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Danisman: Prof. Dr. Géniil DONMEZ

Bu tez galismasinda havug posasi kullanilarak bir biyoyakit c¢esidi olan etanol iiretimi arastirilmustir.
Calismanin ilk adiminda tarimsal bir yan iiriin olan havug posasi asit ¢ozeltisi ile hidrolize edilerek
yapisindaki kompleks sekerler basit sekerlere indirgenmistir. Ikinci adimda, elde edilen basit sekerlerden
alti karbonlu olanlar Saccharomyces cerevisiae mayasi tarafindan fermantasyon sonucu etanole

doniistiirtilmiistiir.

Tez ¢alismasinin ilk asamasinda, hidrolizi gerceklestirecek asidin tiirtine ( hidroklorik asit ve siilfiirik asit)
ve asidin konsantrasyonuna ( % 0.76, %1.14, %1.51 v/v) bagh olarak fermantasyon sonucu olusan etanol
konsantrasyonu aragtirilmistir. Hidroliz asamasinda % 0.76 (v/v) konsantre siilfiirik asit ilave edildiginde,

fermantasyon sonucu olusan etanol konsantrasyonu 2.16 g/l olmustur.

Tez c¢alismasinin ikinci asamasinda besi ortaminin ilk pH degerinin, mayanin {irettigi etanol
konsantrasyonu iizerindeki etkisi arastirilmistir. Besi ortaminin ilk pH’t 5 olarak ayarlandiginda

fermantasyon sonucu olusan etanol kosantrasyonu en yiiksek degere (1.81 g/l) ulagsmustir.

Calismanin li¢iincli asamasinda, S. cerevisiae mayasinin besi ortamina inokiilasyon orani incelenmistir.
Ug farkli inokiilasyon oraninda yapilan denemeler sonrasinda en yiiksek etanol iiretimi % 20 (v/v)

inokiilasyon oraninda elde edilmistir.

Tez ¢alismasimin son asamasinda ise karbon kaynagi oraninin etanol konsantrasyonu tizerindeki etkisi
arastirllmistir. Artan (% 22.90, % 34.35 ve % 45.80 w/v) havug posast konsantrasyonunda etanol
tretiminin arttigi, en yiiksek iretime % 45.80 w/v havug posasi igeren besiyerinde ulasildig: (3.55 g/l)

denemeler sonucunda gosterilmistir.
Eyliil 2013, 37 sayfa

Anahtar Kelimeler: Havug posasi, biyoetanol, hidroliz, fermantasyon, Saccharomyces cerevisiae



ABSTRACT
Master Thesis
ETHANOL PRODUCTION FROM CARROT POMACE
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Supervisor: Prof. Dr. Goniil DONMEZ

In this thesis study, bioethanol a kind of biofuel was produced using carrot pomace. At the first step of the
study, carrot pomace a agricultural by-product was hydrolyzed by liquid acid solution. Thus, complex
sugars in the structure of carrot pomace were broken down to simple sugars. At the second step, the
simple sugars consisting of six carbon atoms were fermented to ethanol by the yeast Saccharomyces

cerevisiae.

At the first part of the thesis study, the concentration of ethanol formed as a result of fermentation was
investigated depending on the type of acid ( hydrochloric acid and sulfuric acid ) and the concentration of
acid (0.76%, 1.14%, 1.51% v/v ). When 0.76% (v/v) concentrated sulfuric acid was used in the hydrolysis

stage, the concentration of ethanol reached a value of 2.16 g/L as a result of fermentation.

At the second part of the thesis study, the effect of culture medium’s initial pH on the concentration of
ethanol was also investigated. When initial pH of the culture medium was adjusted to 5, the concentration

of ethanol reached the highest value (1.81 g/L) as a result of fermantation.

At the third part of the study, inoculation rate of the yeast S. cerevisiae to the culture medium was
investigated. After the experiments conducted by three different inoculation rates, the maximum ethanol

production was obtained by 20% (v/v) inoculation rate.

At the last part of the thesis study, the effect of the ratio of the carbon source on the concentration of
ethanol was investigated. By increasing the concentration of carrot pomace (% 22.90, % 34.35 ve %
45.80 w/v) increased the production of ethanol. When 45.80% (w/v) carrot pomace was used in the

culture medium, the concentration of ethanol reached the highest value (3.55 g/L).
September 2013, 37 pages

Key Words: Carrot pomace, bioethanol, hydrolysis, fermentation, Saccharomyces cerevisiae
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1. GIRIS

Enerji tiiketimi diinya niifusunun artmasi ve birg¢ok iilkenin endiistrilesmesi sonucu son
yilizyilda artmigtir. Petrol, artan enerji talebinin karsilanmasinda 6nemli bir kaynaktir
(Sun ve Cheng 2002). Ancak artan fosil yakit fiyatlar1 ve diinyay1 iklim degisikliginden
koruma ihtiyaci yenilenebilir yakitlarin arastirilmasina yol agmustir (Polycarpou 2009).

Bu yenilenebilir yakitlardan bir tanesi de biyoetanoldiir.

Biyoetanol, fosil yakitlardan farkli olarak seker igerikli hammaddelerden fermantasyon
sonucu elde edilir. Ayn1 zamanda biyoetanol yiiksek oktan sayisi, yliksek buharlagsma
1s1s1 gibi gesitli avantajlar sayesinde petrol kaynakli tasit yakitlarina alternatif olarak

bilinir. Biyoetanol hammaddesi gesitleri tice ayrilir:

(1) cesitli atiklar, odun biyokiitlesi gibi lignoseliilozik materyaller;
(i) musir, tahil gibi nisasta zengini tirinler;

(iii)  seker kamis1 ve seker pancari gibi sakkaroz zengini iiriinler (Balat vd. 2008).

Ancak (ii) ve (iii)’de yer alan hammaddelerin gida tirtinleri olarak da kullaniliyor olmasi
hem {iretim maliyetini hem de diinyada yasanan aglik ve yoksullugu arttirmaktadir. Bu
sebeple tarimsal atik gibi cesitli atiklar hammadde olarak kullanilarak biyoetanol
dretimi iizerine c¢aligmalar son yillarda artmistir. Bu tip hammadde kaynaklari
fermantasyondan Once birtakim Onislemler gorerek yapilarindaki polisakkaritler

mikroorganizmalarin kullanabilecegi monosakkaritlere dontstiiriiliir (Yiicel 2011).

Tez caligmasinin amact; havu¢ posasinin asidik hidrolizi ile igindeki kompleks
sekerlerin basit sekerlere indirgenmesi ve elde edilen hidrolizatin Saccharomyces

cerevisiae mayasi ile fermantasyona ugratilarak biyoetanol iiretilmesidir.

Calismada meyve suyu fabrikalarindan atik olarak ¢ikan havu¢ posasi biyoetanol
tiretiminde kullanilabilecek hammadde olarak se¢ilmistir. Havug posasi yapisinda basit
indirgen sekerlere doniistiiriilebilecek polimerik yapilar kapsamaktadir (Nawirska ve

Kwasniewska 2005). Ancak konuyla ilgili yapilan kaynak arastirmasinda havug



posasinin etanol iiretiminde hammadde olarak kullanimiyla ilgili bir calismaya

rastlanilmamustir.

Biyoetanol iiretim ¢alismalarinda agirlikli olarak, besiyeri olarak kullanilacak
hammaddenin hazirlanmas1 ve fermantasyon asamalarinin optimizasyonu {izerine
odaklanilmistir. Denemelerde biyoetanol iiretiminin hidroliz basamaginda asit ¢esidi,
asit konsantrasyonu ve karbon kaynagi orani parametrelerinin; fermantasyon
basamaginda ise pH degeri ile maya inokiilasyon orani parametrelerinin tiretilen etanol

miktari iizerine etkileri incelenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Yenilenebilir Enerji Kaynaklar

Iklim degisikligi kaygilari, petrol fiyatlar1 gibi sebepler yenilenebilir enerji kaynaklarina
ilgiyi artirmaktadir. Yenilenebilir enerji, sinirsiz dogal kaynaklardan iiretilen ve hizla
yenilenebilir her ¢esit enerji olarak tanimlanir. Yenilenebilir enerji kaynaklar1 arasinda
glines, riizgar, su, hidrojen, biyokiitle sayilabilir (http://www.going-green-
challenge.com, 2013).

