL'1 seker iceren fermentasyon ortamina MNT eklenmesiyle elde
edilen pH- siire grafigi
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MNT'nin pH'a etkisi

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Siire(s)

‘ —&— kontrol —#— MNT 10

Sekil 4.10. 200 gL' seker iceren fermentasyon ortamina MNT eklenmesiyle elde
edilen pH- siire grafigi

4.7. Fermentasyon Ortamina Klinoptilolit (KLN) Eklenmesi

Birim hiicre formiilii (Na3,K3)(Als.Si3007,).24H,0, olan %77 KLN’nin ana
mineralinin yaninda kuvars, tridimit, serisit, kalsit olan ve Edirne’nin Enez ilgesinden
gelen dogal zeolitin, etanol derigsimi {izerindeki etkisi optimum sartlardaki

fermentasyon ortaminda incelenmistir.

Zeolitin yapisindaki su molekiilleri genellikle 100-400 °C arasindaki dehidrasyon
sonucunda yapiyi terkederler. Calismada kullanilacak KLN, fermentasyon ortamina
konmadan once, firinda 170 °C’de 4 saat siireyle kurutulup desikatérde oda

sicakligina sogutulmustur.

Melasin bilesiminde bulunan eser elementlerin miktarlar1 gézéniinde bulundurularak
ve yapilan literatiir arastirmalar1 sonucu, ortama eklenmesi gereken uygun KLN

miktarnin 5 gL'1 ila 15 gL’1 olacag1 diistiniilmiistiir [32]. Caligmamizda KLN,
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literatirden de yola ¢ikarak biyokiitle gelisimini hizlandirmak amaciyla
kullanilmustir.
Literatiirde Saccharomyces cerevisiae’ nin zeolit icine immobilize olup, gelisiminin

ve etanol iiretim hizinin arttig1 iizerine sonuglar elde edilmistir.

KLN’nin yapilan literatiir arastirmalarindan [34], metal iyonlarim adsorplama ve
iyon degistirme Ozelliginin oldugu belirlenmistir. Kullanilan KLN’nin iyon
degistirme kapasitesi 4,25 meq/g dir. Bu ¢alismada KLN, besiyeri ortaminda bulunan
ve mikroorganizma i¢in zehirleyici etkisi olan iyonlar1 ortamdan uzaklastirmak i¢in

kullanilmastir.

Deneyler sirasinda belirli zaman araliklarinda numuneler alinmis, elde edilen etanol

yiizdesi, iiretim hizlar1 ve ortamin pH degisimi incelenmistir.

4.7.1. KLN’nin etanol iiretimine etkisi

300 gL” sakkaroz iceren fermentasyon ortamma 5-15 gL' arasinda degisen
miktarlarda KLN’nin eklenmesi durumunda elde edilen etanol yiizdesi-siire degerleri
EK-4 de verilmistir. Cizelge 4.8’de goriildiigii gibi fermentasyon ortamina KLN’nin
eklenmesi durumunda, artan derisimlerinde kontrol Kiiltiire oranla teorik verimde
onemli bir artis belirlenmemistir. Ancak kontrol kiiltiire gore ortamda 5 gL’1 KLN
oldugunda etanol iiretim hizi 0,17 degerinden 0,19 vis! degerine artig

gostermistir.



Cizelge 4.8. 300 gL'1 sakkaroz iceren fermentasyon ortamina KLLN nin degisen
miktarlarinin eklenmesiyle elde edilen sonuglar

78

. -1
Parametre KLN miktar: ( gL.™)

0,00 5,00 10,00 15,00
EYED, vv' 6,10 6,69 5,90 5,75
EYED i¢in gegen siire, s 36,00 36,00 36,00 32,00
Uretim hizi, gL's™ 0,17 0,19 0,16 0,18
Teorik verim, % 41,00 45,00 39,00 38,00

KLN'nin etanol yiizdesine etkisi

%Etanol
H O

3 i
2 a
1 1
O T T T T T T
24 26 28 30 32 34 36
Sare(s)
T T T
kontrol 5gL 10gL 15gL

Sekil 4.11. 300 gL'1 seker varliginda KLN’nin degisen miktarlarinda elde edilen
etanol yiizdesi -siire egrileri
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300 gL seker iceren fermentasyon ortaminda teorik verimi % 4 oraminda arttiran 5
gL'1 KLN, istenen verim alinamadigi icin 200 gL'1 seker iceren fermentasyon
ortaminda da denenmistir. Bu ortamda teorik verimi arttirmamis, kontrol kiiltiirde %
70 olan teorik verim sabit kalmis, ancak kontrol kiiltiirle 36. saatte ulasilan en yiiksek
verime 5 gL'1 KLN varliginda 24. saatte ulagilmistir. Uretim hiz1 0,20 vv's! dan

0,30 vv's™’a ¢cikmis yani %50 oraninda artmistir.

Literatirde KLN’in biyokiitle gelisimi iizerine etkisi incelenmis [32] ortama artan
derisimlerde KLN ilave edildiginde biyokiitle miktar1 azalmis ancak gelisimi
hizlanmistir. KLN’in {iretim hiz1 iizerindeki olumlu etkileri bu sonucla
iliskilendirilebilir.

