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OZET

TEZIN BASLIGI : Tutuklanmis Maya Hiicreleri
(Saccharomyces cerevisiae) Kullanilarak Siirekli Sistemde

Etanol Uretimi

YAZAR ADI : Pinar KARAGOZ

Biyoetanol, gliniimiizde petrole alternatif olarak kullanilan bir yakit olmakla
birlikte yenilenebilir enerji kaynagi olmasi sebebiyle de biiyiikk onem tasimaktadir.
Biyoetanol iiretimi ve kullanimi agisindan diger Avrupa devletlerine kiyasla geride
olan iilkemiz i¢in bu konuda yapilan ve yapilacak olan calismalar biiyilk 6nem

tasimaktadir.

Bu tez c¢alismasinda Saccharomyces cerevisiae ATCC 26602 maya
hiicrelerinin etanol iiretimi incelenmistir. Ik olarak besiyeri bilesenlerinin ve fiziksel
kosullarin etanol iiretimine olan etkisi kesikli kiiltirde aragtinlmistir. Yapilan
deneyler sonucunda besiyerindeki maya 0ziitii konsantrasyonunun etanol iiretimi igin
onemli oldugu ve en uygun konsantrasyonun 5 g/L oldugu tespit edilmistir. Ayrica
yilksek metal konsantrasyonlarinin etanol iiretimine olumsuz etki yaptigi
goriilmiistiir. Sicakli@in etanol iiretimi iizerinde fazla etkili olmadigi, ancak 37 °C’de

diger sicakliklara kiyasla tiretimin daha yiiksek oldugu gosterilmistir.

Caligmanin ikinci asamasinda S. cerevisiae hiicreleri i¢ faz emiilsiyonu
yiiksek bir polimer olan polyHIPE polimer iizerine tutuklanmis ve siirekli sistemde
etanol iiretimi takip edilmistir. Besiyerindeki farkli glukoz konsantrasyonlarinin
sistemin performansina olan etkileri incelenmistir. 6,7-250 g/L. araliginda glukoz
konsantrasyonuna sahip besiyerleri 1 ml/dk akis hiziyla ve 50 g/L glukoz igeren
besiyeri 1, 2, 3, 6, 9, 12 ml/dk akis hizlartyla calisilmistir. Farkli konsantrasyonlarda

glukoz iceren besiyerlerinin sabit akig hizi ile sisteme verildigi deneyler sonucunda



50 g/L glukoz igeren besiyeri 1 mL/dk hizla gecirildiginde reaktoriin en yiiksek
verimlilikte calistigi gdzlenmistir. Besiyerindeki glukoz konsantrasyonu 150 g/L’yi
gectiginde sistemde substurat inhibisyonu goriilmiistir. En yiiksek etanol
tiretkenligine (929 g/giin) 50 g/L glukoz iceren besiyeri 6 ml/dk akis hiz1 ile
sistemden gecirildiginde ulasilmistir. Reaktor igerisindeki kuru hiicre agirligr destek
materyalin grami basina iki gram olarak hesaplanmistir. Tarayic1 Elektron
Mikroskobu ile yapilan incelemeler polyHIPE polimer matrisinin maya hiicrelerinin
immobilizasyonu i¢in son derece kullanisli oldugunu ve hiicrelerin polimerin

yalnizca yiizeyine tutundugunu gostermistir.

Calismanin iiclincii agsamasinda ise seliilolitik anaerobik bir mikroorganizma
olan Clostridium thermocellum bakterisinin seliilozu kullanim1 sonucu ortaya ¢ikan
glukozun tutuklanmis maya hiicreleri tarafindan kullamimi ve etanol {retimi
incelenmistir. C. thermocellum kiiltiir sivisiyla gergeklestirilen deneylerde bu sivinin
S. cerevisiae’nin etanol iiretimi i¢i kullamilabilir nitelikte oldugu goriillmiistiir.
Yaklasik 7 g/ glukoz igceren C. thermocellum kiiltiirii ile reaktoriin beslenmesi
sonucunda glukozun % 19 oraninda etanole doniistiigii goriilmiistiir. Kiiltiir stvisinda
metabolik artiklar ve besin yetersizligi olabilecegi diisiiniilerek %75 oraninda taze
besiyeri ilavesi yapilmig ve siirekli sistemde etanol iiretiminin % 83 oraninda artigi

goriilmiistiir.
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SUMMARY

TITLE OF THE THESIS: Ethanol Production by Using
Immobilized Yeast Cells (Saccharomyces cerevisiae) in

Continuous System

AUTHOR : Pinar KARAGOZ

Being renewable and clean energy source, bioethanol is an important fuel
which can be used as an alternative to petroleum. Studies on bioethanol production
has great importance in Turkey because our country is not as competitive as other

European countries in bioethanol production and use.

In this study, bioethanol production by Saccharomyces cerevisiae ATCC
26602 strain was investigated. First, effect of media components and physical
parameters on ethanol production by this strain were studied. Yeast extract was
found to be effective nutrient on ethanol production. The most suitable yeast extract
concentration was determined to be 5 g/L in the medium for increased ethanol
production. High metal concentrations in the medium caused a decrease in the
amount of ethanol. It was also shown that ethanol production at 37 °C was higher as
compared to those obtained at other incubation temperatures. Nonetheless, the effect

of incubation temperature on production was not so remarkable.

In the second part of thesis, S. cerevisiae cells were immobilized on
polyHIPE polymer, which has high internal phase emulsion, and ethanol production
in continuous packed-bed reactor was monitored at various glucose concentration in
the feed medium. A large initial concentration range of glucose between 6,7-250 g/L
was studied at 1 mL/min and 50 g/L glucose gave the maximum efficiency. Substrate
inhibition was observed when glucose concentration in feed medium was higher than
150 g/L. 50 g/L. glucose containing medium was fed into the reactor at flow rates of

1,2,3,6,9, 12 ml/min. Ethanol productivity reached its highest value (929 g/d) at
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the flow rate of 6 ml/min. The dried weight of the cells was found to be ca. two g for
per gram of cell supporting material. Scanning electron microscope photographs
showed that the polyHIPE polymer can successfully be used for yeast cell
immobilization. A very homogenous thick layer of yeast cells were seen from the
scanning electron micrographs only on the surface of the polymer giving rise to less

diffusion limitations.

In the last part of the thesis, glucose accumulated at the end of cellulose
degradation was used as substrate for immobilized S. cerevisiae cells in batch and
packed-bed reactor. Cellulose was degraded in Clostridium thermocellum culture
and about 7 g/L glucose accumulated at the end of this degradation process. It was
observed that the culture was found to be usable by S. cerevisiae. 19% of glucose in
C. thermocellum culture was converted to ethanol by yeast cells. It was thought that
presence of some metabolic by products and nutrient limitation in C. thermocellum
culture might cause limited utilization of glucose. Ethanol production increased by

83% when the culture mixed with 75% fresh medium was fed into the reactor.
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santimetre

: Giris glukoz konsantrasyonun

Cikis glukoz konsantrasyonu

dakika

: desimetre kiip

: Glukoz kullanim verimi

Etanol tiretim verimi

: gram

Maksimum spesifik substurat pargalama hizi

: kilogram

Yar1 hiz sabiti

: Substurat inhibisyon sabiti
. Litre
: Molar

: mili litre

mikro metre

milimetre civa

: mili mol
: nano metre

: Etanol Konsantrasyonu

Uretilen etanoliin biyomassa orani

: Etanol tiretkenligi

Debi

: Dakikada devir sayis1

. Substurat parcalama hizi
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. Bekleme siiresi
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1. GIRIS

Hizli niifus artig1, sanayilesme, insan ihtiyaclarinin artmasi ve cesitlilik
kazanmasi ihtiya¢ duyulan enerji miktarim1 giin gectikge arttirmaktadir. Artan enerji
ihtiyacina karsilik siirekli azalmakta ve tilkenmekte olan petrol, dogalgaz gibi sinirl
rezerve sahip yakitlar, diinya iilkeleri sinirlart igerisine esit olarak dagilmadigindan
giin gectikce daha biiyiik boyutlu sorunlar yaratmaktadir. Olusumu uzun zaman almig
olan fosil kaynaklarin tiikketimi bu kaynaklarin azalmasina ve fiyatlarimin artmasina
sebep olmustur. Gilinlimiizde insan ihtiyaglarinin artmasi1 ve bu ihtiyaglarin
farklilagsmas1 nedeniyle enerji ihtiyaci da artis gostermistir. Azalmis olan fosil
kaynaklar1 artik insanoglunu yenilenemeyen petrol kaynaklar1 yerine yenilenebilir
enerji arayislarina itmistir. Fosil yakitlarin ¢ikarimi, hazirlanmasi ve yakilmasi
sonucunda ortaya c¢ikan cevresel sorunlarin gormezden gelinemeyecek diizeye

ulagmasi bu arayisin en énemli sebeplerinden biridir.

Yenilenebilir ve temiz enerji elde etmek icin yapilan calismalar sonucunda
‘temiz enerji’ olarak adlandirilan giines, riizgar, dalga enerjisi ve hidrolik enerji
bulunmustur. Bu kaynaklarin yam sira biyokiitleden elde edilen ve ‘yesil yakitlar’
olarak bilinen biyodizel, biyogaz ve biyoetanol gibi enerji kaynaklar tespit
edilmistir. Yesil yakit olarak adlandirilan bu biyoyakitlarin  kullaniminin
yayginlagmas1 trafikten kaynaklanan hava kirliligin 6nemli Olgiide azalmasina

katkida bulunacaktir.

Yesil enerji kaynaklarindan biri olan biyoetanol, genellikle seker pancari,
misir, bugday gibi tarimsal iiriinlerden elde edilen; cevre dostu ve oktan sayisi
yiiksek bir biyoyakittir. Benzine katilmasiyla oktan sayisimi arttirir ve hidrokarbon,
CO emisyonlarin1 azaltarak sera etkisini azaltic1 6zellik kazandirir. Ayrica etanol,

cesitli kimyasal maddelerin tiretiminde hammadde olarak da kullanilmaktadir.

Biyoetanol, en basit ifadesiyle, sekerin fermentasyonu sonucunda elde edilen
bir triindiir. Giiniimiizde daha cok misir ve seker pancari kullanilarak iiretimi

yapilmaktadir. Yakin gelecekte bu maddelerin temininde sinirlamalar



olabileceginden lignoseliilozik biyokiitle etanoliin gelecekteki tedarigi i¢in cekici bir
besin stogu olarak goriilmektedir [Gray et al, 2006]. Lignoseliilozik maddelerden
etanol iiretimi i¢in pek ¢ok On aritma ve pargalama teknikleri gelistirilmis olmakla
beraber, kullanilan her bir yontemin maliyeti arttirici etkisi s6z konusudur. Bu
nedenle maliyeti diisiik ve etkili olan 6n aritma ve pargalama prosesleri arayislar
devam etmektedir. Bu arayislardan biri de fermentatif mikroorganizma kullanimidir.
Biyoetanol iiretiminde en c¢ok kullamilan mikroorganizmalardan biri olan
Saccharomyces cerevisiae, Ozelliklerinin ¢ok iyi bilinmesi, bu amacla uzun yillardir
kullanilmasi ve insana zararli etkisinin bulunmamasi nedeniyle giiniimiiz

calismalarinda oldukga sik rastlanan bir tiirdiir.