Mevcut petrol rezervlerinin yilizyildan daha az siirede tiikkenmesi s6z konusudur. Buna
karsin yenilenebilir enerji kaynaklarmin tiikenme gibi bir sorununun olmamasi onun
tiretim yontemlerinin  gelistirilmesine ve kullaniminin  yayginlasmasina neden
olmaktadir. Yenilenebilir enerji kaynaklarindan olan biyokiitlenin kullanilmasi ile
iiretilen biyoyakitlar, iiretim yontemlerinin gelistirilmesinde ve kullaniminin

yayginlagsmasinda en ¢ok ilerleme kaydedilen yakit gruplarindan biridir (Yiicel 2011).

2.2 Biyoyakitlar

Enerji kaynag: olarak kullanilabilen tiim organik maddeler biyokiitle olarak tanimlanir.
Biyokiitleden elde edilen ve yenilenebilir enerji olarak kullanilabilen kati, sivi, gaz
halindeki yakitlara biyoyakit adi verilir. S1vi ve gaz biyoyakitlar ¢evresel etkilerinin
daha olumlu olmas1 nedeniyle tercih edilir. Oniimiizdeki 50 y1l icinde enerji sektoriinde
biiyiik rolii olacagi dngoriilen biyoyakitlarin en yaygin kullanimi biyodizel, biyogaz ve
biyoetanol seklindedir. Biyoetanol, en ¢ok kullanilan sivi biyoyakittir (Demirbas 2007).
Ana enerji tiiketim sektorlerinden biri olan tasimacilik sektdriinde biyoetanoliin,

benzinin yerini alacagi diisliniilmektedir (Demirbas 2009).

2.3 Yakat Olarak Biyoetanol

Etanol, C2HsOH kapali formiiliine sahip bir alkoldiir. Etanoliin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerine gore farkli kullanim alanlar1 vardir ancak son zamanlarda en ¢ok arastirilan

kullanim alan1 motorlu tasitlarda yakit olarak kullanimidir (Yiicel 2011).


http://www.going-green-challenge.com/
http://www.going-green-challenge.com/

Biyoetanol, diinyada tasimacilik sektoriinde en genis kullanima sahip biyoyakattir.
Yiiksek oktan sayisina (108) ve benzine oranla daha yiiksek buharlagma 1sisina sahiptir.
Bu o6zellikleri biyoetanolii igten yanmali motorlarda teorik olarak benzine oranla
avantajli kilmaktadir. Buna karsin benzine oranla daha diisiik enerji yogunluguna ve

buhar basincina sahip olmasi biyoetanoliin dezavantajlaridir (Demirbas vd. 2011)

Biyoetanoliin igten yanmali motorlarda en yaygin kullanim sekli benzinle belirli
oranlarda harmanlanmasidir. Bu harmanlamanin temel sebebi benzinin oktan sayisini
artirmaktir. Oktan sayist benzin kalitesini belirlemede onemli bir Ol¢iittiir (Balat ve
Balat 2009). i¢ten yanmali motorlarda, hava-yakit karisimi sikistirildiginda karisim
sicakligr artmakta ve karisim buji ateslenmeden tutusmaktadir. Erken atesleme olarak
adlandirilan bu olay motor {izerinde olumsuz etki yapmaktadir. Biyoetanol gibi yiiksek
oktanl yakitlar erken ateslemeyi onler. Bu sebeple benzinin oktan sayisini artirmak i¢in
benzin belirli oranlarda etanol ile harmanlanir. En yaygm iki biyoetanol-benzin harman

orani.

1. E-10 (%10 Biyoetanol + %90 Benzin )
2. E-85 (%85 Biyoetanol + %15 Benzin )’dir.

E-10 ad1 verilen harman i¢ten yanmali1 motorlarda modifiye gerektirmeden kullanilabilir

(http://www.eie.gov.tr, 2013). E-85 ad1 verilen harmanin kullanilabilmesi igin ise i¢ten

yanmali motorlarda modifikasyon sarttir (Balat ve Balat 2009).
2.4 Biyoetanol Uretimi
2.4.1 Biyokiitle secimi

Biyoetanol iiretiminde kullanmak i¢in ucuz ve yeni biyokiitle kaynaklar1 {izerine
arastirmalar devam etmektedir. Bununla birlikte halen biyoetanol iiretiminde kullanilan
biyokiitle kaynaklar1 agirlikli olarak musir, seker kamis1 gibi gida olarak da kullanilan
tarim {riinleridir. Bu durum biyoetanol iiretimi i¢in uygun goriinse de gida kithigi ve
toprak kaynaklarinin tahribati gibi etik ve cevresel sorunlar1 da beraberinde getirir

(Balat ve Balat 2009). Tam da bu noktada cazip bir alternatif olarak karsimiza


http://www.eie.gov.tr/

lignoseliilozik biyokiitle ¢ikmaktadir. Misir kabugu ve bugday sap1 gibi tarimsal atiklar,
belediyeye ait kat1 atiklarin organik boliimii, bazi endiistriyel atiklar lignoseliilozik
biyokiitle ornekleri arasindadir. Lignoseliilozik biyokiitle kaynaklari ucuz olmakla

birlikte gida kitligina da neden olmazlar (Pandey vd. 2011).

Lignoseliilozik biyokiitlenin yapisinda agirlikli olarak seliilloz ve hemiseliiloz ad1 verilen
karbonhidrat polimerlerinin yaninda lignin, kiil ve oziitlenmis maddeler de vardir.
Seliiloz dallanmamis lineer bir polimerdir ve yapisina hidroliz reaksiyonu ile su
eklendiginde alt1 karbonlu bir monosakkarit olan glikoz molekiilleri elde edilir.
Hemiseliiloz ise heterojen polisakkaritlerdendir ve hidrolizi ile ksiloz, mannoz, glikoz,
galaktoz, arabinoz gibi monomerler elde edilir. Lignin ise amorf bir heteropolimer
olmakla birlikte kimyasal ve enzimatik yikima olduk¢a direnglidir. Lignoseliilozik
biyokiitledeki karbonhidrat polimerleri fermantasyondan once hidroliz adi verilen
islemle basit sekerlere indirgenir (Taherzadeh ve Karimi 2007). Lignoseliilozik

biyokiitlenin yapisini olusturan ve hidrolizi ile ortaya ¢ikan iriinler sekil 2.1°de

gosterilmektedir.
Formik asit
Asetik asit Hemiseliiloz Seliiloz .
siloz | Pentozlar | (%011-37) (%32-54) :>Gllk02|:>m
Furfural . @
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Sekil 2.1 Lignoseliilozik biyokiitlenin kompozisyonu ve hidrolizi ile ortaya g¢ikan
riinler

Biyoetanol iiretiminde kullanilabilecek biyokiitle kaynaklarindan biri de meyve suyu

fabrikalarindan ¢ikan havug¢ posasidir. Sekil 2.2°de goriildiigi {izere kuru madde



halindeki havug¢ posasinda yaklasik olarak % 28 seliiloz, % 17 lignin, % 2 pektin, % 7
hemiseliiloz bulunmaktadir (Nawirska ve Kwasniewska 2005).

Hemiseliiloz Pektin
7% 2%

Sekil 2.2 Kuru madde halindeki havug posasinin igerigi

Biyoetanol iiretiminde kullanilacak olan biyokiitle ilk olarak gesitli 6n islemlere tabi
tutulur. On islemler sayesinde biyokiitle yapisindaki seliiloz ve hemiseliiloz basit

sekerlere indirgenir (Yiicel 2011).

2.4.2 Onislemler

Lignoseliillozik  materyaller —mikroorganizmanin  direkt fermente edebilecegi
monosakkaritleri icermez. Bunun yerine seliiloz ve hemiseliiloz gibi asit ya da enzimler
tarafindan hidrolize edilmesi gereken polisakkaritleri igerir (Cardona vd. 2010). Sekil

2.3 lignoseliilozik maddenin yapisin1 gostermektedir.



Sekil 2.3 Lignoseliilozik maddenin yapisi

Bu yapida lignin hemiseliiloz ile baglant1 kurarak hidrolitik ajanlarin seliilloza ulagimini
engeller. Bununla birlikte seliilozun kristal yapisi da onun hidrolizini zorlagtiran
etkenlerdendir. Bu nedenle lignin ve hemiseliilozun baglantisin1 ortadan kaldiracak,
selitlozun kristalligini azaltacak ve lignoseliilozik yapinin gézenekliligini artiracak bir
Onisleme gerek vardir ( Keller vd. 2003). Etkili bir 6nislem inhibitér olusumuna mahal

vermemeli, pahali olmayan kimyasallar ve ekipmanlar kullanarak ekonomik olmalidir

(Laser vd. 2002).
2.4.2.1 Fiziksel onislemler

i.  Ogiitme: Lignoseliilozik biyokiitlenin dogal yapisini ve kristalligini degistirmek
icin kullanilan bir 6niglemdir. Enzimatik hidroliz ya da diger 6nislemlerden 6nce
uygulanir.

ii. Ismmlama: Gama isinlari ile ya da mikrodalgalarla 1sinlama lignoseliilozun

enzimatik hidrolizini artirir.