Cizelge 4.9. 200 gL' seker iceren fermentasyon ortamina 5 gL' KLN
ilavesiyle elde edilen sonuclar

KLN miktar: ( gL™)

Parametre 0,00 5,00
EYED, vv' 7,00 7,00
EYED i¢in gegen siire, s 36,00 24,00
Uretim hizi, gL''s™” 0,20 0,30

Teorik verim, % 70,00 70,00
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% Etanol

16 21 26 31 36 41
Slre(s)

—&— Kontrol —— 5g/L KLN

Sekil 4.12. 200 gL' seker iceren fermentasyon ortamina 5 gL' KLN ilavesiyle elde
edilen etanol yiizdesi- siire egrileri

Literatiir calismalarindan da yola c¢ikarak bu calismada etanol iiretim hizinin
artmasinin bir nedeni olarak, mikroorganizmanin zeolit icine tutuklanip, zehirleyici
etkilerden daha az zarar gormils oldugu ve KLN’nin ortamda bulunmasiyla
(adsorpsiyon ve iyon degistirme Ozelligi sayesinde) K disindaki iyonlarin
azalmasinin (Zn, Mn ve Na) etanol iiretim hizim1 arttiracak yonde etkiledigi

diisiiniilmiistiir.
4.7.2. KLN’nin ortamin pH degisimine etkisi
KLN’nin ortamda bulunmasiyla elde edilen pH profili, kontrol kiiltiire gore degisim

gostermemistir (Sekil 4.13, Sekil 4.14). pH degisimi zaman degerleri EK-4’de

verilmistir.



KLN'nin pH'a etkisi
5
45 7
4
T
o
35 | /I\
—e—7C
3 |
2'5 T T T
0 10 20 30 40
Sare (s)
—e—5gL" kontrol —=— 10gL” 15¢gL"

Sekil 4.13. 300 gL' seker iceren ortamda degisen miktarlarda KLN ilavesiyle elde
edilen pH degisimi- siire grafigi

4.5

3.5 -

2.5 T T T

Sire (s)

—e— kontrol —m—KLN5

Sekil 4.14. 200 gL’1 seker iceren ortamda KLLN’le elde edilen pH degisimi- siire
grafigi
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4.8. Yapay Melas Ortamina Eklenen Maddeler

Cahismamizin ikinci boliimiinde 100 gL' seker iceren yapay melas ortaminda
bentonit, talk ve aktif karbonun etanol yiizdesi, iiretim hizi ve pH’a etkisi

incelenmistir.

Ankara Seker Fabrikasinin melas analizlerinden ve literatiirden yola cikarak yapay
fermentasyon ortami hazirlanmistir [32]. 200 gL'1 ve 300 gL'1 seker igeren
fermentasyon ortaminda istenen verim elde edilemedigi ve eklenen maddelerin
etkisini daha iyi gdzlemlemek i¢in fermentasyon ortami olarak 100 gL'1 seker iceren

yapay melas ortami denenmistir.

4.9. Fermentasyon Ortamina Bentonit Eklenmesi

Biiyiik Ol¢iide montmorillonit veya montmorillonitten iyon degisimleri ile tiiremis
olan berdelit, saponit, hektorit ve nontronit gibi kil minerallerini iceren maddelere
"bentonit" adi verilir. Jeolojik olarak, volkanik kiillerin cams1 yapisin1 kaybetmesi ile
olusan bentonitler i¢inde safsizlik olarak; kaolin ve illit gibi diger kil mineralleri ile,
jips, kuvars, rutil, kalsit, dolamit ve volkanik kiil gibi kil minerali olmayan maddeler
de bulunmaktadir. Bentonitin genel formiilii Al4SigO,0(OH) 4nH,O’dur. Ancak,
olusturucu mineral montmorillonitse, bu mineralin yapisinda kalsiyum, sodyum ve

magnezyum bulunur.

Bentonit meyve sularinda fermentasyon sonrasinda kot kokularin  ve
mikroorganizmalarin uzaklastirilmast i¢in kullanilan bir bir takim kil minerallerini
iceren bir maddedir. Bu calismada da bentonitin adsorplama, mayay1 tutuklama

ozelliginden yararlanilmak istenmistir.

Calismamizda Riedel- de Haén marka ticari bentonit kullanilmustir.
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4.9.1. Bentonitin etanol iiretimine etkisi

Calismanin bu boliimiinde 100 gL'1 seker iceren yapay melas ortamina 10 gL'1 ve 50
gL, bentonit eklenerek etanol derisimine etkisi incelenmistir. Fermentasyon ortami

cizelge 4.10’da verilmistir.

100 gL'1 seker iceren fermentasyon ortamina degisen derisimlerde bentonit
eklenmesi ile elde edilen etanol yiizdesi- siire degerleri EK-5’de verilmistir. Bu
degerlerden yararlanarak olusturulan Cizelge 4.11 ve Sekil 4.15’den goriildiigii gibi,
fermentasyon ortamina 10 gL' bentonitin eklenmesi durumunda en yiiksek etanol
derisimine 24. saatte ulasilmistir. Ortamda 10 gL'1 bentonit olmasi halinde teorik
verim %66’dan %72’ye ¢ikmis, etanol yiizdesi %6 artmis fakat etanol liretim hizi

azalmastir.
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Cizelge 4. 10. Calismada kullanilan yapay melas ortami

Madde Miktari ( gL™)

Sakkaroz 100,000
(NH4)2SO4 5,000
NapSOy 4,130
KH,POy4 25,993
CaCl, 2,800
MgSO4 7H, O 0,709
FeSO4 Hy O 0,040
MnSO4 Hy O 0,017
ZnSO4 Hy O 0,021
CuSO4.5H, O 0,002
Pepton 2,670
H3BO3 0,010
Pant. Asid 0,001
Inosit 0,125

Biotin 0,000125
Tiamin 0,005

Cizelge.4.11. 100 gL' seker iceren fermentasyon ortamma degisik derisimlerde
bentonit eklenmesiyle elde edilen sonuglar