Brezilya ve Amerika Birlesik Devletleri biyoetanol iiretiminde diinya iilkeleri
arasinda en basta gelmektedir. Bu iki iilkede de E85 olarak isimlendirilen, %85
etanol, %15 petrol igeren yakit ile calisan araclarin kullanimi oldukg¢a yaygindir.
Biyoetanol iiretimi ve tasitlarda yakit olarak kullanimi gilinlimiizde Avrupa
ilkelerinde de hizla yaygimlasmaktadir. Ne yazik ki iilkemiz biyoetanol liretimi ve
kullanim acisindan Avrupa iilkelerinin oldukga gerisinde kalmustir. Ulkemiz, genis
ve verimli tarim alanlarina, misir ve bugday iiretiminin yillardir yapilmakta olmasi
nedeniyle bu alanda yetismis c¢iftci kapasitesine sahip olmasi bakimindan aslinda
biyoetanol iiretimi i¢cin oldukca avantajli bir konumdadir. Ancak bu alanda yapilan
arastirma ve caligmalarin yetersizligi, gerekli ilgi ve destegi bulamamasi nedeniyle

biyoetanol iiretimi ve kullanimi bakimindan oldukc¢a geri kalmistir.

Bu tez caligmasinda maya hiicreleri tarafindan gerceklestirilen etanol
tiretiminin artinlmas1 ve seliillozun pargalanmasi sonucu olusan glukozun

kullanilmast suretiyle besiyeri maliyetinin diisiiriilmesi hedeflenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Biyoetanol

Etanol en basit ifadesiyle, basta maya olmak iizere mikroorganizmalar
tarafindan sekerin fermentasyonu sonucunda olusan, kiymetli bir iriindiir.
Biyoetanoliin fiziksel ozellikleri Cizelge 2.1°de Ozetlenmistir. 1815°te Gay-lIussac

tarafindan bulunan etanoliin olugma reaksiyonu asagida gosterilmistir:
Ce¢H1206 2 2 CoHsOH + 2 CO, (2.1)

Bu reaksiyon formiililne goére 100 gram glukozdan 51,142 gram etanol
olusmaktadir. Bu teorik verim olarak da adlandirilabilir. Ancak yapilan pek cok
calismada mikroorganizma tiirii, ortam sartlari, karbon kaynaginin bilesimi gibi pek

¢ok unsurun etanol iiretim verimi iizerinde etkili oldugu goriilmiistiir [Avci, 2004].

Cizelge 2.1. Biyoetanoliin fiziksel 6zelikleri [Acaroglu ve ark., 2004]

Ozgiil Agirlik 0,79 kg/dm’

Buhar Basinci (38 °C) | 50 mmHg

Kaynama Sicakligi 78,5 °C

Dielektrik Katsayis1 | 24,3

Suda Coziinme 00

Sekerin  mikroorganizma  tarafindan  kullanilip  etanol iiriiniine
doniistiiriilmesinde farkli metabolik yollar izlenmektedir. Kullanilan ii¢ farkli
metabolik yol Sekil 2.1°de gosterilmistir. Etanol iiretimi icin giiniimiizde en c¢ok
kullanilan mikroorganizma, bir maya tiirii olan S. cerevisiae’ dir. Mayalar glukozu
parcalamak i¢in fruktoz-di fosfat yolunu kullanirlar ve bu yol sonucunda bir molekiil

glukozdan iki molekiil etanol olustururlar [Wiegel, 1980].



Glukoz
a..-J b‘l‘-. -NH%"h,_g
» | T
2 piriivat 2 piriivat 2 gliseraldehut 3 fosfat
i : i
! : i
Y Y Y
2 etanol + 2 CO, 2 etanol + 2 CO, etanol + laktik asit + CO,
veya
2 laktik asit
veya

2 asetik asit + 2 formik asit

Sekil 2.1. Mikroorganizmalar tarafindan etanol olusumunda izlenen yollar: (a)
mayalar, bircok mezofilik ve termofilik bakterilerde kullanilan FDP (Fruktoz di
fosfat) izyolu; (b) Zymomonas ve Pseudomonas’larda kullanilan KDPG

(ketodeoksifosfoglukanasit) izyolu; (c) Heterofermentatif izyolu [Wiegel, 1980].

FDP izyolunu izleyen bir¢ok mikroorganizmada ve biitiin heterofermentatif
laktik asit bakterilerinde asetik asitin yaninda bir miktar laktik asit de olusmaktadir.
Heterofermentatif laktik asit bakterilerinin, glukozu parcalamak icin degisik bir
izyolu izledigi (Sekil 2.1.(c)), bunlarda ksiliiloz-5-fosfat tizerinden, gliseraldehit-3-
fosfat ve asetil fosfat olustugu; asetil fosfatin, once asetil-CoA’ ya, daha sonrada
etanole doniistiiriildiigii belirlenmistir [Wiegel, 1980 ]. Sekil 2.1.(a) ve (b)’de goriilen
piriivatin etanole doniisiim izyolu ve islev goren enzimler Sekil 2.2’de detayli bir

sekilde gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Piriivatin etanole doniisiimiindeki enzimatik basamaklar: (1) Piriivat
dekarboksilaz, (2) Alkol dehidrogenaz, (3a) piriivat-format liyaz, (3b) Format
hidrojen-liyaz reaksiyonu, (4) Piriivat-ferrodoksin oksidorediiktaz, (5) Asetaldehit
dehidrogenaz, (6) Fosfotransasetilaz, (7) Asetat kinaz. CoASH.

Etanol iireticisi mikroorganizmalarin, izyoluna ve olusan etanol miktarina
bagl olarak enerji verimleri arasinda da 6nemli farkliliklarin bulundugu saptanmaistir:
Mayalar, 1 mol glikozdan 2 mol etanol olusturmakta ve 2 ATP kazanmaktadirlar;
Zymomonas’ lar KDPG yolu ile 1 ATP, heterofermentatif laktik asit bakterileri ise
eger asetil-CoA’nin tamamim etanole doniistiiriirlerse, 1 ATP olusturmaktadirlar.
FDP yolunu izleyen bakterilerin ¢ogu, 2 ATP’ yi bu izyolundan, ayrica asetil fosfat
yoluyla asetik asit olusumundan da 1 ATP olmak {iizere toplam 3 ATP
kazanmaktadirlar [Avci, 2004].



2.2. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae ¢ok eski zamanlardan beri ekmek ve bira
yapiminda kullanilan bir mayadir. Tomurcuklanarak ¢cogalan, yuvarlak bi¢cimli, hiicre
caplar1 yaklastk 5-10 um olan okaryotik bir mikroorganizmadir.  Okaryotik
mikroorganizmalar arasinda cok fazla calisilmis bir canhdir. Okaryotik canlilarin
hiicre fizyolojisi ve genetik bilgilerine ait calismalarda son derece onemli bir rol
oynamistir. Endiistride yaygin olarak kullanildigindan giiniimiizde halen 6nemini
siirdiirmektedir. S. cerevisiae glukozu parcalamak icin fruktoz-di fosfat yolunu

kullanirlar ve bu yol sonucunda bir molekiil glukozdan iki molekiil etanol iiretirler.

Sekil 2.3. Saccharomyces cerevisiae’nin Tarayici Elektron Mikroskobunda elde

edilmis goriintiisii [http://www.bath.ac.uk/bio-sci/wheals2.gif]

Giiniimiizde yaklasik 600 maya tiirii bilinmektedir. Genellikle mayanin alkol
endiistrisinde tiremesi ve fermentasyonu kesikli veya yarn kesikli olarak
calisilmaktadir. Kesikli sistemde maya degisik yasam evrelerinden gecer. Hiicrenin
tim bu yasamsal evreleri gecirebilmesi icin enerjiye, dolayisiyla besin maddesi ve
bir son elektron alicisina ihtiyaci vardir. Cogu mikroorganizma icin son elektron
alicis1 oksijendir. Hiicre icinde oksijen alimi bir difiizyon mekanizmasini takip eder.
Diisiik oksijen konsantrasyonlari altinda oksijen alim hiz1 besiyerindeki oksijen

konsantrasyonuyla sinirlanir. Oksijen konsantrasyonundaki artigla hiz bir maksimum



degere erigir. Bu kritik oksijen konsantrasyonu 22 pmol/L olarak belirlenmistir.
Yalnizca cok yiiksek oksijen konsantrasyonlarinda solunum inhibe olur ve oksijen
alim hiz1 diiser. Substurat miktar1 ve substurat tiirii de son derece 6nemlidir. Bir
mayanin spesifik bir substurat karsisindaki davranisi, yalnizca DNA daki genetik
bilgiye degil ayn1 zamanda cevresel kosullara da baglidir. Onemli parametreler

besiyerinin nitel ve nicel bilesimi, sicaklik ve ¢coziinmiis oksijen erisilebilirligidir.
2.3. Diinyada Biyoetanol Kullanim ve Uretimi

2.3.1. Biyoetanoliin Tercih Edilme Sebepleri

Biyoetanole duyulan ilgi enerji sektoriindeki c¢esitli endiselerden ve
biyoetanol kullanmanin potansiyel faydalarindan kaynaklanmaktadir. Bu ilginin

nedenleri sdyle siralanabilir [Bulut, 2006]:
» {thal edilen petrole bagimlilig1 azaltmak,
* Fosil kaynakli olmayan yakatlar iiretebilmek,

* Cevre ile ilgili sorunlara ¢oziim olusturabilmek, hava kirliligini ve sera

etkisi yapan gaz emisyonlarin1 azaltmak,

* Yakitlarda tutugsmadan sikistirilabilme derecesini ifade eden oktan sayisini

yiikseltmek ve dolayisi ile motordan daha iyi verim alabilmek,

* Yurtici tarimsal iiriinlere olan talebi arttirmak ve boylelikle kirsal alandaki

istihdami saglamak.

Son 30 yil boyunca biyoetanole duyulan ilgilinin nedenleri degiskenlik
gostermistir. 1970’lerdeki petrol krizi enerji giivenligi konusunu giindeme getirmis,
biyoetanol arastirma ve gelistirme c¢alismalarm bir¢ok iilkede hizlandirmistir.

1980’lerde ise diisen petrol fiyatlar1 nedeni ile enerji giivenligi endisesi nispeten



azalmistir. 1990’larin  bagindan itibaren yerel, kiiresel ve cevresel endiseler

biyoetanol calismalarinin itici giicii olmustur [Bulut, 2006].
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Sekil 2.4. Tarihsel siirecte biyoetanol kullanmim tiirleri [Berg, 2004].

Yukanidaki sekilden de anlasilacag: iizere giin gegtikce etanoliin yakit olarak
kullanimi artmistir. Gelecek 15 yil i¢inde diinya ara¢ sayisimin iki katina ¢ikacagi
tahmin edilmektedir. Diinyada arac¢ sayisinin gittikce artmasi, her gecen giin trafik
sorunuyla kars1 karsiya kalan sehirlere bir yenisinin daha eklenmesi nedeniyle bir
tasit akaryakiti olarak biyoetanol ihtiyact artmakta ve yenilenebilir ve ucuz bir enerji

kaynag olarak biiyiik 6nem kazanmaktadir.