2.4.2.2 Fizikokimyasal onislemler

Buhar ile muamele: Hemiselillozun bozunmasini saglamasi ve maliyetinin
diistik olmasit bu Onislemin avantajlaridir. Bununla birlikte fermantasyonu
gergeklestirecek mikroorganizmalarin - gelisimini  engelleyen inhibitorlerin
olusumuna neden olmasi bu 6nislemin dezavantajidir.

Amonyak ile muamele: Bu 6niglem ligninin yapisini bozar ancak hemiseliiloz
ve seliilozun yapisinda degisiklige neden olmaz.

COz2 ile muamele: Lignoseliilozik materyalin ulasilabilir yilizey alanini artirir.
Bununla beraber buhar ile muamele 6nisleminde olusan inhibitorleri olusturmaz

bu Gnislem.

2.4.2.3 Kimyasal onislemler

Alkali ile hidroliz: Diger 6nislemlere nazaran alkali ile hidroliz daha diisiik
sicaklik ve basingta gerceklestirilir. Buna karsin onislem siiresi daha uzundur.
Asidik hidroliz ile karsilastirildiginda olusturdugu basit seker miktarinin daha
az oldugu gozlemlenmistir.

Organosolv prosesi: Bu proseste lignin ile hemiseliiloz arasindaki baglari
kirmak i¢in HCl ya da H2SOs4 gibi bir inorganik asit katalizor, organik bir
¢oziicii ile karistirilir.

Ozonlama: Bu metot lignini ve hemiseliilozun bir kismini indirger. Onislem
oda sicakliginda gerceklesir ve inhibitdr bilesik olusturmaz. Ancak yiliksek
miktarda ozona ihtiya¢ duyuldugu i¢in ekonomik bir yontem degildir.

Asit ile hidroliz: Bu o6nislemde en ¢ok H2SO4 kullanilmakla beraber HCI1 ve
HNO3 de kullanilmaktadir. Bu Onislemde ya seyreltik asit ya da derisik asit
kullanilir. Derisik asit seliiloz hidrolizi i¢in gii¢lii bir ajan olmakla beraber
toksik ve asindiricidir. Seyreltik asit hidrolizi ise daha ekonomik ve verimli

oldugu i¢in tercih edilir.



2.4.2.4 Enzimatik hidroliz

Yiiksek verim ve diisiik maliyet sebebiyle avantajli bir yontemdir. Ancak islemin yavas
gerceklesmesi enzimatik hidrolizin dezavantajidir (Balat 2010). Enzimatik hidroliz
seliilaz enziminin aktivitesi ile seliilozun basit sekerlere indirgenmesini saglar. Boylece
bu basit sekerler bakteriler ya da mayalar tarafindan fermente edilebilir (Sun ve Cheng
2002). Seliilozun enzimatik hidrolizi ii¢ adimdan olusur. ilk adim seliilaz enziminin
seliiloz yiizeyine adsorpsiyonu iken ikinci adim seliilozun glikoza hidrolizidir. Son adim

ise seliilozun desorpsiyonudur (Han ve Chen 2010).

2.4.3 Mikroorganizma sec¢imi

Onislemler sayesinde lignoseliilozik biyokiitlenin yapisindaki hemiseliiloz pentoz ve
heksozlara, seliiloz ise bir heksoz olan glukoza indirgenir. Olusan pentoz ve heksoz
sekerleri fermantasyon ile etanole doniistiirecek mikroorganizmalar mevcuttur. Bu
mikroorganizmalar arasinda etanol iiretimine en uygun olanlar E. coli, Zymomonas
mobilis, Saccharomyces cerevisiae, Pichia stipitis’tir (Girio vd. 2010). Yukarida ismi
gecen dort mikroorganizmanin da etanol {retimi icin farkli dogal karekteristik
ozelliklerinden kaynaklanan avantaj ve dezavantajlari vardir ve bunlar cizelge 2.1°de

verilmistir.

Cizelge 2.1 Etanol liretimi i¢in en uygun mikroorganizmalarin 6zellikleri

Ozellikler E.coli | Z. mobilis | S. cerevisiae | P. stipitis
D-glikoz + + + +
fermantasyonu

Pentoz kullanim1 (D- | + _ _ +
ksiloz, L-arabinoz)

Anaerobik + + + _
fermantasyon

Etanol toleransi z y4 + z
Lignoseliilozik z z + z
biyokiitleden olusan

inhibitorlerin toleransi

+, pozitif; -, negatif; z, zayif.



Biyoetanol tiretimi de dahil geleneksel endiistriyel fermantasyon islemlerinde en yaygin
kullanilan mikroorganizma S. cerevisae mayasidir. S. cerevisiae D-glikoz, D-mannoz ve
D-galaktoz gibi heksoz sekerler ile sakkaroz ve maltoz gibi disakkaritleri etanole
verimli bir sekilde fermente edebilir. Ayni zamanda Onislemler sonucu olusan
inhibitorlere karsi toleransi yiiksektir. S. cerevisiae’nin ortamda etanol konsantrasyonu
%10’un altinda iken fermantasyon orani azalmaz. Lignoseliilozik fermantasyonda S.
cerevisiae’nin bir 6nemli sikintis1 D-ksiloz ve L-arabinoz adi verilen pentoz sekerleri

fermente edememesidir (Girio vd. 2010).

Bu tez ¢alismasinda havug posasi hidrolizatinin etanole fermantasyonunda S. cerevisiae
mayast kullanilmigtir. Saccharomyces cerevisiae oOkaryotik bir mikroorganizmadir.
Daha spesifik olarak Fungi alemine ait kiire sekilli sar1-yesil renkli mikroorganizmalar
olarak da tanimlanabilir. Dogal soylar1 bitki ylizeylerinde, tiim diinyadaki topraklarda,
insektisitlerin viicut yilizeylerinde hatta su ortaminda bulunur. Bilim adamlari tarafindan
Saccharomyces cerevisiae model organizma olarak tanimlanir. Bunun sebebi hem tek
hiicreli hem de okaryotik olmasidir. S. cerevisiae Okaryot oldugu igin genom ve
proteinlerinin ¢ogunlugu insan genom ve proteinleri ile homologdur. Bu nedenle insan
genom ve proteinlerini anlamada bilim adamlarina yardim etmektedir. Bununla birlikte
bir diger avantaji da hizli biiylime oranidir. Normal bir maya ortaminda doksan

dakikada mayalar sayilarmi ikiye katlar (http://microbewiki.kenyon.edu, 2013).

Saccharomyces cerevisiae’nin mikroskobik goriintiisti sekil 2.4’de verilmistir.
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Sekil 2.4 Saccharomyces cerevisiae’nin mikroskobik goériintiisii

2.4.4 Fermantasyon

S. cerevisiae aerobik sartlarda yasayabildigi gibi anaerobik kosullarda da yasayabilir.
Oksijen varliginda aerobik solunum yaparken oksijen yoklugunda maya, enerjisini
sekeri etanole ¢evirerek elde eder. Bu nedenle Saccharomyces cerevisiae kullanilarak
etanol iretimi anaerobik sartlarda gerceklestirilir. Saccharomyces cerevisiae’nin
fermantasyon ortaminin optimum pH araligi 4.8-6 olarak belirlenmistir (Joosten ve
Peeters 2010). Fermantasyon igin optimum sicaklik ise 35 °C olarak belirlenmistir (Slaa

vd. 2009).