Bentonit miktari ( gL'l)

Parametre

0,00 10,00 50,00 100,00
EYED, vv' 3,30 3,60 3,45 3,15
EYED i¢in gecen siire, s 18,00 24,00 24,00 18,00
Uretim hizi, gL''s™ 0,20 0,15 0,14 0,18

Teorik verim, % 66,00 72,00 69,00 63,00
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Degisen bentonit miktarlarinin etanol ytizdesine etkisi

N

w
(63}
I

Etanol yiizdesi
- no
- o N O W

| | 8 |

0.5
O T T
18 23 28 33
Siire(s)
—e— Bentonit 10 g/L —=— Bentonit 50 g/L
—a— Bentonit 100 g/L —— kontrol

Sekil 4.15. Degisen bentonit miktarlarinin etanol verimine etkisi

4.9.2. Bentonit’in ortamin pH degisimine etkisi

Bentonit atik sularda Cd ve Zn iyonlarinin uzaklastirilmasi i¢in kullanilan iyi bir
adsorbandir [39]. Literatiirde Cd ve Zn’nun adsorpsiyonunun ¢ozeltinin pH’1na bagh
oldugu belirlenmistir. Artan pH degerlerinde bu iyonlarin adsorpsiyonu da artar. Cd
icin uygun pH degeri 6,0, Zn icin 6,5’dir. Bu calismadan yola ¢ikarak ortamda
zehirleyici etkisi olan iyonlar1 adsorbe edebilecegi diisiincesiyle calismamizda
bentonit kullamilmis fakat teorik verim yiizdesindeki artis beklenildigi gibi

olmamastir.

Bentonitin ortamda bulunmasiyla elde edilen pH profili, sekil 4.16’de verilmistir.

Degisik bentonit miktarlari- pH degisimi degerleri EK-5’de verilmistir.
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Degisen bentonit miktarlarinin pH iizerine etkisi

4.5

3 T T T
0 10 20 30 40

Siire(s)

—e—Bentonit10gL"  _m— Bentonit50gL" ¢ kontrol ‘

Sekil 4.16. Degisen bentonit miktarlarinin pH iizerine etkisi

Sekil 4.16’da goriildiigii gibi fermentasyon ortamina 50 gL bentonit ilavesiyle pH 4
civarinda sabit kalmistir. Bu sonugtan yola c¢ikarak NaY’nin etanol verimini
arttirmada sadece pH’1 sabitleme ozelliginin degil iyon degistirme Ozelliginin de

etkili oldugu soylenebilir.

4.10. Fermentasyon Ortamina Aktif Karbon Eklenmesi
4.10.1. Aktif karbonun etanol iiretimine etkisi
Onceki calismalardan da yola ¢ikilarak fermentasyon ortamina eklenecek aktif

karbon miktarinin 5 gL’1 ile 100 gL’1 arasinda degistirilmesinin uygun olacagi

diistiniilmiistiir [29].
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Calismada kullanilan aktif karbon, fermentasyon ortamina konmadan 6nce, firinda
170 ° C’de 4 saat siireyle kurutulup desikatorde oda sicakligina sogutulmustur.
Deneyler sirasinda belirli zaman araliklarinda numuneler alinmis, elde edilen etanol

yiizdesi ve etanol iiretim hizlari, ortamin pH degisimi incelenmistir.

Aktif karbonun 100 gL' seker iceren yapay melas ortamina eklenmesiyle En yiiksek
etanol derisimi 18. saatte 3,4 v/v olarak bulunmustur. Etanol verimi- siire egrileri
EK-6’da verilmistir. Kontrol kiiltiiriin 18. saatteki etanol verimi ise 2,99 v
bulunmustur. Cizelge 4.12 ve sekil 4.17°den goriildiigii gibi bu deneyde en iyi sonug
ortamda 10 gL’1 aktif karbon varliginda bulunmus ayrica fermentasyon hizi % 37

artmistir, ancak alkol derisiminde énemli bir degisiklik goriilmemistir.

Cizelge 4.12. Aktif karbonun degisen derisimlerinin fermentasyon ortamina
eklenmesiyle elde edilen sonuglar

Aktif Karbon miktar1 ( gL'1 )
Parametre
0,00 5,00 10,00 30,00 100,00
EYED, vv' 3,30 3,34 3,40 3,27 3,17
EYED icin gegen siire, s 24,00 32,00 18,00 18,00 24,00
Uretim hiz1, gL's™ 0,14 0,10 0,19 0,18 0,13
Teorik verim, % 66,00 67,00 68,00 65,00 63,00
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Degisen Aktif karbon miktarlarmm etanol yiizdesine etkisi
4
3.5
_cg 33
N b
=257
>
S 2
=
5 1.5 1
1 i
0.5
18 20 22 24 26 28 30 32 34
Siire(s)
—e— aktif karbon 0,5 ~ —m— aktif karbon1 —a— aktif karbon3
—x— aktif karbon10 —¥— kontrol

Sekil 4.17. Degisen aktif karbon derisimlerinin fermentasyon ortamina eklenmesiyle
elde edilen etanol yiizdesi- siire egrileri

4.10.2. Aktif karbonun ortamin pH degisimine etkisi

pH degisim-zaman degerleri EK-6’da verilmistir. Fermentasyon ortamina Aktif

karbonun eklenmesiyle kontrol ortama gore pH’da degisim gézlenmemistir.