2.3.2. Diinya, Avrupa ve Tiirkiye’de Biyoetanol Uretimi

Glinlimiizde Biyoetanoliin diinyadaki toplam {iretimi 21 milyar m3/y11
civarindadir. Brezilya yaklagik 13 milyar litre/yil seker kamisindan biyoetanoliin
yillik iiretimi ve 12,4 milyar litre/yil ile lider iilkedir. Amerika misirdan biyoetanol
tireten (5,5 milyar litre/y1l) genis kapasiteli iiretim tesisleri ile diinyada 2. iilkedir

[Acaroglu ve ark., 2004]. Amerika Birlesik Devletleri Enerji Politikas1 Hareketleri



2005 yilinda petrol endiistrisinin, 2012 yilina kadar benzine karigtirilacak 7,5 milyar
ton yenilenebilir yakita ihtiyaci oldugunu aciklamistir [Gray, 2006].

Atmosferde fosil yakitlarin kullanilmasi yiiziinden CO, ve 1s1y1 tutan diger
gazlarin miktarindaki artig, atmosferin 1sisinin yiikselmesine sebep olmaktadir. Bu da
kiiresel 1sinma olarak ifade edilir. Bu durumun, buzullarin erimesi ve okyanuslarin
yiikselmesi gibi ciddi sonuclar doguracak iklim degismelerine yol agmasindan endise

edilmektedir [http://www.cevreorman.gov.tr/hava_02.html].

Avrupa Komisyonu mevcut yenilenebilir enerji kullammmini iki katina
cikararak sera etkisini azaltmak amacl olarak bir program gelistirmistir. Bilindigi
gibi sera etkisinde en Onemli gazlardan biri olan karbondioksitin atmosfere
saliniminda en Onemli etkenlerden biri de tasimaciliktir. Bu nedenle Avrupa
Komisyonu'nun sera etkisini azaltmaya yonelik hedeflerinden biri de tasimacilikta
kullanilan yenilenebilir enerji kaynaklarina agirhik vermek ve kullanimlarini

arttirmaktir.

Biyoetanol gibi temiz enerji kaynaklarinin kullanim1 hava kirliligi seviyesi ve
karbondioksit emisyonlarin1 azaltilabilir. Bu nedenle biyoetanol hava kalitesi
acisindan oldukca 6nemli bir yere sahiptir. Ayrica biyoetanol, temelini giines 15181nin
olusturdugu yenilenebilir bir enerji kaynagi olmasi nedeniyle de son derece de

onemlidir.

2003 yilinda Avrupa Komisyonu biyoyakitlarin ve tasima sektoriinde
kullanilan diger yenilenebilir enerji kaynaklarinin kullaniminin artirilmasina yonelik
bir talimat yaymlamistir. Bu talimat geregince Avrupa Birligi icerisinde yakitlardaki
biyoyakit oraninin Aralik 2010 itibar ile %5,75 olmas1 hedeflenmektedir. Bu hedef
bir zorunluluk degildir fakat hiikiimetlerin bu hedefi gerceklestirmek icin plan
gelistirmekleri gerekmektedir [Schmitz et al, 2005].

Biyoetanol iiretiminde Avrupa lideri olan Fransa’da hiikiimet, ulusal capta

biyoyakit liretimi i¢in yapilacak yatirimlart tesvik etmek amaci ile olusturulan ve
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finansal kolayliklar igeren biyoyakit {iretim programini desteklemektedir [Bulut,

2006].
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Sekil 2.5. Avrupa Birligi’nde biyoyakit kullaniminin gelisimi [Caglar, 2006].

Biyoetanol ihtiva eden kursunsuz benzinler yillardir kullanilmakta olmasina
ragmen, bu durum Tiirkiye icin olduk¢a yenidir. Avrupa Birligi uyum siireci
icerisinde alinan 6nemli kararlardan biri de petrole %5 oraninda biyoetanol ilave
edilmesidir. Kursunsuz benzin igerisinde %?2 oraninda biyoetanol ihtiva eden yakat,

“BioBenzin” markasi altinda Petrol Ofisi tarafindan iiretilip satilmaya baslanmistir.

Yerli tarim {irlinlerinden iiretilen biyoetanoliin kursunsuz benzine %?2
oraninda ilave edilmesiyle Tiirkiye yillik yaklagik 25 milyon $ doviz tasarrufu
saglayabilmektedir[(http://www?2.dunyagazetesi.com.tr/news_display.asp?upsale_id=

229807].
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2.4. Biyokiitleden Etanol Uretim Prosesleri

Ana bilesenleri karbonhidrat bilesikleri olan bitkisel ve hayvansal kokenli
tilm maddeler biyokiitle, bu kaynaklardan iiretilen enerji ise biyokiitle enerjisi olarak

tanimlanmaktadir.

Biyokiitle, diinya genelinde agirlikli ortalama alindiginda %65 seliiloz, %17
hemiseliiloz, %17 lignin ve %1 karbonhidrat, yag ve protein icermektedir [Erdin ve
ark., 2002]. Biyokiitle dogrudan yakit olarak kullanilarak veya cesitli islemlerle yakit
kalitesi arttirilip, mevcut yakitlara esdeger ozelliklerde alternatif biyoyakitlar elde
edilerek enerji teknolojisinde degerlendirilmektedir (Sekil 2.6). Biyoyakitlar
icerisinde yer alan biyoetanol hizla yayginlagsmaktadir, bunun en onemli sebepleri
ekonomik olarak benzin yakit1 ile degerlendirilebilmesi ve cevreye olumsuz etkisinin

daha az olmasidir.

Endiistriyel tiriinler

Gazifikasyon

ol

3
Anaerobik
parcalanma

Yamma

Fermantasyon

Tasit yakitlar

Sekil 2.6. Biyokiitlenin enerji iiretiminde kullanimi [Siirdiiriilebilir Biyoyakit

Sertifikasyon Toplantis1 28 Kasim 2006- Lozan, Isvicre]
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Etanol iiretimi, daha onceki boliimlerde de anlatildigi gibi oldukca eskiye
dayanmaktadir. Uretim prosesleri kullanilan hammaddeye ve elde edilecek etanoliin
hangi amagla kullanilacagina gore farklilik gostermekte ancak temel bazi ortak

ozellikler de tasimaktadir.

Biyoetanol cesitli kaynaklardan elde edilebilen bir akaryakittir. Tahillar,
tohumlar, seker mahsulleri ve diger nisasta kaynaklar biyoetanol iiretmek igin
kolaylikla fermente edilebilirler. Uretilen etanol tamamen veya benzine belli
oranlarda kanstirilarak kullamilabilir. Agaclari, ¢esitli otlari, evsel atiklar1 da icine
alan seliilozik malzemeler alkole doniistiiriilebilme potansiyeline sahiptir. Fakat bu
yontem seker ve nisasta iceren tarim iiriinlerinin islenmesi yontemine gore daha
karmagiktir. Bu alandaki teknikler siirekli gelistirilmektedir. Endiistriyel tiretimde
etanol, petrol iiriinii olan etilenin hidrasyonu (bir su molekiilii katilmasi1) ile veya

asetaldehidin indirgenmesi ile sentetik olarak elde edilebilir [Bulut, 2006].

Diinya iizerindeki biyoetanol iiretiminin %95’inden fazlasi tarimsal iiriinlerin
islenmesi ile elde edilmektedir [Tsai et al, 2007]. Cesitli bitki tiirlerinin hektar basina

diisen biyoetanol verimi Cizelge 2.2’de gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Cesitli bitki tiirleri icin biyoyakit verimi [Erdin ve ark., 2002].

Bitki Tiirii Biyoyakit Verimi
L biyoetanol/hektar
Seker pancart | 6 000
Patates 5000
Topinambur | 5 000
Misir 2 300
Bugday 2 000
Hardal otu 1350

Biyokiitleden etanol elde etmek icin pek cok yontem gelistirilmistir.
Biyokiitleden etanol iiretimi prosesinin en Onemli asamalarindan biri kuskusuz

hidroliz asamasidir. Hidroliz, en basit ifadesiyle, birbirine baghh olan biiyiik
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sekerlerin parcalanarak kiiciik sekerlere doniigsmesi islemidir. Hidroliz asamasi ile

ilgili pek cok arastirma yapilmis ve bu alanda pek ¢ok yontem gelistirilmistir. Bunlar

temel olarak asit hidrolizi, seyreltik asit hidrolizi ve enzimatik hidrolizdir.

Yaklagik 60 yildan beri etanol iiretiminde kullanilan ilk ydntem asit hidrolizi

yontemidir. Ancak gelisen teknolojiyle beraber yukarida siralanan yontemler etanol

tiretiminde kullanilmaya baslamistir. Etanol iiretiminin tarihsel gelisimi Sekil 2.7de

gosterilmektedir. 1950 lerde enzim kullanilmazken bugiin etanol enzim hidrolizinden

sonra tek bir proses ile iiretilebilmektedir.

Asit Hidroliz Glukozdan > Hemiseli.iloz 1950
Etanole Sekeri
]'Enz.im. Enzim Glukozdan Hemiseliilloz L, 1970
Uretimi Hidroliz Etanole Sekeri
Enzim Uretimi Enzim Hidroliz Hemiseliiloz 1980
Glukozdan Etanole Sekerden Etanole
Enzim Uretimi Enzim Hidroliz > Bugiin

Glukozdan Etanole
Hemiseliiloz Sekerden Etanole

Enzim Uretimi
Enzim Hidroliz

Glukozdan Etanole
Hemiseliiloz Sekerden Etanole

Yarin

v

Sekil 2.7. Etanol iiretim prosesinde zamana bagl degisimler [Imrag, 2006]

Kullanilan hammaddenin 6zelligine gore giiniimiizde pek ¢ok etanol iiretim

etanol {iretim prosesleridir.

prosesi gelistirilmistir. Bunlardan en yaygin kullanilanlar seker pancari ve misirdan
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2.4.1. Seker Pancarindan Etanol Uretimi

2.4.1.1. Temizleme ve Ogiitme Asamasi

Prosese baslarken seker pancarlarinin temizlenmesi gerekmektedir. Bu islem
esnasinda seker pancarlan yiizey alanlarimin genisletilmesi igin presleme islemine

tabi tutulurlar.

2.4.1.2. Fermentasyon

Ekstrakte olan seker surubu maya hiicreleriyle fermente edilir. Bunun yam
sira bazi bakteri ve mantar tiirleri de sekeri etanole fermente edebilirler. Alkol
verimi, fermentasyon hizi ve fermentasyon iiriinlerinin kompozisyonlari

fermentasyon i¢in kullanilacak mikroorganizmaya gore degisim gosterir.

2.4.1.3. Distilasyon / Rektifikasyon (ileri Distilasyon) / Saflastirma

Fermentasyon prosesinden sonra olusan piire icerisindeki alkol
konsantrasyonu ¢esitli yontemlerle arttirilir. ilk asama olarak alkol konsantrasyonu
distilasyon prosesinin ardindan %35 degerine varir. Aritma prosesinin ardindan alkol
konsantrasyonu %96 degerine ulasir. Atmosferik kosullar altinda alkol
konsantrasyonu arttirmak miimkiin degildir ¢iinkii, bu kosullar altinda alkol ve su bir
azeotrof formu kazanirlar. Ileri purifikasyon icin distilasyon giriskenleri (benzen,
hekzan veya gazolin/benzen karisimi) kullanilir. Son adim olarak distilasyon

giriskenleri saf etanolden ayrilmalidir [http://www.isi.thg.de].