Fermantasyon genellikle anaerobik kosullarda hiicre i¢i metabolik olaylar sonucunda
besin degeri yiiksek organik bilesiklerden farkli iiriinlerin olusmasidir. Fermantasyon
(mayalanma) bir anaerobik solunum seklidir ve baslangic maddesi glikozdur. Canli
cesidine bagli olarak reaksiyonlar sirasinda kullanilan enzimler farkli olacagindan
olusan son tirlinlerde de farklilik vardir. Canli ¢esidine bagli olarak olusan son iiriinler
arasinda laktik asit, asetik asit, etanol ve biitanol sayilabilir. Saccharomyces cerevisiae
mayasinin oksijen yoklugunda yaptig1 etil alkol fermantasyonu temel olarak iki

basamaktan olusur. Birinci basamak glikoliz evresi olarak bilinir. Glikoliz evresinde
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glikozdan 2 molekiil pirtivik asit olusur. Glikoliz evresi sekil 2.5’de goriildiigii gibi
gerceklesir. Glikolizin baglangicinda glikozun aktiflestirilmesi i¢in bir ATP molekiilii
yapisindaki fosfat grubunu ortama birakir ve bu fosfat ortamdaki glikoza baglanarak
glikoz monofosfatt olusturur. Olusan glikoz monofosfat, glikoz izomeraz enzimi
yardimut ile fruktoz monofosfata doniistiiriiliir. Bu asamada ikinci ATP’nin fosfat grubu
fruktoz monofosfata baglanarak fruktoz difosfat yapisini olusturur. Alti karbonlu bir
molekiil olan fruktoz difosfat, iki adet 3 karbonlu fosfogliseraldehit molekiiliine ayrilir
ve her iki fosfogliseraldehit molekiilii de NAD+ (nikotinamid adenin diniikleotid)
koenzimine elektron verip ardindan da ADP molekiiliine fosfat birakarak fosfogliserik
asit yapisini olusturur. Son asamada ise iki fosfogliserik asit molekiilii de mevcut ADP
molekiillerine birer fosfat grubu baglayarak ATP molekiiliinii sentezler ve sonug olarak

piriivat molekiilleri olusur.

Clikoz

ATP?i
ADP +P

Glikoz-6 monofosfat (65

Friktoz-5 monofosfat (8C)

ATP> l
ADP +P

Fritktoz 1.6 difosfat (6C)

RN

PGAL FGAL (3C)
(Fosfogliser aldshit)

NAD‘> NAD
NACH2 <;
5 l(___\ NADH2

=

DPGA DPGA (3C)
(Difssfogliscrik ask)

ADP+P <;‘.'5~.DP +P
ATP>W ATP
PGA PCA (3C)
[Fosfoglizerik asit)

ARPTF > <A DP +F
ATR i ATP
Piruvat Piruvat 35

Sekil 2.5 Glikoliz evresi
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Etil alkol fermantasyonunun ikinci basamagi ise 2 molekiil piriivattan etil alkol
olusumudur. Pirlivatin etil alkole doniisiimiinii ifade eden reaksiyon sekil 2.6’da

verilmistir.

2 Pirtivik asit

l\“t CO2

2 Asetaldehit

‘\“‘“ H:

2 Etil alkol

Sekil 2.6 Pirilivatin etil alkole donlisiimii

Sonug olarak glikozdan fermantasyon yolu ile etil alkol {retiminin toplam denklemi
sekil 4.7°de gosterilmistir. Glikozdan etil alkol tiretimi reaksiyonuna gore teorik verim 2

mol etanol/1 mol glikoz ya da 0.51 gram etanol/gram glikoz olarak ifade edilebilir.

Glikoz ' lar:.-- 2 Etil alkol + 2 Karbondioksit + net 2 ATP + 151

(CEHI]DE) (C]Hiol{j (CD])

Sekil 2.7 Glikozdan etil alkol iiretiminin toplam denklemi

2.5 I?giyokiitleden Biyoetanol Uretiminde Bugiine Kadar Yapilan Cahsmalarin
Ozetlenmesi

Arastirmacilar son yillarda farkli biyokiitle kaynaklarini degisik yontemlerle hidroliz

ederek cesitli mikroorganizmalarla etanol liretimi iizerine bir¢ok ¢alisma yapmaistir.

Arapoglou vd. (2010), patates kabugunu biyokiitle olarak kullanmis ve HCI ile
121°C’da 15 dakika hidroliz etmislerdir. Hidroliz isleminden sonra fermente edilebilir

seker miktar1 litrede 18.15 g iken fermantasyon sonucu kalan fermente edilebilir seker
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miktar1 litrede 4.06 g olarak belirlenmistir. Arastiricilar tarafindan S. cerevisae
kullanilarak 48 saatlik fermantasyon sonunda iiretilen maksimum etanol miktar1 ise 6.97

g/L olarak ol¢iilmiistiir.

Wilkins vd. (2007), narenciye kabugunu biyokiitle olarak kullanmislar ve S. cerevisiae
mayasinin fermantasyon ortaminin ilk pH degerinin iiretilen etanol miktar1 {izerine
etkisini arastirmiglardir. Bunun icin 6nislemden sonra ortam pH degerlerini 4.3-4.4
olarak Ol¢miisler ve fermantasyondan once kalsiyum karbonat kullanarak ortam pH
degerlerini 5.0, 5.6, 6.0 olarak ayarlamiglardir. Fermantasyonun 24. ve 48. saatlerinde
tiretilen etanol miktarlart 6l¢iilmiis ve ilk pH degeri 6 olarak ayarlandiginda en yiiksek
etanol iiretimine ulasildig1 tespit edilmistir. ilk pH degeri hi¢ degistirilmeden yani 4.3-
4.4 olarak kaldiginda iiretilen etanol miktarinin ise en diisiik degerde oldugu
bulunmustur. Kalsiyum karbonat kullanarak ilk pH degerini 5.0 ve 5.6 olarak
ayarladiklarinda tretilen etanol miktarinin ise pH 6 da iiretilenden diistiik pH 4.3-4.4 de
tiretilenden yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Bunun yani sira 24 ve 48 saatte liretilen
etanol miktarlarinin aynm1 oldugu dolayisi ile fermantasyonun 24 saatten Once

tamamlandig1 anlagilmistir.

Romero vd. (2010), zeytin agact biyokiitlesini kullanarak yaptiklar1 ¢alismada asidik
hidrolizin gergeklestigi sicakligin ortaya ¢ikan indirgen seker miktar1 lizerine etkisini
arastirmiglardir. Hidroliz igin H2SOs kullanilarak 60, 70, 80 ve 90°C’lerde
gerceklestirilen hidroliz islemleri sonucu ortaya ¢ikan indirgen seker miktarlar
olglilmiistiir. En yiiksek indirgen seker miktar1 90°C sicaklikta gerceklesen hidroliz
isleminden elde edilmistir. 90°C sicaklikta gergeklesen hidrolizde elde edilen indirgen

seker miktar1 100 g kuru hammaddede 21.6 g olarak dl¢iilmiistiir.

Hashem ve Darwish (2010), patates fabrikasindan alinan patates nisasta artiklarini
kullanarak etanol iiretimi yapmislardir. Arastiricilar ¢alismalarinda fermantasyon igin
Saccharomyces cerevisiae mayasinin iki farkli soyunu (y-1646 ve ticari bir soy)
kullanmiglardir. En yiiksek etanol miktarina (5.52 gram/L) ise 35°C sicaklikta S.

cerevisiae y-1646 soyunu kullandiklarinda ulagmislardir.
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Lin vd. (2012), Saccharomyces cerevisiae BY4742 mayasin1 kullanarak sekerlerin
etanole fermantasyonunu gerceklestirmislerdir. Arastiricilar bu calismada sicaklik ve
pH degerinin iiretilen etanol miktar: tizerine etkisini incelemislerdir. Maksimum etanol
tiretimi 30°C ve 45°C sicaklik degerleri arasinda gerceklesmistir. Ayn1 zamanda en
yiiksek etanol {iretimine fermantasyon ortami pH degeri 5 oldugunda ulasildigi da

calismada belirtilmistir.

Al-Judaibi (2011) tarafindan yapilan ¢alismada ise pancar melasi biyokiitle olarak
kullanmis ve Saccharomyces cerevisiae CAIM13 mayas: tarafindan etanol iiretimi
gergeklestirilmistir. Yapilan bu calismada maya inokiilasyon oraninin iiretilen etanol
miktar1 lizerine etkisi incelenmistir. Aragtirict ¢alismasinda maya inokiilasyon orani
arttikga {iretilen etanol miktarinin lineer olarak arttigini buna karsilik basit seker
miktarmin lineer bir bigimde azaldigini tespit etmistir. Bununla birlikte belirli bir maya
inokiilasyon oraninin iizerinde ekim yaptiginda iiretilen etanol miktarinin azaldigini da

tespit etmistir.