4.11. Fermentasyon Ortamina Talk Eklenmesi

Talk; seramikte, boya yapiminda, cati1 kaplamasinda, hasarat ilaci iiretiminde, kauguk
ve kagit sanayinde, kozmetik ve farmakolojide, asfalt dolgu maddesi yapiminda,
hayvan yemi ve giibre iiretiminde kullanilir. Kullanim amacina goére, yumusakligi,
yag absorbsiyonu, nem orani, erime noktasi, 06zgiil agirligi, 1s1 ve elektrik iletkenligi

ve kimyasal analizi 6nemlidir.

Ortama eklenecek miktarlar 10 gL'l, 50 gL'l, 100 gL'1 olarak secilmistir.Calismada
kullanilan talk, fermentasyon ortamina konmadan once, firinda 170 ° C’de 4 saat

siireyle kurutulup desikatorde oda sicakligina sogutulmustur.
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4.11.1. Talk’un etanol iiretimine etkisi
Talk’un 100 gL' seker iceren fermentasyon ortamina 10, 50, 100 gL olacak sekilde
eklenmesiyle sekil 4.18 ve cizelge 4.13’den goriildiigti gibi fermentasyonu olumsuz

yonde etkiledigi gdzlenmistir. Etanol verimi- siire egrileri EK-7’de verilmistir.

Teorik verim kontrol kiiltiirde % 66 iken talk ilavesiyle % 6 lara kadar diismiistiir.

Cizelge 4.13. Talk’'un degisen derisimlerinin fermentasyon ortamina eklenmesiyle
elde edilen sonuclar

Talk miktari ( gL’l)
Parametre
0,00 10,00 50,00 100,00
EYED, vv' 3,30 0,28 0,46 0,30
EYED ig¢in gecen siire, s | 24,00 18,00 24,00 18,00
Uretim hiz, gL'1 S 0,14 0,02 0,02 0,02
Teorik verim,% 66,00 6,00 9,00 6,00
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Degisen talk miktarlarmin etanol yiizdesine etkisi

Etanol ylUzdesi

Siire(s)

—o—talk 10 —m—talk 50 —a—talk 100 —x—kontrol

Sekil 4.18. Degisen talk derisimlerinin fermentasyon ortamina eklenmesiyle elde
edilen etanol yiizdesi- siire egrileri

4.12. Farkli Metal iyonu Derisimlerinin Etanol Verimi Uzerine EtKisi

Fermentasyon ortaminda bulunan metal iyonlarinin derisimi mikroorganizmalar igin
olduk¢a Onemlidir. Bu degerler belli bir degerin {iizerinde oldugunda veya
gerektiginden az oldugunda mikroorganizmanin gelisimi ve fermentasyon aktivitesi
olumsuz etkilenir. Literatiirde, Saccharomyces tiirlerinin de belli metal iyonu
derisimlerinde, hiicre aktivitelerinin dolayisiyla fermentasyon 6zelliklerinin olumsuz
yonde etkilendigi belirlenmistir [35-36]. Calismanin bu boliimiinde hazirlanan yapay
melastaki miktarlar1 da dikkate alinarak, Na, Ca, Mg iyonlarinin  degisen
derisimlerinin kendi aralarindaki etkilesimlerinin, etanol verimi tlizerine etKisini

arastirmak iizere deneyler yapilmistir.

Kullanacagimiz metal derigsimi araligi Ankara Seker Fabrikasi melas analiz
raporlarindan (EK-6) yola cikilarak  belirlenmis ve fermentasyon ortaminda,

CaCl,.2H,0, NaOH ve MgSQOg4. 7TH>O kullanilmistir.
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Calismada 100 gL'1 seker iceren yapay melas ortami kullanilmistir.

4.12.1. Box-Wilson deneysel tasarim yonteminden yararlanarak fermentasyon

ortamina Ca, Na ve Mg iyonlarimin etkisinin arastirilmasi

Etanol iiretiminin modellenmesinde yapilacak olan deneylerin kosullarimi belirlemek
izere Box-Wilson deneysel tasarim yontemi kullanilmistir. Degiskenler Ca, derisimi
X, mgL'l), Na derisimi (X», mgL'l) ve Mg derisimi (X3, mgL'l)’dur. Etanol

derisimi (Y, %vv™") bagimli degisken olarak se¢ilmistir.

Hesaplamalar asagidaki esitlige gore diizenlenmistir.

Xi — Xio
A Xi

Ui = (4.2)

Burada U, i degiskeninin kodlanmis degeri; Xj, i degiskeninin gercek degeri ; Xjo, i
degiskeninin taranan alanin orta noktasindaki degeri ve AXj ise adim araligidir. o
degeri ii¢ faktorli bir tasarim icin (1.73) olarak alinmistir [37]. Parametrelerin
kodlanmis degerleri +1 , -1 ve 0’dir. Burada +1 yiiksek seviyeyi, -1 diisiik seviyeyi
ve 0 degeri de orta seviyeyi gosterir. Degiskenlerin minimum ve en yiiksek
degerlerine, Tirkiye’'nin timiinde c¢ikarilan melas analizi sonuglart  (EK-8)
kullanilarak karar verilmistir. Deneylerde Ca derisimi (X;); 680-2350 mgL’1
arasinda, Na derisimi (X5); 930-2900 mgL'1 arasinda ve Mg derisimi (X3) ise 56-200
mgL" arasinda degistirilmistir. Her bir bagimsiz degisken icin asagida verilen
kodlanmis deger esitlikleri kullanilarak ger¢ek degerler belirlenmis ve bunlara kargsi

gelen gercek degerler cizelge 4.14’de verilmistir.
U; = (X, -1515) /835 (4.3)

U, = (X, — 1915) /985 4.4)
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Uz =(X3-128) /72 4.5)