Ana iiriin olan etanoliin yan1 sira bu islem esnasinda maya hiicreleri pek ¢ok
yan {iriin olusturur. Distilasyondan ¢ikan diger iiriinler, iiretilen etanoliin hacminin 9-
14 katina varir. Cikis liriinii fermentasyon ara iiriinii olan gliserin ve fuzel yaglar

olarak bilinen diger yan iiriinleri igerir.
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Cikis iirlinii ve prosesin ilk asamalarinda olusan pancar hamuru hayvan yemi

olarak, biyogaz {nitelerinde besleme stogu olarak yada bir biyogaz tesisinde

fermentasyon sonrasi bir yakim yakiti veya giibre olarak kullanilabilir.

Seker Pancari

A 4

Temizleme, Oglitme

|

Ham Seker Surubunun Ekstraksiyonu Pancar Hamuru
Su Buhari
Ham Seker Surubu
Ham Seker Surubunun Pastérizasyonu
Seker Surubu
Maya suyu Y N
Fermantasyon Yatagi
Pire
A 4
Distilasyon, Aritma Fuzel yaglar

A 4

Saflastirma

A 4

Saf Alkol

Azeotrofik alkol

Sekil 2.8. Seker pancarindan biyoetanol iiretim prosesi [http://www.isi.fhg.de]
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2.4.2. Misirdan Etanol Uretimi

Masir, nisasta, seker, yag, fiber, protein ve kiil icerir. Misirin iceriginin %70-
75’ini nisasta ve seker olusturur. Bunlar igerisinde nigasta en biiyiik paya sahiptir.
Tohum veya misir 6ziiniin yag: yaklasik % 4-5, fiber ise % 3-4 liik kismini olusturur.
Fiber klasik teknolojiler ile etanole doniistiiriilemeyen seliilozik karbonhidratlar
icerir. Kiil kalan kismin %2 sini olusturur, ve misir icerisindeki nem varligi
genellikle yaklasik %15 civarindadir. Nisasta molekiilleri  pek ¢ok glukoz
molekiillerinin bir araya gelmesiyle olusmustur. Bu yiizden nisastali maddeler nisasta
molekiillerinin basit glukoz molekiillerine parcalanmasinin ardindan fermente
edilebilir. Biyoetanol iiretimi i¢in diinya genelinde yogun olarak kullanilan nisastal
maddeler ornek olarak patates, tathi patates, tapyoka, tahildir. Nigastali maddeler
nigsastanin su ile reaksiyonu sonrasi fermente olabilen sekerlere doniigsmesi
sonucunda kullanilabilirler. Bu isleme sekerleme (sekere doOniistiirme=

saccharification) islemi denir [http://www.isi.thg.de].

Misirdan etanol iiretimi i¢in iki temel metot bulunmaktadir. Bunlar kuru
ogiitme ve 1slak oOgiitme yontemleridir. Kuru o6giitme islemi her yil 50 milyon
galondan daha az etanol iireten fabrikalarda kullanilirken yas 6giitme islemi normal
olarak, senede birka¢ yiiz milyon galon etanol iireten tesislerde kullanilir. Uretim

yontemi semasi Sekil 2.9’da gosterilmistir [imrag, 2006].
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Sekil 2.9. Misirdan yas 6giitme yontemiyle etanol iiretimi [imrag, 2006].

2.5. Biyoetanol

Arayislar:

Uretiminde

Ucuz

Karbon Kaynag

Cesitli lignoseliiloz esashi bitkisel ve odunsu artik ve atiklar yakilmak ve

atilmak suretiyle cevre kirliligine sebep olmaktadirlar [Zadrazil, 1978]. Artik ve

atiklarin cevreye zarar vermeyecek sekilde degerlendirilerek, dogaya yeniden

kazandirilmasi, bir taraftan kit kaynaklarin optimum degerlendirilmesi, diger taraftan

da cevre kirliliginin 6nlenmesi bakimindan kaginilmaz bir zorunluluk halini almigtir

[Baysal ve ark., 1993].

Biyokiitle kullanilarak etanol elde edilmesi atiklarin degerlendirilmesinin yani

sira etanol iiretim miktari ve iiretim maliyetini de azaltacaktir. Biyokiitle, seliiloz,

hemi-seliiloz ve ligninden meydana gelmektedir. Hem seliilloz hem de hemi-seliiloz,

uygun bir 0n aritma ve hidroliz isleminden sonra etanole fermente edilebilir [Reith et

al, 2002]. Yakin gecmiste hayata gecirilmis ¢aligmalar, biyoteknolojik yeniliklerle
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biyokiitlenin etanole doniistiiriilmesini daha ekonomik bir hale getirmistir. Seliilozik
maddeleri parcalayan enzimlere seliilaz adi verilir. Bu enzim mantarlarda, termit
sindirim sisteminde bulunan mikroorganizmalarda bolca bulunur. Biyoteknolojik
araclar etanol iiretimi icin kullamigh ve etkin seliilazlarin tanimlanmasinda ve
tiretilmesinde son derece Onemlidir. Biyoteknolojik gelisime paralel olarak
lignoseliilozik kaynaklarin etanol iiretiminde basarili bir sekilde kullanimi
gerceklesmistir. Misir fiberi gibi ekonomik lignoseliilloz kaynagindan biyoetanol
tiretimi pek cok arastirmacinin dikkatini ¢ekmistir [Pimentel and Padzek, 2005;

Rumbold et al, 2003; Saha and Bothast, 1998; Schell et al, 2003].

Lignoseliillozun biyoetanol iiretiminde kullanimini inceleyen Hollanda’da
yapilmis bir ¢alismada, bu amacla kullanilabilir lignoseliilozik biyokiitle miktarinin
12 milyon ton kuru kiitle/y1l oldugu rapor edilmis ve bunun karsiliginda elde
edilebilecek etanol miktar1 2,5 milyon ton/yil olarak hesaplanmistir [Reith et al,

2002].

Lignoseliillozik kaynaklardan biyoetanol iiretim prosesi Sekil 2.10°da
gosterilmistir. Sekilde de goriildiigii gibi oncelikle biyokiitle bir 6n aritma isleminden
gecirilmektedir. Aritma isleminden sonra bes karbonlu sekerlerden ayrilan seliiloz
polimerleri alt1 karbonlu sekerlere hidrolize edilmektedir. Fermentasyon prosesi ile
bes ve alt1 karbonlu sekerlerden etanol iiretilmekte fermente edilemeyen lignin ise

tesiste enerji tiretimi i¢in yakilmaktadir.
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Sekil 2.10. Lignoseliilozik kaynaklardan biyoetanol iiretim prosesi [Reith et al, 2002]

Kagit giinliik yasantimizin i¢inde dnemli yeri olan ve her gecen giin kendine
yeni kullanim alanlar1 bulan bir maddedir. Kiiltiiriin, bilimin gelisimine paralel
olarak gelismekte olan kagit endiistrisi bugiin olduk¢a 6nemli ekonomik giice
sahiptir. Kagidin hammaddesi odundur ve kagit iiretim prosesi boyunca seliilloz ve
benzeri maddeleri iceren atiklar olugmaktadir. Olusan bu atiklarin giderilmesi bu
endiistri icin ayr1 bir maliyet gerektirir. Kullamilmis kagit artiklari, kagit iiretim ve
kagit hamuru hazirlanilmasi proseslerinde olusan atiklar cesitli islemlerden
gecirildikten sonra ekonomik degere sahip iiriinler elde edilebilir. Bu degerli

tirinlerden biri de etanoldur.

Yapilan caligmalar [Fan et al, 2003] kagit atiklarinin ve kagit camurunun
birlestirilmis bir sekerlestirme ve fermentasyon iinitesi ile etanole basarili bir sekilde
doniistiiriilebilecegini gostermistir. Bu calismalarda bir birini takip eden enzim

icerikli sekerlestirme ve fermentasyon islemleri gerceklestirilmektedir.
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2.6. Immobilizasyon ve Biyoetanol Uretiminde immobilize

Sistemler

2.6.1. Askida ve immobilize Sistemler

Diger iiretim proseslerinin pek ¢ogunda oldugu gibi etanol iiretiminde askida,
karistirmali ve immobilize reaktorler kullanilmaktadir. Segilecek reaktor siirekli ya
da kesikli ¢alistinlabilmektedir. Son yillarda yapilan arastirmalar immobilize hiicre
reaktorleri kullaniminin etanol iiretimi igin son  derece elverisli oldugunu
gostermektedir. Ucuz ve yenilenebilir substratlardan yiiksek etanol verimi almak ve
tiretim isleminde enerji ihtiyacim1 diisiirmek alkolik fermentasyon g¢aligmalarinda
tizerinde durulan Onemli iki konudur. Bu amaca ulasabilmek ic¢in siirekli kiiltiir,
tutuklanmis hiicreler ve hiicrelerin tekrar kullanimi gibi islemler gelistirilip
kullanilmigtir. Tutuklanmis hiicrelerin kullanilmasi genellikle katalizor aktivitesini
iyilestiren bir islemdir. Bir matrise tutturulduklarinda normal bir siispanse kiiltiirde
oldugundan daha yogun bir hiicre konsantrasyonuna ulagsmak miimkiindiir. Canh
hiicre miktarinin artirtlmasi reaktoriin verimini artiran bir etmendir. Literatiirde bu
sistemlerde etanol tiretimi ile ilgili pek ¢ok arastirma mevcuttur [Glazzo and Bailey,
1990; Tyagi et al, 1992; Nolan et al, 1994; Rocca et al, 1996; Nigam, 2000; Sheoran
et al, 1998; Najafpour et al, 2004].

Yapilan pek cok calismayla enzimlerin bazi davranislarinin, dayaniklilik
ozelliklerinin immobilizasyon ile degistigi saptanmistir. Hiicre ve hiicrenin bazi
bilesenlerinin immobilize edilmesi calismalar1 gerek mikrobiyoloji gerekse
biyoteknoloji alaninda ¢okca rastlanmaktadir. Enzim immobilizasyon tekniklerinin
degisik modifikasyonlar1 hiicrelerin immobilizasyonu i¢in de kullaniimaktadir.

Temelde iki ayr1 metot vardir. Bunlar bir destek {izerine ekleme ve tutuklamadr.

Immobilize hiicrelerle gerceklestirilen deneylerde sekerlerin etanole
fermentasyonu sirasinda en ¢ok karsilagilan sorun substurat ve iiriin inhibisyonudur.

1983 yilindan giiniimiize yapilan calismalarda yiiksek seker konsantrasyonlarinda
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substurat ve {irlin inhibisyonuna rastlandigi gozlenmistir. Siirekli sistemlerde
substurat siddeti, reaktor igerisine verilen besiyerinin akis hizinin ayarlanmasiyla

kontrol altina alinabilir.