Togarepi vd. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada ise Ziziphus mauritiana meyvesinin
posast kullanilarak etanol {iretimi gergeklestirilmistir. Arastiricilar bu c¢aligmada
fermantasyon i¢in Saccharomyces cerevisiae mayasini kullanmiglardir. Maya
inokiilasyon orani, pH degeri ve sicaklik parametrelerinin tiretilen etanol miktar: {izerine
etkisinin incelendigi calismada pH degeri 6 olarak alindiginda, sicaklik 30°C olarak
ayarlandiginda ve 20 g meyve posasi basina 8 gram maya inokiile edildiginde en yliksek

etanol degerine ulasildig ortaya konulmustur.

Oberoi vd. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada muz kabuklar1 kullanilarak etanol
tretimi gergeklestirilmistir. Arastiricilar ¢aligmada fermantasyon igin Saccharomyces
cerevisiae mayasini kullanmiglardir. Hidrotermal Onislem ve eszamanli hidroliz -
fermantasyon yontemleri kullanilarak iiretilen etanoliin konsantrasyonu 28.2 g/L olarak

tespit edilmistir.

Afifi vd. (2011), endiistriyel kat1 patates atiklarini biyokiitle olarak kullanarak etanol
tretmisglerdir. Arastiricilar ¢alismada fermantasyon ig¢in Saccharomyces cerevisiae

mayasin1 kullanmiglar ve karbon kaynagi orani, inkiibasyon sicakligi, ilk pH degeri
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parametrelerinin {iretilen etanol miktar1 {izerine etkilerini incelemislerdir. Karbon
kaynagi oran1 10 g/L, inkiibasyon sicakligi 25°C ve ilk pH degeri 3.5 iken en yiiksek

etanol iiretimlerinin gergeklestigi belirlenmistir.

Agbogbo vd. (2007), Pichia stipitis mayasimin farkli baslangig hiicre
konsantrasyonlarinin  iiretilen etanol miktart {izerine etkisini arastirmislardir.
Deneylerde, baslangig¢ ksiloz konsantrasyonu 120 g/L olan besiyerlerine farkli baslangig
hiicre konsantrasyonlarina sahip Pichia stipitis mayasi ekilmistir. Sonug¢ olarak,
baslangic hiicre konsantrasyonu arttikga iiretilen etanol miktarmin da arttigi
saptanmistir.  Arastiricilar, diisiik baslangi¢ hiicre konsantrasyonlarinda hiicre
bliylimesinin  yilksek  oldugunu buna  karsin  yiiksek  baslangic  hiicre

konsantrasyonlarinda etanol liretiminin yiiksek oldugunu belirlemislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Besiyeri Hazirlanmasi

Belso A.S.’den temin edilen 60 gram (yas agirlik) havug posasi iizerine su ilave edilerek
% 22.90 (w/v)’lik havug posasi-su karigimlari hazirlandi. Konsantre H2SO4 (Sigma) ve
HCI (Sigma), havug posasi-su karisimlari iizerine % 0.76, % 1.14 ve % 1.51 (v/v)

olacak sekilde ilave edilmistir.

Her biri ¢izelge 3.1°de verilen miktarda havug posasi, su ve asit igeren erlenler, otoklava
yerlestirilmistir. Otoklavda 121°C’de 1.1 atmosfer basingta 15 dakika 500 ml’lik

erlenler icerisinde hidroliz islemi ger¢eklesmistir.

Cizelge 3.1 Hidroliz adiminda denenen parametreler ve galigilan degerler

Parametre Calisilan Degerler

Karbon Kaynagi 60 gr havug posasi iceren %
22.90 (w/v)’lik havug posasi-su
karigimi

Asit Tipi H2SO0a4
HCI
Asit Konsantrasyonu % 0.76 viv
% 1.14 viv
% 1.51 viv

Otoklav sonrasi erlenler igerisinde bulunan karisim kaba filtre kagidindan siiziilerek
posanin kati kismimnin ayrilmasi saglanmistir. Elde edilen bu hidrolizatin pH’s1 NaOH

tabletleri kullanilarak 5’e ayarlandiktan sonra filtre kagidi ile tekrar siiztilmustiir.

Son olarak sterilizasyon i¢in hidrolizat, mayanin {retilecegi tiip ya da erlenlere

aktarilarak tekrar 121°C’de 15 dakika otoklavlanmustir.
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3.2 Mikroorganizma

Tez ¢alismasinda, fermantasyon yolu ile biyoetanol iiretiminde Ankara Universitesi
Biyoloji Bolimii Biyoteknoloji Laboratuvarindan alinan Saccharomyces cerevisiae
mayas1 kullanilmistir. Maya hiicreleri, 5 g/l pepton, 3 g/l et 6ziitii ve 12 g/l agar iceren

yatik agarli tiiplerde 4 °C’de iiretilmis ve depolanmuistir.
3.3 Besiyerine Adaptasyon

Fermantasyon i¢in kullanilacak S. cerevisiae mayasinin hidrolizat ortamina adaptasyonu
icin 60 gr havug posasi, 200 ml su, % 1.14 (v/v) H2SO4 igeren ve pH’s1 NaOH ile 5’¢

ayarlanmig besiyeri kullanilmistir.

Yatik agarda 4°C’de bekletilen S. cerevisiae’ dan bir 6ze dolusu alinarak steril
kosullarda 20 ml besiyeri igeren 50 ml’lik erlenlere ekilmistir. Ekim isleminden hemen
sonra erlenler ¢alkalamali inkiibatorde 150 rpm ve 30°C’de 3 giin siireyle inkiibasyona
birakilmistir. Ugiincii giin erlenlerden 2 ser mililitre alinarak ayni besiyerlerine ekim

yapilmistir. Bu islem ii¢ kez tekrarlanmistir.

3.4 pH Etkisi

Calismada, 60 gram havug posasi ihtiva eden % 22.90 (w/v)’lik havug posasi-Su
karisimi iizerine % 0.76 (v/v) H2SOs eklenerek besiyeri hazirlanmigtir. Elde edilen
besiyerine adapte kiltirden 2 ml eklenerek 4 gilin inkiibasyona birakilmistir.
Deneylerde 10 ml besiyeri i¢eren 15 ml’lik Hungate tiipleri kullanilmigtir. Hazirlanan
tipler 150 rpm karistirma hizinda 30°C sicaklikta calisan ¢alkalamali inkiibatorde

inkiibe edilmistir.
3.5 Baslangi¢c Mikroorganizma Konsantrasyonunun Etkisi

Farkli baslangic mikroorganizma konsantrasyonlarinin etkisinin belirlenmesi amaciyla
planlanan ¢alismada, % 22.90 (w/v)’lik havug posasi-su karigimi {izerine % 0.76 (v/v)

H2SOas eklenerek besiyeri hazirlanmistir. pH’1 5’e¢ ayarlanmis besiyerlerine adapte
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kiltirlerden %10, %20 ve %30 (v/v) olacak sekilde eklenerek 1 giin inkiibasyona

birakilmistir.

Denemeler pH etkisinin belirlenmesinde oldugu gibi, son hacim 10 ml olacak sekilde
besiyeri igeren 15 ml’lik Hungate tiiplerinde, 150 rpm karistirma hizinda ve 30°C’de

calkalamal1 inkiibatdrde yapilmistir.

3.6 Karbon Kayna@ Miktarimin Etkisi

Calismada 60 gram havug posasi, 90 gram havug posasi ya da 120 gram havug posasi
iceren ve pH’st 5 olan konsantre besiyerleri hazirlanmistir. Olusturulan besiyerleri

Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2 Farkli miktarda karbon kaynag1 iceren besiyerleri

60 gr havug posast 200 ml su % 0.76 (v/v) H2SO4
(% 22.90 wiv)

90 gr havug posasi 170 ml su % 0.76 (v/v) H2SO4
(% 34.35 wiv)

120 gr havug posasi 140 ml su % 0.76 (v/v) H2SO4
(% 45.8 wiv)

Bu besiyerlerine adapte kiiltirden % 20 (v/v) olacak sekilde eklenerek 4 giin
inkiibasyona birakilmistir. Denemelerde 10 ml besiyeri igeren 15 ml’lik Hungate tiipleri
kullanilmistir. Hazirlanan tiipler 150 rpm karistirma hizinda 30°C sicaklikta calisan

calkalamal1 inkiibatorde inkiibe edilmistir.