Cizelge 4.14. Plan matrisindeki bagimsiz degiskenlerin gercek degerleri

Gergek Kodlanmis degerler

degerler 1,73 -1 0 +1 +1,73
Xi 69 680 1515 2350 2961
X 209 930 1915 2900 3621
X3 33 56 128 200 253

Cizelge 4.15° da Box-Wilson tasarim yoOntemine gore 3 faktorlii plan matrisi
goriilmektedir. Bu matrise gore caligsma; yildiz noktasindaki (a=1.73) 6 deney ve

merkez noktasindaki 6 deneyle beraber toplam 20 deneyden olugsmaktadir.
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Cizelge 4.15. Parametrelerin kodlanmis ve gergek degerleri (X;=Ca, X,=Na, X3=Mg

derisimi)
Gergek degerler Kodlanmis degerler
Deney No X X2 X3 U, U, Us
1 2350 | 2900 200 +1 +1 +1
2 2350 | 2900 56 +1 +1 -1
3 2350 930 200 +1 -1 +1
4 2350 930 56 +1 -1 -1
5 680 2900 200 -1 +1 +1
6 680 2900 56 -1 +1 -1
7 680 930 200 -1 -1 +1
8 680 930 56 -1 -1 -1
9 2961 1915 128 +al 0 0
10 69 1915 128 -0 0 0
11 1515 | 3621 128 0 +0 0
12 1515 209 128 0 -0l 0
13 1515 1915 252 0 0 +0
14 1515 1915 4 0 0 -0l
15 1515 1915 128 0 0 0
16 1515 1915 128 0 0 0
17 1515 1915 128 0 0 0
18 1515 1915 128 0 0 0
19 1515 1915 128 0 0 0
20 1515 1915 128 0 0 0

Box-Wilson deneysel tasarim yontemine gore 3 faktorlii tasarim yontemi icin
ongoriilen model asagidaki gibi olmalidir. Bu modelde parametrelerin tek tek etkisi
ve birbirleriyle olan etkilesimleri Onemlidir. Deneysel verilerden yararlanarak

katsayilar belirlenmis, model esitligi kodlanmis degerler cinsinden verilmistir.



94

y=bo+b1 X +b,X5+b3X3+b4X 1 2 +bs X5 +be X537 +b7 X Xo+bs X X3+bo X X3 (4.6)

32. saatlerde alinan numunelerde etil alkol analizi yapilmis ve hesaplamalar ¢izelge

4.16’da verilen sonuclara gore yapilmistir.

Cizelge 4.16. Deneysel ve modelden hesaplanan etanol verim degerleri

Deney No Deneysel EYED (VV'I) Hesaplanan EYED (v
1 3,00 3,02
2 3,60 3,47
3 2,40 2,18
4 2,80 2,64
5 3,50 3,49
6 3,50 3,25
7 2,60 2,65
8 2,20 2,41
9 2,90 2,93
10 2,99 3,12
11 3,80 4,03
12 2,50 2,58
13 2,00 2,22
14 2,50 2,44
15 3,40 3,31
16 3,30 3,31
17 3,40 3,31
18 3,30 3,31
19 3,30 3,31

20 3,30 3,31

Anova testi sonuclarindan yararlanilarak hesaplanan korelasyon katsayisi (R degeri)

0,96 olarak bulunmustur. Bu sonug, modelin sistemi iyi ifade ettigini gostermektedir.

Cizelge 4.15°de verilen p degerleri modeldeki parametrelerin hangisinin daha etkili
oldugunu gostermektedir. p, modeldeki terimin istatistiksel olarak anlamli olup

olmadigint belirlemede kullanilan sayidir. Biiyiikliik derecesi o degerinin 0,05
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alindig1 programda, p<a ’ya sahip degere ait terim daha anlamli hale gelir. Yani bu
terimlerin bagimh degisken etanol derisimini onemli Slciide etkiledigi belirlenmis
olur. Cizelgeden goriildiigii gibi a, c, e, s ve m katsayilarina ait terimlerin p degerleri
< 0,05 seklindedir. Bu durumda tahmin edildigi gibi, deneylerde etanol derigimi
izerinde Ca, Na ve Mg iyonlar derisimleri degisimleri etkili olmaktadir (p<0,05). p
degerinin sifira yakin olmasi ilgili parametrenin bagimli degisken iizerindeki etkisini
daha anlamli hale getirir. Bu durumda, metal iyonu derisimi degisiminin, iiretilen
etanol derisimi {izerine etkisi sirasiyla Na, Mg ve Ca iyonu derisimi seklinde oldugu
belirlenmistir. Sekil 4.19, sekil 4.20, sekil 4.21 incelendiginde Na iyonunun azalan
degerlerinde etanol verimi artmistir. Ca derigiminin etanol verimine tek basina bir
etkisi olmadigi, Na ve Mg iyonlarinin degisimiyle verime etkisinin oldugu
belirlenmistir. Mg** iyonlar1 Na iyonunun optimum degerinde Ca iyonlarina gore
daha etkili olmustur. Bu iyonlar arasinda verime tek basina Na iyonlar etkili olmus,
Mg ve Ca iyonlarinin tek basina bir etkisinin olmadigi Ca: Mg oraninin etanol

veriminde etkili oldugu sonucuna varilmstir.

Cizelge 4.17. Quadratic model i¢in bulunan denklem katsayilar
(X;i=Ca, X,=Na, X3=Mg)

Katsay1 Katsay1 p degeri
a 4,67 - 0,0000
b 0,04 Xi 0,1977
c 2,45 X2 0,0001
d 0,05 X3 0,1449
e 0,15 Xy’ 0,0247
g 0,01 Xy! 0,4493
s 1,71 X5’ 0,0001
n 0,05 X"X2 | 0,1779
m 0,24 X1*Xs | 0,0070
z 0,08 X2*X3 | 0,0821
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Bu katsayilar kullanilarak olusturulan model esitligi asagidaki gibidir.