2.6.2. Hiicre Immobilizasyonu

Dogal cevrelerinde tutuklanmis hiicreler oldukca etkin iirerlerken, yapay
sekilde tutuklananlarin iireme hizlar1 diisiiktiir. Immobilize enzimlerin endiistriyel
alanlarda bagarili uygulamalar1 raporlandiktan sonra diinya capinda pek c¢ok
aragtirma grubu, mevcut mikrobiyal fermentasyon proseslerine alternatif olarak tiim-
hiicre immobilizasyonu ile ilgilenmislerdir. Cesitli immobilizasyon metotlar1 ve ¢ok

sayida tasiyict materyal calisilmistir [Ramakrishna et al, 1999].

Hiicre immobilizasyon prosesi biyoreakor dizaynina ilgiyi baslatmis, degisik
biyoreaktor konfigiirasyonlarinda immobilize hiicre kullanimi basarili sonuglar
vermistir. Immobilize hiicre fizyolojisi ve noninvazif 6lciim teknikleri iizerine
yapilan caligmalar, immobilize kosullar altinda mikroorganizma metabolizmasinin

anlasilmasi iizerine oldukga etkili olmustur.

Mikroorganizma kullanan endiistriyel bitoteknoloji proseslerinde, genellikle
proses boyunca fermentasyon besiyeri i¢indeki hiicrelerin kullanimi temel alinir.
Klasik fermentasyonlar diigiik yogunluk, besin kisitlamalar1 ve kesikli mod gibi
problemler igerir. Yapilan ¢aligmalar, mikroorganizmal hiicre yogunlugunun yiiksek
hacimsel iiretkenliklere ulasmada birincil O6neme sahip oldugunu gostermistir
[Ramakrishna et al, 1999]. Serbest (askida) hiicrelerle siirekli sistemde fermentasyon
gerceklesirken reaktor cikisinda siirekli olarak hiicre kaybi olur. Bu nedenle
reaktordeki hiicre konsantrasyonunu sabit tutmak igin geri dongii miktari, spesifik
tireme ve seyreltme hizi gibi parametreler son derecede kritik Oneme sahiptir.
Immobilize reaktorler kullanilarak serbest hiicrelerle yapilan ¢alismalarda ortaya

cikan giicliiklerin ortadan kaldirilmas1 veya azaltilmasi hedeflenmistir.
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Hiicrelerin immobilizasyonu, hiicrelerin yada bir parcalarinin substurat, iiriin,
inhibitoér gibi maddelerin transferine olanak saglayan farkli bir kat1 faza eklenmesi
olayidir; ancak bu durum ayni zamanda katalitik hiicre biyokiitlesini substurat ve
iiriin iceren s1v1 fazdan ayirir. Immobilizasyon islemi genellikle aljinat, agaroz gibi
yilksek molekiiler hidrofilik polimerik jeller kullanilarak gergeklestirilir
[Ramakrishna et al, 1999].

Immobilize hiicreler kullanilarak gerceklestirilen prosesler hiicre yogunlugu gibi
sebeplerle oldukga iiretkendir. Prosesin immobilize hiicreler ile isletililebilirligine
karar verirken maliyet, atik transferi kisitlamalari, spesifik son {iriinlere

uygulanabilirligi gibi pek ¢ok parametre 6nemle incelenmelidir.

Immobilize hiicre kullaniminin belli bash avantajlar1 asagidaki gibi siralanabilir
[Asenjo and Merchuk, 1995]:
1. Cok agamal1 bir enzim reaksiyonuna uygulanmas1 miimkiindiir,
. Immobilizasyonda enzim aktivite verimliligi yiiksektir,

. Islevsel kararlilik genellikle yiiksektir,

2
3
4. Enzim ekstraksiyonu ve/veya saflagtirmasi icin islevler gerekli degildir,
5. Yiiksek hiicre yogunlugu saglanabilir,

6. Hiicre yogunlugu ve enzim aktivitesi uzun siireli islev saglayabilir,

7. Uriinler, immobilize hiicrelerden kolaylikla yeniden elde edilebilir,

8. Immobilize hiicrelerin, mikrobiyal kontaminasyona daha az duyarli oldugu

goriiliir.

Immobilize hiicrelerin yukarida sayilan avantajlari yaninda belli bash
dezavantajlart da mevcuttur. Bunlar da asagidaki gibi siralanabilir [Asenjo and

Merchuk, 1995]:

1. Cesitli enzimler tarafindan istenmeyen kose reaksiyonlar katalizlenebilir,
2. Tasiyicidan olabilecek sizintilar kontaminasyona neden olabilir,

3. Hiicre membran1 boyunca substurat ve iiriin gegirgenligi sinirlanabilir.
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Bu sakincalara ragmen immobilize hiicre sistemleri cekici Ozellikleri ve

potansiyelleri nedeniyle genis bir kullanim alanina sahiptirler.

2.6.2.1. Hiicre immobilizasyonu Metotlar1 ve Biyoetanol Uretimi

Hiicrelerin boyut ve 6zellikleri birbirlerinden oldukga farkli oldugundan hiicre
immobilizasyon metotlar1 enzim immobilizasyonundan farkliliklar gosterir. Hiicreler
belli bir matrise adsopsiyon, kovalent baglama, capraz baglama ve hapsetme
yontemleri ile immobilize edilirler. Adsopsiyon metodunda hiicreler destek
materyaline elektrostatik etkilesim ile; kovalent baglama metodunda bir baglayici
ajan varhiginda kovalent bag olusturarak; c¢apraz baglamada glutaraldehit,
toluendiizosiyenat gibi tek veya cok fonksiyonlu ajanlar kullanilarak; hapsetme
metodunda ise agar, aljinat, seliiloz ve tiirevleri, kolojen, jelatin, poliakrilamid,
polyester, polistren ve politiretan gibi matrisler i¢ine hapsedilerek tutunurlar. Bunun
yani sira kiitle transferinin iyilestirilmesiyle besinlerin hiicrelere ulagsmasini ve {iriin
alimim1 daha etkin hale getirmek amaciyla immobilizasyon destek matrisi degisik

geometrilerde hazirlanabilir [Asenjo and Merchuk, 1995].

Glinlimiizde pek c¢ok arastirmacinin ilgisini ¢eken konulardan biri olan
biyoetanol iiretiminde immobilize edilmis maya hiicreleri kullamimi oldukg¢a sik
rastlanan bir yontemdir. Bu amagla maya hiicreleri farkli materyaller iizerinde
adsorplanmis, jel icerisinde tutuklanmis veya cesitli capraz baglama calismalari
gelistirilmistir. Bu yontemlerle yapilan deneysel calismalar, pek cogu laboratuar
Olcekli olarak uygulansa da, sonucunda elde edilen veriler son derecede umut vaat
edicidir. Yapilan caligmalar sonucunda en ¢ok rastlanan problemlerden biri siirekli
sistem c¢aligmalarinda asirt miktarda iiretilen CO,’in alkol fermentasyonu iizerinde
olumsuz ekti yapmasidir. Bu olumsuzlugu gidermek icin pek ¢cok calisma yapilmistir.
CO; ‘in olumsuz etkisini giderme metotlarindan en ¢ok rastlanan ve en uygulanabilir
olan metot kuskusuz basingsiz reaktor kullanimidir. CO;,’in sistemden uzaklastirildigi

gaz styirmali diizenekler de gelistirilmistir.
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Bu calismada kullanilan polyHIPE polimer matrisi daha Once bakteri
immobilizasyonu amach kullanilmig, 120 giin boyunca ger¢eklestiren calisma
sonucunda polimerin %90 poroziteye sahip olmasina ragmen kiitle transferi
sinirlamalarindan  dolayr hiicreler polimer parcalarinin yiizeyinde birikmistir.
PolyHIPE polimer ¢ok giiclii hidrofobik yapiya sahiptir. Bu nedenle immobilizasyon
hiicre ve biyomateryal arasindaki hidrofobik interaksiyona dayanir [Erhan et al,

2004].

2.6.2. immobilize Hiicreler icin Reaktor Tipleri

Immobilize hiicreler kullanilarak hazirlanacak reaktor tipinin belirlenmesinde
pek c¢ok faktoriin 6nemi vardir. Bu faktorlerden bazilarina kiitle transferi
kosullarinin, oksijen kazaniminin ve gaz uzaklastirmanin dogasi ornek olarak
verilebilir. Uygulanacak immobilizasyon metodu, partikiil boyutu diger Onemli
faktorleri olusturur. En cok uygulama alanina sahip reaktor tiirleri ve bunlarin

siniflandirilmast Sekil 2.11°de gosterilmistir.

h
T

> O O
O 1 ®d O O
0 95d > / %00
O Immobilize hiicre Immobilize hiicre OO O 8 OO
r) partikiilleri partikiilleri O
(A) (B) (©)

Sekil 2.11. En ¢ok kullanilan immobilize hiicre reaktorii tipleri : (A) karistirmali tank
reaktorleri; (B) sabit yatak reaktorleri; (C) akiskan yatak reaktorleri [Asenjo and
Merchuk, 1995].
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Dolgulu yatak reaktorlerinde substurat sabit bir hareketle immobilize
hiicrelerin bulundugu yatak icerisinden gecer. Bu tip reaktorler isletilme kolayligi ve
yiiksek reaksiyon hizi gibi avantajlara sahiptir. Reaktor igerisine doldurulan partikiil
katalistler, kati-s1v1 temasi i¢in yiiksek spesifik yiizey alanina sahiptirler [Asenjo and
Merchuk,1995]. Bu tip reaktorlerde iyi bir karisim, 1s1 ve kiitle transferi gerektigi

durumlarda geri doniisiimlii bir sistem dizayn edilebilir.

Dolgulu yatak reaktorleri bir cok calismada kullanmilmistir. Kalsiyum aljinat
yatak iizerinde immobilize edilmis S. cerevisiae hiicreleri kullamilarak siirekli
sistemde etanol iiretimi [Linko and Linko, 1981], poliakrilamide immobilize edilmis
E. coli hiicreleri kullanilarak fumarik asitin aspartik asite doniistiiriilmesi [Chibata et

al, 1974] gibi calismalar bunlara 6rnek verilebilir.

Bu tez calismasinda yukarida sematik olarak gosterilmis olan reaktor
tiplerinden dolgulu sabit yatak reaktorii kullanilmistir S. cerevisiae ATCC 26602
susu polyHIPE polimer matrise tutuklanmis ve farkli glukoz konsantrasyonlarinda
etanol iiretim kapasitesi incelenmistir. Oncelikle kesikli kiiltiirlerde besiyeri bilesen
konsantrasyonlar1 ve farkli fiziksel parametrelerin etanol iiretimine olan etkileri
calisiimistir. Tez ¢alismasinin son boliimiinde hazirlanmis olan dolgu yatakli reaktor
seliilozun mikrobiyal par¢alanmasi sonucu ortaya c¢ikan glukozdan etanol iiretimi igin

kullanilmuastir.
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3. MATERYAL

3.1. Kullanilan Mikroorganizmalar

Tez calismasinda etanol iiretimi i¢in kullanilan Saccharomyces cerevisiae
ATCC 26602 susu ve selillozun parcalanmasi isleminde kullanilan Clostridium
thermocellum ATCC 27405 susu  Amerikan Tip Kiiltir Koleksiyonu’ndan

(American Typ Culture Collection) temin edilmistir.