3.7 Analiz Yontemleri

Bu tez calismasinda incelenen her bir parametre i¢in OD analizi, seker analizi ve etanol

miktari tayini yapilmistir. Her bir analiz yonteminde {i¢ paralel calisilmistir.
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3.7.1 Optik yogunlugun belirlenmesi

Fermantasyon ortamlarindan alinan 6rnekler 5000 rpm’ de 10 dakika santrifiijlenmistir.
Cokelti fizyolojik tuzlu su ile yikanip gerekli seyreltmeler yapilarak optik yogunluk 600

nm dalga boyunda absorbans okunarak tayin edilmistir.

3.7.2 Seker analizi

Fermantasyon ortamlarindan alinan o6rneklerdeki toplam seker miktar1 tayini fenol-
stilfiirik asit yontemi ile yapilmistir. 500 mikrolitre 6rnek iizerine 500 mikrolitre fenol
ve 2,5 mililitre siilfiirik asit eklenmesi ile olusan ¢ozeltinin gerekli seyreltmeler
yapilarak absorbansinin 490 nm’ de Olgiilmesi ile analiz yapilmistir. Bununla birlikte
heniiz fermantasyon i¢in maya ekimi yapilmamis besin ortaminin da fenol-siilfiirik asit

yontemi ile toplam seker miktar1 tayini yapilmistir (Dubois vd. 1956).

3.7.3 Etanol miktar1 tayini

Fermantasyon ortamlarindan almman o&rneklerdeki etanol konsantrasyonu, alev
iyonizasyon dedektorlii gaz kromatografi (Shimadzu, GC) kullanilarak tayin edilmistir.
Bir mikrolitre 6rnek 2 mm i¢ ¢apa ve 2 metre uzunluga sahip bir cam kolona enjekte
edilmistir. Enjeksiyon deligi ve alev iyonizasyon dedektdr sicakliklart sirastyla 220°C
ve 250°C olarak, firin sicakligi ise 160°C’de sabit olarak tutulmustur. Tasiyic1 gaz

olarak azot kullanilmistir ( Avci ve Donmez 2005).
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4. BULGULAR

Tez caligmasinda Oncelikle etanol {iiretimi i¢in en uygun besiyerinin hazirlanmasi
amaciyla, havu¢ posasi asidik hidrolize ugratilarak yapisindaki kompleks sekerlerin
basit sekerlere indirgenmesi saglanmistir. Elde edilen basit sekerli besiyerlerinde
Saccharomyces cerevisiae mayasi kismen anaerobik sartlarda iiretilerek etanol elde

edilmistir.

Denemelerde asit tipi ve konsantrasyonu, pH etkisi, maya inokiilasyon orani ve karbon

kaynag1 orani parametrelerinin etanol verimine etkileri incelenmistir.

4.1 Asit Tiirii ve Konsantrasyonunun Etkisi

Hidroliz isleminde ti¢ farkli konsantrasyonda kullanilan H2SOs ve HCI asitlerinin 24
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda iiretilen etanol miktar1 ve biyokiitle tizerindeki

etkileri Sekil 4.1 ve 4.2’de verilmistir.

Hidroliz isleminde kullanilan her iki asit tiirii i¢in de konsantrasyon arttikg¢a iiretilen
etanol miktarinin azaldig1r belirlenmistir. Denemelerde kullanilan en disiik asit
konsantrasyonlarinda en yiiksek etanol degerleri elde edilmistir. Sekil 4.1’te gorildiiga
tizere hidroliz i¢in % 0.76 (v/v) H2SO4 igeren besiyeri kullanildiginda iiretilen etanol
miktart 2,16 g/l iken % 1.14 (v/v) H2SOa iceren besiyeri kullanildiginda iiretilen etanol
miktart 2,08 g/l olmustur. Hidroliz islemi i¢in % 1.51 (v/v) H2SOa igeren besiyeri
kullanildiginda ise tretilen etanol miktar1 1,94 g/l olarak olgiilmiistiir. Hidroliz islemi
icin % 0.76 (v/v) HCI igeren besiyeri tercih edildiginde iiretilen etanol miktar1 1,92 g/l
iken % 1.14 (v/v) HCI igeren besiyeri kullanildiginda iiretilen etanol miktar1 1,38 g/l
olarak ol¢iilmiistiir. Denemelerde % 1.51 (v/v) HCI igeren besiyeri kullanildiginda ise

iretilen etanol miktar1 1,35 g/l olarak 6l¢lilmiistiir.

Asit tliri ve konsantrasyonunun etkisinin denendigi bu calisma sonunda en yiiksek
etanol iretiminin % 0.76 (v/v) H2SOs igeren besiyeri kullanildiginda elde edildigi

bulunmustur. En yiiksek etanol veriminin elde edildigi H2SO4 konsantrasyonlarinin
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fermantasyonun birinci giiniinde iiretilen biyokiitle {izerindeki etkisi sekil 4.2°de

gosterilmistir.

2,5

1,5
W H2504

Etanol g/L

“ HCl

0,5

% 0.76 v/v % 1.14 v/v % 1.51v/v

Sekil 4.1 Asit gesidi ve konsantrasyonunun S. cerevisiae’nin irettigi etanol tizerine
etkisi (S: 30°C; IS: 24 saat KH: 150 rpm)

2,5

N

1,5

OD 600nm

[EN

0,5

% 0.76 v/v % 1.14 v/v % 1.51v/v

Sekil 4.2 Hidrolizde kullanilan H2SO4 konsantrasyonunun optik yogunluk iizerine etkisi
(S: 30°C; IS: 24 saat; KH: 150 rpm)
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Sekil 4.2°de etanol iiretimine benzer sekilde H2SOs4 konsantrasyonu arttikga optik
yogunlugun distiigii goriilmektedir. Hidroliz isleminde % 0.76 (v/v) H2SOs igeren
besiyeri kullanildiginda fermantasyonun birinci giiniinde optik yogunluk 2,57 olarak
olgiiliirken hidroliz isleminde % 1.14 (v/v) H2SO4 iceren besiyeri kullanildiginda optik
yogunluk 2,20 olarak ol¢iilmiistiir. Hidroliz isleminde % 1.51 (v/v) H2SOs igeren
besiyeri kullanildiginda ise inkiibasyon siiresi sonunda optik yogunlugun 1,76 oldugu

gorilmiistiir.

Denemeler sonunda, % 0.76 (v/v) H2SOas igceren besiyeri kullanildiginda en yiiksek

etanol derisimine ve biyokiitleye ulasildigi belirlenmistir.

4.2 pH’m Etkisi

Bu parametre fermantasyon i¢in maya inokiile edilecek besi ortami pH degerinin
iretilen etanol miktar1 lizerine etkisini incelemek amaciyla c¢alisilmistir.
Fermantasyonun 4. giiniinde, iiretilen etanol miktar1 ve optik yogunlugun pH degerine
gore degisimlerinin sunuldugu sekil 4.3 ve 4.4 incelendiginde hem f{iretilen etanol
miktart hem de optik yogunlugun pH 5 degerinde az da olsa arttigi goriilmektedir.
Besiyeri pH degerinin {retilen etanol miktar1 {izerine etkisi incelendiginde pH 3
degerinde iiretilen etanol miktariin (1,56 g/l) pH degeri 4 oldugunda arttig1 (1,61 g/l)
ve en yiiksek degerine pH 5’de (1,81 g/l) ulastig1 goriilmektedir.

Besiyeri pH degerinin optik yogunluk {izerine etkisini gosteren sekil 4.4’de pH 3, pH 4
ve pH 5 degerlerinde giderek artan bir optik yogunluk (pH 3 i¢in 1,75, pH 4 i¢in 1,83 ve

pH 5 i¢in 2,36) goriilmektedir.

Tez galismasinda bundan sonra yapilan tiim deneylerde, mayanin gelistigi fermantasyon

ortaminin pH’s1 5 olarak ayarlanmistir.
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Sekil 4.3 Besi yeri pH degerinin S. cerevisiae’nin iirettigi etanol derisimi iizerine etkisi
(S: 30°C; 1S: 96 saat KH: 150 rpm)

Etanol g/L
[y

2,5
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£
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0,5
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Sekil 4.4 Besi yeri pH degerinin optik yogunluk iizerine etkisi (S: 30°C; IS: 96 saat KH:
150 rpm)

4.3 Maya inokiilasyon Oram Etkisi

Bu parametrede, fermantasyon ortamina inokiile edilecek maya oraninin iiretilen etanol
miktart lizerindeki etkisi incelenmistir. Denemelerde pH’1 5°e ayarlanmis besiyerlerine

adapte kiiltirden % 10 (v/v), % 20 (v/v) ve % 30 (v/v) olacak sekilde maya inokiile
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edilip dretilen etanol miktar1 ve optik yogunluk iizerine etkileri sirasiyla sekil 4.5 ve

4.6’da verilmistir.