Y = 4,67+0,04%X; +2.45%X, +0,54*%X; +0,15*X >+ 0,01* X.>+ 1,71*%X3% +
0,05*X1X2 + 0,24*X1X3+0,08X2X3 (47)

Anova testi sonuglarina gore, X, X;Xs, Xlz, X32 terimlerinin p degerlerinin 0,05’den
kiigiik olmasi nedeniyle modelde 6nemli oldugu belirlenmis ve yukaridaki denklem

modifiye edilerek asagidaki hale getirilmistir.

Cizelge 4.18. Modifiye edilen Quadratic model i¢in bulunan denklem katsayilar
(X1= Ca, X2=Na, X3= Mg)

Katsay1
Katsay1 deders Degiskenler| p degeri
egeri
|
4,44
a - 0,0000
b - X -
c 2,45 X2 0,0001
d - X3 -
e 0,14 X 0,0463
g B X, -
s 1,69 Xs" 0,0001
n - X1*Xs -
m 0,24 Xi*Xs 0,0117
z - X2*X3 .
Y=4,44+2,45 Xo+ 0,14 X%+ 1,69 X5 + 0,24 X; X3 (4.8)

Bu denklem icin hesaplanan korelasyon Kkatsayist (R? degeri) 0,91 olarak

bulunmustur. Bu sonug, modelin sistemi iyi ifade ettigini gostermektedir.
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Cizilen grafiklerden goriildugi gibi (Sekil, 4.19-4.20-4.21), arastirilan derisim
araliklarinda, Na’un en diisiik (930 mgL'l) , Ca’un orta (1515 mgL'l) ve Mg’un orta

(128 mgL'l) kodlanmis degerlerinde en yiiksek etanol derisimi 3,73 v olarak

belirlenmistir.

Sekil 4.19 incelendiginde Na’un azalan derisimlerinde ve Ca’un orta degerinde (1515

mgL'l) etanol verimi artmustir.

4.1

BN
=)
c
= 3.65
[2]
©
= N
C
3 3.2
C
o
X
2 2.75
8
©

2.3

209.0 — 69.0
1062.0 792.0
1915.0 1515.0
Na konsantrasyonu (mgL"") 2768.0 2238.0
3621.0 2961.0 Ca konsantrasyonu (mgL™")

Sekil 4.19. Mg derisiminin optimum degerinde Y’ nin (iiretilen etanol derigiminin),
Na ve Ca’un fonksiyonu olarak ti¢ boyutlu gosterimi.
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Sekil 4.20’ye bakildiginda Na derisimi optimum diizeyde oldugunda Ca’un azalan

derisimlerinde etanol verimi artmustir.

3.8

3.325 =

==
B

etanol konsantrasyonu (%)

7 SRS
00050 0 % e % e
SIS
2.85 RBEERR
2.375
1.9
3.0

69.0

127.5 1515.0

Mg konsantrasyonu (mgL"™) 189.8 2238.0 4 konsantrasyonu (mgL™)

252.0 2961.0

Sekil 4.20. Na derisiminin optimum degerinde Y’nin (iiretilen etanol derisiminin),
Mg ve Ca’un fonksiyonu olarak ii¢c boyutlu gosterimi.



99

Sekil 4.21 incelendiginde Ca derisimi optimum degerde tutuldugunda Na’un azalan

degerlerinde, Mg’un orta degerlerinde etanol veriminin arttig1 goriilmektedir.

4.1
3.475
2.85

2%

 ass e,
7/ L7

995  risaaass

: L%z

etanol konsantrasyonu (%)

1.6
209.0

1062.0
3.0
1915.0
-1
127.5 2768.0 Na konsantrasyonu (mgL™)
189.8
Mg konsantrasyonu (mgL™) 2520 3621.0

Sekil 4.21. Ca derisiminin optimum degerinde Y’nin (iiretilen etanol derisiminin),
Na ve Mg’un fonksiyonu olarak ii¢ boyutlu gosterimi.
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5. SONUC VE ONERILER

[ Literatiirde, Saccharomyces tiirlerinin belli metal iyonu derisimlerinde, hiicre
aktivitelerinin dolayisiyla fermentasyon o6zelliklerinin olumsuz yodnde etkilendigi
belirlenmistir [35-36]. Bu nedenle hazirlanan fermentasyon ortaminda, zehirleyici
derisimde olabilecegi diisiiniilen Mn, Mg, K, Na ve Zn iyonlan sirasiyla litrede 10
mg, 100 mg, 7900 mg, 930 mg ve 3 mg olacak sekilde ayarlanarak litrede 200 g ve
300 g seker derisimi varliginda fermentasyon gergeklestirilmis bu sartlar altinda en

diisiik teorik verim 300 gL'1 seker varliginda tespit edilmistir.

. Litrede 300 g  sakkaroz  miktari, Saccharomyces  cerevisiae
mikroorganizmasinin aktivitesi iizerinde zehirleyici etki olusturdugu ve ortam
sartlari, zehirleyici derisimde olabilecegi diisiiniilen metal iyonlar1 azaltilarak
iyilestirildigi icin beklenen teorik verim elde edilememis,ortama ilave edilen katki

maddelerinin etkisi yeterince gozlenememistir.