3.2. Besiyerleri

S. cerevisiae’nin etanol iiretimi Uizerinde dort fakli besiyerinin etkisi
incelenmistir. Bunlar tamimlanmis icerige sahip RM [Tsoi et al, 1987], ZZ [Zhishang
and Zhang, 2004], CA besiyerleri [Sonderegger et al, 2004] ve zengin bir besiyerleri
olan YM [Limtong et al, 2002] besiyeridir. Besiyerlerinin icerikleri EK-1’de

verilmistir.

3.3. Reaktoriin ve Polimerin Hazirlanmisi

Deneysel ¢alismalarda kullanilan ve Sekil 3.1°de gosterilen reaktor, paslanmaz
celikten yapilmis, i¢c ¢ap1 5 cm ve duvar et kalinligit 3 mm olup 9,2 cm su siitunu
yiiksekligine ve toplam 180 ml hacme sahiptir. Reaktor igerisine konulan polimer
Unsal (2003) tarafindan tarif edildigi sekilde hazirlanmistir. Polimeri hazirlamak igin
5,6 ml stiren, 2,6 ml divinil benzen ve 1,8 ml span80 50 ml’lik falkon tiip icerisinde
karistirllmis daha sonra 40 ml %1,25 potasyum peroksi disiilfat eklenip hizli bir
sekilde 5 dk elde calkalanmustir. 60 °C’lik etiivde 5 dk dik bir sekilde bekletildikten
sonra 3 dk hizli bir sekilde ¢alkalanip karistirilarak tekrar etiive yerlestirilmistir. Bu
islem iki kez tekrarlandiktan sonra polimer etiivde 24 saat bekletilmeye alinmistir. 24
saat sonunda katilasan polimer falkon tiipiinden dikkatlice ¢ikarildiktan sonra yine

aym sicakliktaki etiivde kurumaya birakilmustir. Iyice kuruyan polimer daha sonra el
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ile kiigiik parcalara ayrilmis ve bu parcalar elekten gecirilmistir. Boyutu 4-8 mes
(3,2-6,3 mm) araligindaki tanecikler reaktdorde hiicre tutuklamak icin
kullanilmislardir. Polimer %90 poroz yapiya sahiptir. Reaktdrde kullanilacak
polimerlerden 7,9 g tartildiktan sonra reaktér bu malzemeyle doldurulmus ve
polimerlerin {izerine cam yiinii konularak reaktor kapagi kapatilmistir. Steriliasyon
icin reaktor ve kullanilacak hortum gibi malzemeler, aliiminyum folyo ile sarilip 121

°C’de 15 dk otoklavlanarak steril edilmistir.

havalandirma

Immobilize Hiicre Reaktorii

Besiyeri

Pompa

Uriin

Sekil 3.1. Immobilize hiicre reaktérii diizenegi

3.4. Maya Oziitii Hazirlanmasi

Laboratuarda maya oziitii hazirlamak icin RM besiyerinde biiyiitlen S.
cerevisiea hiicreleri 6500 rpm’de 5 dk ¢oktiiriilmiistiir. Dipte kalan hiicreler saf su ile

iki kez yikandiktan sonra etiivde kurutularak maya 6ziitii elde edilmistir.
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4. YONTEM

4.1. Kesikli Sistemde Mikroorganizmalarin EKimi

Kesikli olarak yiiriitiilen calismalarda steril calisma ortami saglamak, farkli
mikroorganizmalar ile kontaminasyonu onlemek amaciyla besiyerleri 121 °C’de 15
dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Numune alma, ekim yapma islemleri
sirasinda steril enjektor, tip, Oze kullamlmis ve kontaminasyonu engellemek

amaciyla ates yaninda caligilmistir.

Kesikli sistem deneylerinin baslatilmasi igin S. cerevisiae hiicreleri icerigi
EK-1’de verilen YM Kkati besiyeri iizerinde 30 °C’de 3 giin iiretilmis ve iireyen
hiicrelerden 6ze ucunu dolduracak kadar hiicre alinarak steril saf su igerisinde
¢Oziilmistiir. Hazirlanan bu hiicre ¢ozeltisinden 5 ml alinarak 50 ml besiyerine ekim

yapilmistir.

C. thermocellum hiicreleri anaerobik sartlarda (kabin atmosferi % 85 nitrojen,
% 10 CO; ve % 5 hidrojen icermektedir) hazirlanmig 100 ml lik serum siseleri i¢inde
bulunan 50 ml RM besiyerinde 55 °C’ de iiretilmistir. C. thermocellum tarafindan
selillozun pargalanmasi sonucu olusan glukozlarin S. cerevisiae tarafindan
kullanimin1 ve etanol iiretimini takip etmek amaciyla bu kiiltire maya hiicreleri

yukarida anlatildig1 gibi ekilmistir.

4.2. Uremenin Takibi

S. cerevisiae Kiiltiiriinde hiicre miktarindaki zamana bagh artis UV-VIS
Spektrofotometre  (GBC-Cintra-20) ile olgiilmiistiir. Ureme egrileri hiicre
kiltiirlerinin 600 nm dalga boyunda verdigi absorbans degeri kullanilarak

olusturulmustur.
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4.3. Glukoz ve Etanol Konsantrasyonunun Olciilmesi

Dolgu yatakli reaktorde S. cerevisiae tarafindan iiretilen etanol ve kullanilan
glukoz konsantrasyonunun Olgiilmesi i¢gin HPLC (High Pressure Liquid
Chromotography) (Esence System, Lab Alliance) cihazi kullanilmistir. HPLC
cihazina numune verilmeden 6nce 1 ml numune 0.45 pum goézenek genisligine sahip
filtreden siiziilmiistiir. Siiziilen numune 45 °C de calisan kolon firim1 icine
yerlestirilmis 8 wm polimer IEXH form seker kolonu ve 45 °C de calisan refraktif
indeks dedektorii kullanilarak analiz edilmistir. Mobil faz olarak 9 mM siilfiirik asit
¢ozeltisi kullanilmistir. Akis hizi 1 ml/dk olarak ayarlanmigtir. HPLC analizinde 8
g/l glukoz ve 8 g/L etanol standartlarmma ait sinyallerin pikleri Sekil 4.1°de

gosterilmistir.

_________________

__________________

Zaman (dk)

Sekil 4.1. HPLC analizinde glukoz ve etanole ait sinyal pikleri
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Kesikli sistemde etanol {iretiminin optimizasyonuna iliskin deneylerde
iretilen etanol miktart Near Infrared (NIR) cihazi (MPA, Bruker) kullanilarak
Olctilmiistiir. Calismalar sirasinda alman 1’er ml lik numuneler 6000 rpm de
coOktiiriildiikten sonra iist sivi kismu alinarak NIR tiiplerine konulmus ve cihazda
Olctim gerceklestirilmistir. NIR ile yapilan Olciimlerin dogrulugunun tespiti igin
numunelerden bazilar1 ve standart olarak hazirlanmis etanol konsantrasyonu bilinen
numuneler HPLC cihazi kullanilarak da 6lciilmiis ve her iki cihazdan alinan sonuglar
kiyaslanmigtir. NIR cihazindan alinan sonuglar 6zellikle 5 g/ etanol
konsantrasyonunun {izerindeki degerlerde HPLC cihazindan alinan sonuglar ile
tutarlilik gostermistir. NIR cihazi HPLC kadar hassas olmamakla birlikte ekonomik
ve hizli bir cihazdir. Bu nedenle numune miktar1 fazla oldugunda tercih edilen bir

cihazdir.

4.4. Siirekli Reaktorde S. cerevisiae Hiicrelerinin

Tutuklanmasi

Siirekli reaktor calismasinda maya hiicrelerinin polimere tutuklanmasi igin
hiicreler oncelikle pH degeri 7 olan sivi YM besiyerinde iiretilmislerdir. 100 g/L
glukoz iceren 1 L YM besiyerinde 3 giin siireyle oda sicaklifinda ve c¢alkalanmadan
tiretilen maya hiicreleri peristaltik pompa (Masterflex, Cole-Palmer) araciligiyla 15
ml/dk akis hiz1 ile reaktore verilmistir. Daha sonra sisteme 24 saat boyunca 20 g/L
glukoz iceren pH degeri 7 olan sivi YM besiyeri ve ardindan pH degeri 1,2 M steril
HCI ile 5,5’e ayarlanmis sivi RM besiyeri 1 ml/dk debi ile gecirilerek reaktor
icerisindeki hiicrelerin iiremeleri saglanmistir. Deneysel calismalar esnasinda reaktor
icerisinde herhangi bir kontaminasyon riski olusmamasi amaciyla besiyerine

tetrasiklin antibiyotigi konsantrasyonu 5 mg/L olacak sekilde eklenmistir.
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4.5. Hiicre Tutuklamah Reaktor Calismalarinda Kullanilan

Esitlikler

Kinetik hesaplamalarda kullanilan esitlikler Cizelge 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Kinetik hesaplamalarda kullanilan esitlikler

Sembol

Kullanilan Formiil

Tanimi

sabit 81,315

biyomas (mikroorganizma)
konsantrasyonu (g/L)

sabit 101,5

Bosluk hacmi (ml)

Debi (ml/dk)

v
Q

Hidrolik bekleme siiresi
(giin)

Girig glukoz
konsantrasyonu (g/L)

Cikis glukoz
konsantrasyonu (g/L)

Cikas tirtin (etanol)
konsantrasyonu (g/L)

E (%)

Proses glukoz kullanim
verimi (%)

rsu

Substurat parcalanma hizi
(g/L.giin)

Ep (%)

Proses etanol iiretim verimi
(%)

Pf

Etanol tiretkenligi (g/giin)

Reaktor etkinligi (%)

100x P
051xC,,

Deneysel etanol
konsantrasyonunun teorik
etanol konsantrasyonuna

(g/g)

P/M

oxP
VxX

Uretilen etanoliin biyomasa
orani (g/g.giin)

Maksimum spesifik
substurat parcalama hizi

(g/g .giin)

Maksimum reaksiyon hizi
(g glukoz/L dk)
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Cizelge 4.1. Devam
V= V.S Yar1 hiz sabiti (g/L)
Km[l ; Sj vs
K s
V.S Substurat inhibisyon sabiti
V= S (e/L)
K, |1+—|[+S
K K,

4.6. Reaktordeki Kuru Hiicre Agirhginin Tespiti

Fermentasyon sonrasinda reaktor igerisindeki polimer iizerine immobilize
olmus maya hiicreleri kurutulmus ve tartilmistir. Reaktore baslangicta konulan
polimerin agirligi, toplam kuru agirhiktan c¢ikarllarak kuru hiicre agirhigi

hesaplanmustir.