Sekil 4.5 incelendiginde, fermantasyon ortamina % 10 (v/v) olacak sekilde maya
inokiile edildiginde tiretilen etanol miktarmnin 1,08 g/l; % 20 (v/v) olacak sekilde maya
inokille edildiginde firetilen etanol miktarnin 1,80 g/l oldugu goriilmektedir.
Fermantasyon ortamina % 30 (v/v) olacak sekilde maya inokiile edildiginde ise tiretilen
etanol miktar1 1,32 g/l olarak Ol¢iilmiistiir. En yiiksek etanol verimi fermantasyon

ortamina % 20 (v/Vv) olacak sekilde maya inokiile edildiginde elde edilmistir.

1,8
1,6
1,4
1,2

Etanol g/L
[EnY

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

% 10 v/v % 20 v/v % 30 v/v

Sekil 4.5 Maya inokiilasyon oraninin iiretilen etanol miktari iizerine etkisi (S: 30°C;
IS: 24 saat KH: 150 rpm)

Sekil 4.6 ise fermantasyonun birinci giinlindeki optik yogunluk degerlerine isaret
etmektedir. pH’1 5’¢ ayarlanmis besiyeri ortamina % 10 (v/v) olacak sekilde maya
inokiile edildiginde fermantasyon ortaminin birinci giindeki optik yogunlugu 0,90 iken
% 20 (v/v) olacak sekilde maya inokiile edildiginde fermantasyon ortaminin birinci
giindeki optik yogunlugu 2,14 degerine yiikselmistir. Maya % 30 (v/v) olacak sekilde
inokiile edildiginde ise fermantasyon ortammin birinci giindeki optik yogunlugu ise

1,13 degerine diismiistiir.
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Maya inokiilasyon oraninin belirlendigi bu ¢aligma sonunda, en yiiksek etanol verimi ve
biyokiitleye besiyeri ortamma 2 ml hacimce % 20 olacak sekilde maya inokiile

edildiginde ulasildig1 gortilmiistiir.

2,5

1,5

OD 600nm

0,5

% 10 v/v % 20 v/v % 30 v/v

Sekil 4.6 Maya inokiilasyon oraninin optik yogunluk iizerine etkisi (S: 30°C; IS: 24saat
KH: 150 rpm)

4.4 Karbon Kaynag Oram Etkisi

Bu parametrede, hidroliz islemine giren karbon kaynagi oraninin iiretilen etanol miktari
tizerine etkisi incelenmistir. Karbon kaynagi oraninin S. cerevisiae’nin iirettigi etanol
derigimi, kullanilan seker miktar1 ve optik yogunluk iizerine etkileri sirasiyla sekil 4.7,

4.8 ve 4.9°da sunulmustur.

Sekil 4.7°de goriildiigi tizere besiyerinde havug posast % 22.90 (w/v) olacak sekilde
kullanildiginda tiretilen etanol miktar1 1,81 g/l iken besiyerinde havug¢ posasi % 34.35
(w/v) olacak sekilde kullanildiginda firetilen etanol miktar1 2,46 g/l olarak dl¢iilmiistiir.
Besiyerinde havug posasi % 45.80 (w/v) olacak sekilde kullanildiginda ise iiretilen

etanol miktar1 3,55 g/l olarak 6l¢iilmiistiir.

Denemeler sonunda en yiiksek etanol miktari, karbon kaynagi olarak havu¢ posast %

45.80 (w/v) olacak sekilde kullanildiginda elde edilmistir.
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% 22.90 w/v % 34.35 w/v % 45.80 w/v

Sekil 4.7 Karbon kaynagi oraninn iiretilen etanol miktari iizerine etkisi (S: 30°C; IS: 96
saat KH: 150 rpm)

4,5
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3,5

3

2,5

2 -

1,5 1
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Kullanilan Seker g/L

0,5 -

0 .

% 22.90 w/v % 34.35 w/v % 45.80 w/v

Sekil 4.8 Karbon kaynag1 oraninin kullanilan seker miktari iizerine etkisi (S: 30°C; IS:
96 saat KH: 150 rpm)

Sekil 4.8’de verilen kullanilan seker miktarlar1 incelendiginde besiyerinde havug posasi
% 22.90 (w/v) olacak sekilde kullanildiginda kullanilan seker miktar1 2.30 g/l ve havug
posasi % 34.35 (w/v) olacak sekilde kullanildigr durumda kullanilan seker miktari 3.15
o/l olarak saptanmistir. Besiyerinde havug¢ posast % 45.80 (w/v) olacak sekilde
kullanildiginda kullanilan seker miktar1 da artarak 3,91 g/l olmustur.



Sekil 4.9°da verilen optik yogunluk miktarlari incelendiginde, besiyerinde havug posast
% 22.90 (w/v) olacak sekilde kullanildiginda 4. giindeki optik yogunluk 0,89 iken havug
posast % 34.35 (w/v) olacak sekilde kullanildiginda optik yogunluk 1,05 olarak
Olciilmiistiir. Besiyerinde havug posasi % 45.80 (w/v) olacak sekilde kullanildiginda ise

optik yogunlugun 1,32 olarak 6l¢iildiigli goriilmektedir.

1,4

1,2

[

0,8

0,6

OD600nm

0,4

0,2

% 22.90 w/v % 34.35 w/v % 45.80 w/v

Sekil 4.9 Karbon kaynagi oraninm optik yogunluk iizerine etkisi (S: 30°C; IS: 96 saat
KH: 150 rpm)

Tez calismast sonunda asidik hidroliz sonrast pH 5’de denenen en yiiksek havug

posasinda en fazla etanol iiretimine ulasildig1 belirlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Biyoyakaitlar, petrolden elde edilen yakitlarin yerini aldigi i¢cin 6énemlidir. Biyoyakitlarin
cevresel ve ekonomik faydalarimin oldugu bilinmektedir. Diinyadaki tasimacilikta en
genis kullanima sahip biyoyakit ¢esidi biyoetanoldiir. Biyokiitleden biyoetanol iiretimi
ham petrol tiiketimini ve ¢evresel kirlili§i azaltir. Biyoetanoliin gazolin ile harmani
otomobillerde kullanilmakta ve bu durum petrol tiiketimi ile sera gazlari emisyonunu
azaltmaktadir. Biyoetanol farkli hammaddeler kullanilarak iiretilebilmektedir (Balat ve

Balat 2009).

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda hammadde olarak havug posasi kullanilarak ¢evre dostu
bir yakit olan biyoetanol iiretimi arastirilmistir. Bu amagla, biyokiitle olarak kullanilan
havug posasi asidik hidrolize maruz birakilmis ve ardindan elde edilen hidrolizat
Saccharomyces cerevisiae mayasi tarafindan fermantasyona ugratilarak etanol elde

edilmistir.

Calismanin ilk asamasinda hidroliz isleminde kullanilacak asidin tirii ve
konsantrasyonunun iiretilen etanol miktar1 {izerine etkisi arastirilmistir. Hidroliz islemi
lignoseliilozik hammaddeden fermente edilebilir sekerler elde etmek i¢in uygulanir.
Hidroliz islemi ile selilloz ve hemiseliilloz polimerleri monomerlere parcalanir.
Kimyasal hidrolizde agirlikli olarak asitler kullanilir. Siilfiirik asit en ¢ok kullanilan asit
olmakla beraber hidroklorik asit gibi diger asitler de hidrolizde kullanilir (Taherzadeh
ve Karimi 2007).

Kim ve Lee’ye (2002) gore, H2SO4’lin difiizyonu lignoseliilozik biyokiitlenin yapisina
baghdir ve tarimsal atiklarda H2SO4’iin diflizyonu odun atiklarina gore daha yiiksektir.
Hashem ve Darwish (2010) yaptiklar1 ¢alismada biyokiitle olarak patates artigi
kullanmig ve Saccharomyces cerevisiae mayasi kullanarak biyoetanol {iretimi
gerceklestirmiglerdir. Yapilan bu ¢aligmada arastiricilar hidrolizde HCI ve H2SO4’ilin
etkinligini karsilastirmislar ve sonug¢ olarak H2SOs4’tin hidroliz i¢in daha uygun
oldugunu belirleyerek yaptiklar1 diger deneyler boyunca da stlfiirik asidi hidroliz

isleminde kullanmislardir.
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Literatiir bilgileri dikkate alinarak planlanan tez ¢aligmasinda asidik hidroliz igleminde
H2SOs4 ve HCl’nin farkli konsantrasyonlart kullanilmistir. Ardindan fermantasyon
islemi ile etanol tiretimi ger¢eklesmis ve en yiiksek etanol tiretimi % 0.76 (v/v) H2SOa4

kullanildiginda elde edilmistir.