. NaY’nin fermentasyon ortamima eklenmesiyle yapisindaki Na iyonu
sayesinde fazla miktardaki zehirleyici metal iyonlarini azaltarak etanol derisimini ve
tiretim hizim arttirdigr diigiiniilmiistiir. Ayrica NaY iceren fermentasyon ortamlarinin
pH degerlerine bakildiginda NaY’nin pH diizenleyiciii gibi davrandigi
diistiniilmiistiir. Etanol verimini ve hizin1 arttirmak i¢in ortama eklenmesi halinde en

iyi NaY miktarnin 15 gL’1 oldugu sonucuna varilmistir.

° Fermentasyon ortamina MNT eklenmesiyle etanol derigimi ve iiretim hizinda
cok az bir artig belirlenmisti. MNT’nin fermentasyon ortaminin pH degisimi

tizerinde etkisi olmadigi belirlenmistir.

. KLN’nin ortamda bulunmasiyla etanol iiretim hizinda artis belirlenmistir.

Ozellikle 200 gL seker varlginda iiretim hizinda %50 artis gdzlenmistir.
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. KLN’nin fermentasyon ortaminin pH degisimi iizerinde etkisi olmadig

belirlenmistir.

o Cahismamin ikinci bolimiinde 100 gL sakkaroz iceren yapay melas
ortaminda uygun bentonit miktar1 10 gL'1 olarak bulunmustur. En yiiksek etanol
verimine 24. saatte ulasilmis (3,59 gL'1 etanol), kontrol ortama gore % 6 lik bir artig

gbzlenmistir.

[ Aktif karbonun etanol verimine ¢ok fazla bir katkist olmamis, etanol iiretimi
hiz1 tizerinde daha etkili olmustur. Aktif karbonun eklenmesiyle kontrol ortama gore

pH da fazla degisim gbzlenmemistir.

. Fermantasyon ortamma talk ilavesi fermentasyonu olumsuz yo6nde
etkilemigtir. Bilesiminde bulunan magnezyum, silisyum, aliiminyum ve demir

oksitler maya iizerine zehirleyici etki gdstermis olabilir.

° Na, Ca ve Mg iyonlarinin etanol derisimini en yiiksek yapan degerlerini
belirlemek icin Box-Wilson tasarim yontemi kullanilmistir. Na iyonunun azalan
degerlerinde etanol verimi artmistir. Ca derisiminin etanol verimine tek basina bir
etkisi olmadigi, Na ve Mg iyonlarinin degisimiyle verime etkisinin oldugu
belirlenmistir. Mg2+ iyonlar1 Na iyonunun optimum degerinde Ca iyonlarina goére

daha etkili olmustur. .

. Fermentasyon ortamina eklenen bu maddeler etanol verimini arttirmaktan

ziyade etanol tiretim hizim arttirmak amacli kullanilmalidir.

. Ortama teorik verimi arttirmak amaciyla ilave edilen zeolit ve Kkillerin
fermentasyonun hangi parametresi iizerinde etkili oldugunu belirleyebilmek amaciyla
fermentasyon Oncesi ve sonrasi ortamdaki biyokiitle gelisimi ve metal iyonlarinin

derisimi takip edilebilir.
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EK-1. Logaritmik bilytime egrisi i¢in kullanilan veriler

Cizelge 1.1. Logaritmik biiylime egrisi i¢in
kullanilan veriler

Absorbans
Siire, saat
(600 nm)

1 1,20
2 1,35
3 1,63
4 _

3 B

6 3,00
7 3,20
8 3,50
9 4,00
10 4,50
11 5,50
12 6,00
13 10,00
14 11,96
15 12,80
16 14,20
17 15,00
18 16,40
19 18,45
20 22,06
21 22,35
22 24,68
23 23,71
24 25,50
25 26,52
26 26,10
27 26,20
28 26,00
29 26,00
30 26,00
31 26,00
32 26,00




EK-2. NaY’nin degisen derisimlerinde elde edilen veriler

Cizelge 2.1. 300 gL'1 Sakkaroz varliginda etanol derigimi (vv'')- siire(s) verileri

Siire, saat | 5 gL' NaY 10gL" Nay | 15gL" Nay kontrol
24 4.66 5.45 5.75 4.95
32 5.66 6.16 6.44 5.75
36 6.16 6.44 7.10 6.10

Cizelge 2.2. 200 gL Sakkaroz varhginda etanol derisimi (vv™)- siire (s) degerleri

Siire, saat 15 gL'1 NaY Kontrol
16 1.9 2.07
24 5.7 6.20
32 7.3 6.48
36 6.9 7
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EK-2 (Devam) NaY’nin degisen derisimlerinde elde edilen veriler

Cizelge 2.3. 300 gL'1 Sakkaroz varliginda pH- siire (s) degerleri

Siire, saat 5gL" 10 gL'1 15 gL'1 kontrol
0 4.5 4.5 4.5 4.5
24 3.92 3.94 3.96 3.35
32 3.78 3.89 39 3.38
36 3.91 3.95 3.96 3.28

Cizelge 2.4. 200 gL'1 Sakkaroz varliginda pH- siire (s) degerleri

Siire, saat NaY 15 gL'1 kontrol
0 4.5 4.5
16 4.52 3.9
24 3.91 3.28
32 4.33 3.36
36 3.707 3.07
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EK-3. MNT’nin degisen derisimlerinde elde edilen degerler

Cizelge 3.1. 300 gL Sakkaroz varliginda etanol derisimi (v/v)- siire (s) verileri

Siire, saat iﬁlﬁf 1&1%1:1;1 15/[1%]:1;1 kontrol
16 2.7 3.53 2.53 33
32 3.1 4.5 3.5 4.24
36 5.92 6.22 5.72 6.10