4.7. PolyHIPE Polimere Tutuklanmms Maya Hiicrelerinin
Tarayici (Scanning) Elektron Mikroskobu ile

Goriintillenmesi

Reaktor igerisinden alinan polimer 6rnekleri %4 gluteraldehit soliisyonunda 4
°C’de mikroskobik tayinin yapilacagi giine kadar saklanmistir. Goriintii 6ncesinde
hiicrelerin tutunmus oldugu polimer parcalari kiiciik bir parca 1slak pamuk ile birlikte
petri kutusuna yerlestirilmis ve hiicrelerin kurumasimi onlemek amaciyla dort giin
boyunca pamuk islatilmistir. Dort giin sonunda nemli ortamda kuruyan polimer
parcalar1 Sabanci1 Universitesi Miihendislik ve Doga Bilimleri Boliimii’nde bulunan

Tarayici Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilarak goriintiilenmistir.
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5. BULGULAR

5.1. S. cerevisiae ile Etanol Uretimi icin Uygun Besiyerinin

Belirlenmesi

Tez calismas1 boyunca kullanilacak en uygun besiyerinin se¢ilmesi amaciyla S.
cerevisiae hiicrelerinin dort farkli besiyerinde iireme ve etanol iiretimi takip
edilmistir. Icerikleri Cizelge 5.1’de kiyaslanmis olan RM, YM, CA ve ZZ
besiyerlerinin pH lar1 5.5°e ayarlandiktan sonra S. cerevisiae hiicreleri ekilmis ve 30
°C’de 150 rpm’de iiretilmistir. Besiyerleri iki farkli glukoz konsantrasyonu
kullanilarak hazirlanmis ve S. cerevisiae’nin bu besiyerlerinde iiremesi ve etanol

tiretimi takip edilmistir

Sekil 5.1 A, S. cerevisiae’nin 20 g/L. glukoz igeren dort farkli besiyerindeki
tireme egrilerini gostermektedir. En yiiksek hiicre konsantrasyonuna ZZ besiyerinde
ulagilmistir. Sekil 5.1 B’ de goriildiigii gibi bu besiyeri etanol iiretimi acisindan da
diger besiyerlerine kiyasla daha verimlidir. RM besiyerinde ise etanol {iretimi
fermentasyonun ilk giiniinde 5,8 g/L olarak ol¢iilmiistiir. Glukoz konsantrasyonu 100
g/L ye cikarildiginda (Sekil 5.2) ise iireme ve etanol iiretiminin zengin bir besiyeri

olan YM besiyerinde maksimum seviyelere ulastig1 goriilmiistiir.



Cizelge 5.1. S. cerevisiae i¢in kullanilan dort farkli besiyeri ve igerikleri

Bilesenler Besiyerlerinde Bulunan Konsantrasyonlari
(g/L
RM 77 CA YM

Ure 2 10
KH,PO4 2 2
KoHPO4 3
MgCl,.6H,0O 0,2
MgS0,4.7H,0 1
CaCl,.2H,0 0,05
FeSO,4.7H,0O 0,0025
Glukoz 20 20 20 20
Maya Oziitii 5 10 3
YNB 1.6
Amonyum siilfat 5
Sitrik asit 20
Malt oziitii 3
Pepton 5
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Sekil 5.1. 20 g/L glukoz iceren besiyerlerinde S. cerevisiae’nin iiremesi (A) ve etanol

iretimi (B)
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Sekil 5.2. 100 g/L. glukoz iceren besiyerlerinde S. cerevisiae’nin tiremesi (A) ve

etanol iiretimi (B)

En yiiksek iireme hiz1 ve etanol iiretimi YM besiyerinde gerceklesmistir. Ancak
bu besiyeri zengin bir besiyeridir ve ekonomik degildir. 100 g/L. glukoz igceren RM

besiyerinde etanol iiretiminin oldukca yiiksek oldugu gozlenmistir (Sekil 5.2 B).
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Besiyerleri 20 g/L glukoz konsantrasyonuna sahip olduklarinda ise ZZ besiyerinin
etanol iiretimi ve iireme hizim artirdigi goriilmiistiir (Sekil 5.1 A ve B). ZZ besiyeri
RM den farkli olarak daha fazla iire, maya oziitii, MgSO, icermektedir, fosfat
konsantrasyonu ise diisiiktiir (Cizelge 5.1). Ekonomik agidan degerlendirildiginde
RM besiyeri daha diisiik oranda maya oziitii icermesi sebebiyle iiretim i¢in daha
uygun bir besiyeridir. CA besiyerinin ise etanol iiretimi agisindan diger besiyerlerine

kiyasla elverigsiz oldugu tespit edilmistir.

Seliilolitik bir mikroorganizma olan C. thermocellum’un iiretildigi besiyeri olan
RM besiyerinin S. cerevisiae’nin iiremesi ve etanol iiretimi icin uygun olmast
RM’nin ortak besiyeri olarak kullanilabilecegini gostermektedir. C. thermocellum tez
calisgmasinin son bolimiinde RM besiyerindeki seliilozun parcalanmasinda
kullanilmis ve bu kiiltiirde biriken glukoz S. cerevisiae tarafindan etanol iiretimi i¢in

kullanilmastir.

5.2. Besiyeri Bilesen Konsantrasyonlarimin ve Fiziksel

Parametrelerin S. cerevisiae’nin Etanol Uretimine EtKisi

RM besiyerinde bulunan besin maddelerinin konsantrasyonlarinin etanol
tiretimine olan etkisini incelemek amaciyla fosfat, mineral ve maya 0ziitii degisen
konsantrasyonlarda besiyerine eklenmis ve S. cerevisiae hiicreleri ekilerek iireme ve
etanol iiretimi takip edilmistir. Bunun yam sira sekiz farkli pH degeri, ii¢ farkli
sicaklik ve ii¢ farkli atmosfer kosulunun etkisi de incelenmistir. Calismada etkisi
incelenen besiyeri bilesen konsantrasyonlari ve pH degerleri Cizelge 5.2°de

verilmistir. Besiyerleri glukoz miktar1 100 g/L olacak sekilde hazirlanmistir.



38

Cizelge 5.2. S. cerevisiae’nin etanol iretimi iizerinde etkisi incelenen besiyeri

bilesenlerinin konsantrasyonlar1 ve pH degerleri

Besiyeri bileseni Etkisi incelenen degerler
Fosfat 0, 5, 10, 32, 50, 100, 200 mM
Ure 0,2,5,10,20 g/L
Maya 0ziitii 1,3,5, 10 g/L ticari maya Oziitii

1, 5, 10 g/L laboratuarda hazirlanmis maya 6ziitii

Mineraller Bkz. Cizelge 7.2 B

pH 35,45,5,55,6,65,7,8

Seker kaynag (20 g/L) Glukoz, Ksiloz, Selobioz ve Sekersiz
Glukoz 5, 10, 20, 50, 100, 150,170, 200, 250 g/L.

Farkli konsantrasyonlarda fosfat iceren RM besiyerinde S. cerevisiae’nin
tiremesi ve etanol iiretimi izlenmistir. Sekil 5.3 A ve B‘de fosfat konsantrasyonunun
iireme ve etanol iiretimine etkisi goriilmektedir. Uremenin 2. giiniinden itibaren 0-10
mM araligindaki fosfat miktarlarinda hiicre miktariin daha diisiik oldugu
gozlemlenmistir. Etanol iiretim hizinin 32 mM fosfat iceren besiyerinde (kontrol)
diger besiyerlerindekine kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu besiyerinde
fermentasyonun 35. saatinde 32 g/L etanol iiretilmistir. Daha diisiik ve daha yiiksek
fosfat miktarlarinin etanol dretim hizim disiirdiigii  goriilmektedir. Ancak
fermentasyonun ileriki saatlerine bakildiginda besiyerinde bulunan fosfat miktarinin
etanol iiretimi tizerinde ¢ok etkili olmadig1 goriilmektedir. Fermentasyonun 4. ve 5.

giinlerinde fosfat icermeyen besiyerinde en yiiksek etanol {iretimi gerceklesmistir.
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Sekil 5.3. Besiyerindeki fosfat konsantrasyonunun S. cerevisiae’nin tireme hizina (A)

ve etanol iiretimine (B) etkisi

Ure konsantrasyonunun S. cerevisiae’nin etanol iiretimi iizerine etkisini
incelemek amaciyla hiicreler farkli iire konsantrasyonlarma sahip besiyerlerinde

tretilmiglerdir. En yiiksek etanol {iretiminin 5 g/L iire iceren besiyerinde
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gerceklestigi, 10 g/l ve 20 g/L iire konsantrasyonlarinda ise {iretilen etanol

miktarinin diistiigli goriilmiistiir (Sekil 5.4).

26
~~ 25,
®
= 24 A
£ 2-
=
D 22 4
e 214
s
m 20 A

19 -

0 0,5 2 5 10 20

Ure Konsantrasyonu (g/L)

M etanol konsantrasyonu (g/L)

Sekil 5.4. Ure konsantrasyonunun S. cerevisiae’nin etanol iiretimine etkisi

Laboratuarda hazirlanmis maya oziitiiniin etanol iiretimine olan etkisi ticari
maya Oziitii ile kiyaslanmistir (Sekil 5.5). Laboratuar kosullarinda hazirladigimiz
maya Oziitiinii iceren besiyerinde {ireme bulanikliktan dolayr saglikli olarak
Olciilememistir. Laboratuar kosullarinda hazirlanmis maya 6ziitii iceren besiyerinde
etanol iiretiminin cok diisiik oldugu saptanmistir. S. cerevisiae hiicreleri 5 g/L
laboratuarda hazirlanmis maya 6ziitii iceren besiyerinde fermentasyonun 48. saatinde
yaklagik 28 g/L etanol iiretilebilmislerdir. Laboratuar kosullarinda hazirlanmis maya
oziiti miktar1 10 g/L’ye cikartildiginda ise hiicreler kontrol besiyerindeki (ticari

maya 0ziitii konsantrasyonu 5 g/L) etanol iiretim kapasitelerine ulasabilmislerdir.
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Etanol (g/L)

0 20 40 60 80
Zaman (saat)
—8— [ ¢/L. Laboratuarda Hazirlanmig Maya Oziitii
—&— 5g/L. Laboratuarda Hazirlannus Maya Oziitii
—— 10g/] Laboratuarda Hazirlanmis Maya Ogziitii
—— 1g/l Maya Oriitii
—&— 3g/l Maya Oziitii
—— 5g/L. Maya Oziitii (Kontrol)
—¥— 10g/l Maya Orziitii

Sekil 5.5. Besiyerindeki ticari ve laboratuarda hazirlanmigs maya Oziitii

konsantrasyonunun S. cerevisiae ‘nin etanol tiretimine etkisi
Besiyerindeki mineral konsantrasyonlarinin etkisini incelemek amaciyla
Cizelge 5.3’te goriilen 12 farkli mineral konsantrasyonuna sahip besiyerleri (A-O)

hazirlanmis ve maya hiicreleri ile ekim yapilmistir.