Calismanin ikinci asamasinda fermantasyon i¢in maya inokiile edilecek besiyeri
ortaminin pH degerinin iretilen etanol miktar1 {izerine etkisi incelenmistir.
Saccharomyces cerevisiae mayasmin etanol lretiminin pH 5-5.5 degerlerinde arttig
dolayis1 ile Saccharomyes cerevisiae mayasinin optimum pH araligimin 5- 5.2 oldugu

daha dnce yapilan caligmalarda tespit edilmistir (Wilkins vd. 2007).

Lin vd. (2012) yaptiklari calismada, pH degerinin iiretilen etanol miktari {izerine etkisini
incelerken pH 3, pH 4, pH 5, pH 5.5 ve pH 6 degerlerini besiyerlerinin ilk pH’1 olarak
ayarlamiglar ve ardindan Saccharomyces cerevisiae mayasi kullanarak etanol tretimi
yapmiglardir. Farkli pH degerlerine sahip besi ortamlarinda olusan etanol miktarlar
saptandiginda en yiiksek etanol {iretiminin besi ortami1 pH degeri 5 oldugunda ortaya
ciktig1 gozlenmistir. Yapilan ¢aligmalarda fermantasyon boyunca bakterilerin +H iyonu

salgilamasi nedeniyle ortam pH degerinin azaldig: da bilinmektedir (Lindberg 2009).

Tez calismasinda ii¢ farkli pH degeri kullanilarak hazirlanan besi ortamlarina esit
miktarda maya inokiile edilerek en yliksek etanol miktarinin pH 5 degerinde tretildigi
belirlenmistir. Yapilan calismada pH 5 degerinde iiretilen etanol miktarin1 pH 4
degerinde {iretilen etanol miktar1 ve onu da pH 3 degerinde liretilen etanol miktarinin

takip ettigi goriilmektedir.

Calismanin tiglincii asamasinda fermantasyon ortamina inokiile edilecek olan maya
miktarinin iiretilen etanol miktar1 {izerine etkisi incelenmistir. Aymi icerige sahip ii¢
fermantasyon ortamina % 10 (v/v), % 20 (v/v) ve % 30 (v/v) maya inokiile edilmistir ve

en yiiksek etanol miktari besiyerine % 20 (v/v) maya inokiile edildiginde elde edilmistir.

Togarepi vd. (2012) yaptiklar1 calismada, Saccharomyces cerevisiae mayasini kullanmis
ve meyve posalarindan etanol iiretmislerdir. Arastiricilar fermantasyon parametrelerinin

optimizasyonu i¢in yaptiklari bu ¢calismada maya inokiilasyon oranini giderek artirirken
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tiretilen etanol miktariin da arttigini gézlemlemisler. Ancak belirli bir noktadan sonra
besiyeri miktarinin sabit olmasi nedeniyle maya miktarini artirsalar bile etanol

miktarinin artmadigini gézlemlemislerdir.

Al-Judaibi (2011) tarafindan yapilan ¢alismada ise pancar melasi karbon kaynagi olarak
kullanilarak Saccharomyces cerevisiae mayasi ile etanol tiretimi gergeklestirilmistir.
Aragstirict ¢alismasinda maya inokiilasyon oraninin iiretilen etanol miktarina etkisini
incelemis ve maya inokiilasyon orani arttik¢a iiretilen etanol miktarinin lineer olarak
artt1g1 buna karsilik basit seker miktarinin lineer bir bicimde azaldigini tespit etmistir.
Bununla birlikte arastirict belirli bir maya inokiilasyon miktarinin tizerinde ekim

yaptiginda iiretilen etanol miktarinin azaldigini da tespit etmistir.

Maya inokiilasyon orani ile ilgili bir diger ¢alismay1 ise Agbogbo vd. (2007) yapmustir.
Aragtiricilar ¢aligmalarinda sabit bir ksiloz konsantrasyonu belirlemisler ve Pichia
stipitis mayasmin farkli inokiilasyon oranlarinin bu sabit ksiloz konsantrasyonunu
kullanim miktarin1 saptamiglardir. Arastiricilar disiik Pichia stipitis inokiilasyonunda
hiicre biiyiimesinin yiiksek oldugunu saptamislardir. Buna karsin yiiksek Pichia stipitis
inokiilasyonunda ise hiicre biiylimesinin degil etanol {iretiminin ve ksiloz tiikketiminin
yiiksek oldugunu belirlemislerdir. Arastiricilar bunun sebebinin yiiksek inokiilasyon
oraninda hiicrelerin ksilozu biliylimek icin degil etanol iiretmek i¢in kullanmasindan

kaynaklandigini sdylemektedir.

Calismanin son asamasinda hidroliz edilecek karbon kaynagi oraninin iiretilen etanol
miktar1 lizerine etkisi incelenmistir. Bu nedenle hidroliz islemi i¢in % 22.90 (w/v), %
34.35 (w/v) ve % 45.80 (w/v) havug posasi kullanilmis ve tretilen en yiiksek etanol
degerinin % 45.80 (w/v) havug posasi kullanildiginda elde edildigi saptanmustir.

Hong ve Yoon (2011) yaptiklar1 ¢alismada, yiyecek artiklarini kullanarak etanol tiretimi
gerceklestirmiglerdir.  Arastiricilar  ¢alismada fermantasyon i¢in  Saccharomyces
cerevisiae mayasi kullanmiglar ve karbon kaynagi oraninin {iretilen etanol miktari
tizerine etkisini incelemislerdir. Caligma sonunda baslangigtaki karbon kaynagi miktari

arttik¢a liretilen etanol miktarinda da artis oldugunu saptamislardir.
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Karbon kaynagi oraninin iiretilen etanol miktar1 {izerine etkisini inceleyen bir bagka
calismada ise Almarsdottir vd. (2011) Thermoanaerobacterium AK17 bakterisini
kullanarak etanol iiretmislerdir. Calismada baglangi¢ karbon kaynagi olarak glikoz
kullanilmistir. Arastiricilar glikoz miktarini belirli bir seviyeye kadar artirdiklarinda
tiretilen etanol miktarinin arttifini gézlemlemislerdir. Buna karsin glikoz miktarindaki
artisin belirli bir seviyeden sonra iiretilen etanol miktarinda diisiise neden oldugunu
tespit etmislerdir. Bu diisiisiin sebebini ise kapali sistemlerde asir1 baslangi¢ karbon
kaynaginin organik asitlerin birikimine neden olmasi ve bunun sonucunda da ortam pH

degerinin diismesi olarak saptamislardir.

Karbon kaynaginin iiretilen etanol miktar1 lizerine etkisini inceleyen bir baska ¢aligmada
ise biyokiitle olarak patates atigi kullanmilmistir (Afifi vd. 2011). Calismada
Saccharomyces cerevisiae kullanilarak patates atigindan etanol iiretiminde karbon
kaynagi oraninin etkisi incelenmistir. Arastiricilar patates atiginin miktarini artirdikca
tiretilen etanol miktarmin arttifin1 ancak belirli bir patates atig1 miktarinin tizerinde,
iretilen etanol miktarinin diismeye basladigini saptamislardir. Bu diisiisiin asir1 karbon

kaynaginin maya hiicreleri iizerindeki inhibitor etkisi olabilecegini de belirtmislerdir.

Tez c¢alismasmin sonucunda, havu¢ posast kullanilarak biyoetanol {iiretiminde
maksimum verimin alinmasi i¢in gerekli parametreler ve bu parametrelere ait optimum
degerler tespit edilmistir. Denemelerde en yiiksek etanol miktarina, % 45.80 (w/v)
havug posasinin % 0.76 (v/v) H2SOs ile hidroliziyle hazirlanan, pH’s1 5 olan besiyerinde
ve baglangi¢ inokiilasyon orani olarak % 20 (v/v) maya kullanildiginda ulasildig:

bulunmustur.
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