Cizelge 3.2. 200 gL'1 Sakkaroz varliginda etanol derisimi (v/v)- siire (s) verileri

Siire, saat 10 gL'1 MNT Kontrol
16 1.95 2.07
24 6.05 6.2
32 7.22 6.48
36 6.55 7




EK-3 (Devam) MNT nin degisen derisimlerinde elde edilen degerler

Cizelge 3.3. 300 gL'1 Sakkaroz varliginda pH- siire (s) degerleri

Siire, saat iﬁ\lh,l 1&1%1,1;1 llfﬂ%[i;l kontrol
0 4.5 4.5 4.5 4.5
24 3.46 3.48 3.57 3.35
32 3.35 3.37 3.42 3.38
36 3.32 3.36 3.45 3.28

Cizelge 3.4. 200 gL'1 Sakkaroz varliginda pH- siire (s) degerleri

Siire, saat 10 gL'l MNT kontrol
0 4.5 4.5
16 3.863 39
24 3.2 3.28
32 3.30 3.36
36 2.98 3.07




EK- 4. KLN’nin degisen derisimlerinde elde edilen degerler

Cizelge 4.1. 300 gL'1 Sakkaroz varliginda etanol derisimi (v/v)- siire (s) verileri

Siire, saat 515{41\; 11(2511:1'1 IIS(EII:I-I kontrol
24 3.8 1.3 4.95 4.95
32 5.76 4.5 5.75 5.75
36 6.69 5.9 5.6 6.10

Cizelge 4.2. 200 gL'l Sakkaroz varliginda etanol derisimi (v/v)- siire (s) verileri

Siire, saat 5 gL'1 KLN Kontrol
16 2.19 2.07
24 7 6.2
32 6.72 6.48
36 6.37 7
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EK- 4 (Devam) KLN’nin degisen derisimlerinde elde edilen degerler

Cizelge 4.3. 300 gL'1 Sakkaroz varliginda pH- siire (s) degerleri

Siire, saat 515}1‘\; lI(ZIEINJJ IEEIN‘-l kontrol
0 4.5 4.5 4.5 4.5
24 3.39 34 3.49 3.35
32 3.25 3.69 3.55 3.38
36 3.26 3.31 3.28 3.28

Cizelge 4.4. Cizelge 4.4. 200 gL'1 Sakkaroz varliginda pH- siire (s) degerleri

Siire, saat 5gL" KLN kontrol
0 4.5 4.5
16 3.37 3.9
24 3.241 3.28
32 3.34 3.36
36 3.03 3.07




EK-5. Bentonitin degisen derigsimlerinde elde edilen degerler
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Cizelge 5.1. 100 gL'1 Sakkaroz varliginda etanol derisimi (v/v)- siire (s) verileri

Siire. saat Bentonit Bentonit Bentonit Kontrol
’ 10 gL 50 gL! 100 gL
18 2.02 2.99 3.15 2.99
24 3.59 3.45 2.85 3.3
32 2.94 3.08 3.15 2.96

Cizelge 5.2. 100 gL'1 Sakkaroz varliginda pH degisimi- siire (s) verileri
) 10 gL 50 gL 100 gL

Stire, saat bentonit bentonit bentonit kontrol
0 4,5 4,5 4,5 4,5
18 3,67 4,05 4,18 2,99
24 3.44 4.06 4.38 3,3
32 3.55 4.33 4.81 2,96




EK-6. Aktif karbonun degisen derisimlerinde elde edilen degerler
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Cizelge 6.1. 100 gL'1 Sakkaroz varliginda etanol derisimleri (v/v)- siire (s) verileri

Aktif Aktif Aktif Aktif
Siire, saat karbon Karbon karbon karbon kontrol
5gL" 10 gL 30 gL' 100 gL'
18 3,29 34 3,27 2,65 2,99
24 2,94 3,28 3,082 3,17 3.3
32 3,34 2,85 2,83 2,42 2,96
Cizelge 6.2. 100 gL'1 Sakkaroz varliginda pH degisimi- siire (s) verileri
Siire, saat 5gL" 10 gL 30 gL 100 gL kontrol
0 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5
18 3,6 3,24 3,28 3,38 33
24 3,34 3,31 3,38 3,52 33
32 3,34 3,21 3,29 3,52 3,33




EK-7. Talk’un degisen derisimlerinde elde edilen degerler

Cizelge 7.1. 100 g/L Sakkaroz varliginda etanol derisimi (v/v)- siire (s) verileri

Siire, saat Talk 10 gL" | Talk 50 gL' | Talk 100 gL'1 kontrol
18 0,28 0,30 0,30 2,99
24 -0,53 0,46 0,16 33
32 0,02 0,07 -0,02 2,96
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EK-8. 1999 yili kampanya ortalamasi melas analizlerinden alinan degerler

Cizelge 8.1. 1999 yi1li kampanya ortalamasi melas analizlerinden alinan degerler

MAKSIiMUM MINUMUM
(mg/kg) (mg/kg)
11710 4284
Ca
(CARSAMBA) (KARS)
14 256 4632
Na .
(ELAZIG) (YOZGAT)
996 278
Mg
(ANKARA) (CARSAMBA)
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EK-9. Deneysel ve bilgisayar programinda hesaplanan EYED grafigi

4.00 —

3.50 —

3.00 —

Tahmin edilen EYED

250 —

2.00 —

2.00 2.49 2.99 3.48 3.97

Deneysel EYED

Sekil 9.1. Deneysel ve bilgisayar programinda hesaplanan EYED grafigi
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