Cizelge 5.3. Besiyeri optimizasyonunda incelenen mineral kombinasyonlari

Mineral Kombinasyonlar1 (g/L)

Mineraller = =TT T ETF |G | H]|] I 1] 7J O

FeSO,4. 7TH,O | 0 0,00025 | 0,025 | 0,25 | 0,0025 | 0,0025 | 0,0025 | 0,0025 | 0,0025 | 0,0025 | 0,0025 | 0

CaCl,. 2H,0 0,05 | 0,05 0,05 0,05 | 0,05 0,05 0,05 0 0,05 0,1 0,5 0

MgCl,.6H,0 0,2 0,2 0,2 0,2 0 0,5 1 0,2 0,2 0,2 0,2 0

Degisen mineral konsantrasyonlar1 koyu yazilmistir.
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Sekil 5.6. Besiyerindeki mineral konsantrasyonunun S. cerevisiae ‘nin iireme hizina

(A) ve etanol iiretimine (B) etkisi

Besiyerindeki demir miktarindaki artis maya hiicrelerinin etanol tiretiminde
diisiise neden olmustur (Sekil 5.6 B, Cizelge 5.3 siitun D). Mineral icermeyen
besiyerinde (O kombinasyonu) maya hiicrelerinin etanol iiretiminin kontroldeki (I

kombinasyonu) etanol iiretimi ile ayni seviyelerde oldugu gézlemlenmistir (Sekil 5.6
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B). Bu durumda maya hiicrelerinin etanol iiretmek icin test edilen minerallerden
(Fe*?, Mg*™ ve Ca*®) higbirine ihtiya¢ duymadigi soylenebilir. Ureme egrilerine
bakildiginda en yiiksek hiicre miktarma demir igermeyen besiyerinde (A
kombinasyonu) ulasilmistir. Besiyerindeki MgCl,.6H,O miktarinin 0.2 g/L den 0.5

g/L (F kombinasyonu) ye yiikseltilmesi iiremeye olumsuz etki etmistir.

Besiyerindeki pH degerinin S. cerevisiae’nin iiremesi ve etanol iiretimi
tizerine etkisini gozlemlemek amaciyla farkli pH degerlerine sahip RM besiyerleri
hazirlanmistir. Gergeklestirilen deneyde pH degerleri steril asit (1,2 M HCI) ve baz
(10 M KOH) solusyonlart kullanilarak ayarlanmis ve bu besiyerlerindeki iireme ve
etanol iiretimindeki farkliliklar izlenmistir. Sonuglar Sekil 5.7 A ve B ile
gosterilmistir. En yiiksek iireme hizlarina pH s1 7 ve 8 olan besiyerlerinde
ulagilmistir. En yiiksek etanol iiretimi ise pH 6, 7 ve 8 iken gerceklesmis ve

fermentasyonun ikinci giintinde yaklagik 34 g/L olarak 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 5.7. Besiyeri pH sinin S. cerevisiae’nin tireme hizina (A) ve etanol iiretimine

(B) etkisi

S. cerevisiae 26602 hiicrelerinin seliilozik kati atiklarin pargalanmasi sonucu
ortaya cikan ksiloz ve selobioz gibi sekerleri kullanma kapasitesini arastirmak
amaciyla soz konusu sekerleri iceren RM besiyerlerindeki tireme hizlann aym
miktarda glukoz iceren besiyerindeki iireme hizlan ile kiyaslanmistir. Sekil 5.8’de de

goriildiigii gibi ksiloz ve selobioz hiicreler tarafindan tercih edilen ve kullanilan
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sekerler degildir. Bu sekerleri igeren besiyerinde {iiremenin sagliksiz oldugu
goriilmiigtiir. Karbon kaynagi icermeyen ve karbon kaynagi olarak selobioz, ksiloz
iceren besiyerlerinden alian ornekler HPLC de analiz edilmis ve etanol iiretiminin

gerceklesmedigi saptanmugtir.
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Sekil 5.8. Farkli sekerler iceren besiyerlerinde S. cerevisiae ‘nin iireme hizlari

Etanol iiretimini daha ekonomik olarak gerceklestirmek i¢in oda sicakliginda
calkalama olmaksizin yapilan deneylerle kesikli bir sistem igin glukoz
konsantrasyonu belirlenmeye c¢alisilmistir. 5-250 g/L araliginda glukoz iceren 50
ml’lik RM besiyerlerinde S. cerevisiae’nin glukoz kullanim ve etanol iiretim miktar
belirlenmistir. Dort giinliik fermentasyon sonucunda yapilan analizler yiiksek glukoz
konsantrasyonlarinda (175, 243 g/L) glukoz kullanim ve etanol iiretim veriminin
diismekte oldugu (Sekil 5.9 A), iiretilen etanol miktarinin azaldig goriilmustiir (Sekil
5.9 B). Glukoz kullanim verimi (%E) ve etanol iiretim veriminin (%Ep)

hesaplanmasi i¢in asagidaki esitlikler kullanilmstir.



C, —C
DE = —2—3x100

So

%Ep =L %100
C

So

%E : Glukoz kullanim verimi,
%Ep : Etanol iiretim verimi,

Cs, : Giris glukoz konsantrasyonu,
Cs : Cikis glukoz konsantrasyonu,

P : Cikis etanol konsantrasyonu.

(5.1)

(5.2)
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Sekil 5.9. Kesikli sistemde glukoz konsantrasyonunun S. cerevisiae’nin etanol

tiretimine (A)ve glukoz kullanim ve etanol tiretim verimlerine (B) etkisi

Fiziksel parametrelerin etanol iiretimine etkisinin incelenmesi amaciyla S.
cerevisiae hiicreleri Cizelge 5.4’te verilmis olan sartlarda iiretilmislerdir. Degisik
atmosfer kosullarimin S. cerevisiae nin etanol iiretimi iizerine herhangi bir etkisinin
olmadig1 Sekil 5.10 B’de goriilmektedir. Ayrica, aerobik atmosfer sartlarinda
anaerobik (karisim gazi) ortama kiyasla 2 g/L. daha fazla etanol tiretimi gergeklestigi

gozlenmistir (Sekil 5.10 C). Yiiksek etanol iiretimi i¢in 30-37 °C’nin uygun oldugu
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tespit edilmistir. Bu sicakliklarda yaklasik 32 g/L etanol iiretilmistir. Hiicrelerin 37
°C’ de fermentasyonun ileriki saatlerinde pargalandiklari goriilmiistiir (Sekil 5.11 A).
Oda sicakliginda ise etanol iiretiminin diger sicakliklardaki etanol iiretimine kiyasla
daha diisiik oldugu gozlenmistir (Sekil 5.11 B). Oda sicakliginda etanol iiretiminin
37 °C’ye kiyasya fermentasyonun ii¢iincii giiniinde % 7 oraninda daha diisiik oldugu

goriilmiigtiir.

Cizelge 5.4. Etanol iiretimi iizerinde etkisi incelenen fiziksel parametreler

Fiziksel Parametreler Incelenen Degerler
Atmosfer gazlar Argon, Azot, Karisim (%5 Hj, %10 CO,, %85 N;), Aerobik
Sicaklik 30 °C, 37 °C, oda sicakligi

Calkalama kosullar1 | 150 rpm’de calkalamali ve ¢alkalamasiz

Basing Basingh ve basingsiz
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Sekil 5.10. Atmosfer kosullarinin S. cerevisiae’nin iireme hizina (A) ve etanol

iretimine (B ve C) etkisi
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Sekil 5.11. Sicakligin S. cerevisiae’nin iireme hizina (A) ve etanol iiretimine (B)

etkisi

Sekil 5.12 calkalamanin maya hiicrelerinin iireme ve etanol iiretimine etkisini
gostermektedir. Kiiltiirlerin ¢alkalanmasi etanol iiretimini 6zellikle fermentasyonun
ilk giinlerinde arttirmaktadir. Hiicrelerin birbirlerine yapismamasimin ve c¢okelek

olusturmamalarinin yiiksek iiretim i¢in gerekli oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 5.12. Calkalama kosullarinin S. cerevisiae’nin iireme hizina (A) ve etanol

iretimine (B) etkisi

S.  cerevisiae hiicreleri  metabolizmalar1  sonucunda CO, gaz
olusturmaktadirlar. Olusan bu gaz kullamilan cam serum siseleri igerisinde
birikmekte ve basing yaratmaktadir. Siseler icinde olusan gazlarin sistemden

uzaklastirnlmasini saglamak i¢in serum siselerinin plastik tipalarina enjektor ignesi
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takilarak olusan gazlarin uzaklastirilmasi ve i¢ basincin diismesi saglanmistir. Daha
onceden uygun goriilen ¢alisma sicakligi olan 30 °C’de gergeklestirilen bu deney
sonucunda siselerde olusan basincin {ireme ve etanol iiretimi iizerinde biiyiik bir
etkisi olmadig1 gozlenmistir (Sekil 5.13). Fermentasyonun ikinci giintinde basingl ve

basingsiz kiiltiirlerde sirasiyla 32,1 ve 35,8 g/L etanol iiretimi gerceklesmistir.

1,8 1
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0 ‘ \ \
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0 \ \ \
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—— 30 °C basingsiz

(B)
Sekil 5.13. Basincin S. cerevisiae’nin iireme hizina (A) ve etanol iiretimine (B)

etkisi
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5.3. Saccharomyces cerevisiae Hiicrelerinin PolyHIPE
Polimere Tutuklanmasi ve Dolgu Yatakhh Reaktorde Etanol

Uretimi

Ozellikleri Boliim 3.3’de anlatilan ve Sekil 3.1°de gosterilen S. cerevisiae
hiicrelerinin tutuklandigi dolgu yatakli reaktor kullamilarak siirekli sistemde etanol
tiretim verimi arttirllmaya calisilmistir. Uygun giris glukoz konsantrasyonu ve uygun
debi caligmalar1 yapilmis, kinetik parametreler hesaplanmistir. Uygun giris glukoz
konsantrasyonunun tespiti icin 6,7-250 g/L araliginda glukoz konsantrasyonuna sahip
RM besiyeri 1 ml/dk debi ile hiicre tutuklamali reaktdre verilmistir. Sistem kararl
hale gectikten sonra c¢ikis glukoz ve etanol konsantrasyonlart olgiilmiis ve tim
veriler bu degerlere gore hesaplanmistir. Sekil 5.14’te 100 g/L  glukoz
konsantrasyonuna sahip besiyeri reaktorden gecirildiginde zamana baglh cikis glukoz
konsantrasyonlarindaki degisim sistemin kararlilifina ornek olarak gosterilmistir.
Farkli glukoz konsantrasyonlarinda yapilan tiim deneyler i¢in sistemin kararli hale
gecmesi beklenmistir. Yiiksek glukoz konsantrasyonlarinin etanol {iiretimini ve
glukoz kullanimimi azalttign gozlenmistir. En yiiksek etanol iiretim verimi 50 g/L
glukoz iceren RM besiyeri sisteme 1 ml/dk akis hizi ile verildiginde %43 olarak
hesaplanmistir. Kuru hiicre miktar1 tutuklama materyalinin grami basina 2 gram
olarak hesaplanmistir. Farkli glukoz konsantrasyonlarinda ve debilerde reakttrde

elde edilen veriler Cizelge 5.5’te 6zetlenmistir.
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Cizelge 5.5. Hiicre tutuklamali dolgu yatakli reaktorde farkli glukoz konsantrasyonlari ve farkli debilerde elde edilen veriler

Q Cso Cs E P Ep t Pf
Deney No | (ml/dk) | (g/L) | (g/L) | (%) | (g/L) | (%) | (dk) | (g/L.giin) | Reaktor verimi | P/M (g/g.giin) | -1y, (g/giin)

1 1 6,5 22 654 2,0 |31,1]101,5 28,5 61,0 0,4 60,0

2 1 19,1 | 24 |87,6| 7,3 |383|101,5 104,0 75,1 1,3 237,9

3 1 50,0 | 7,5 |85,1|21,5|43,0|101,5| 304,8 84,2 3,7 603,5

4 3 50,6 | 21,4 | 57,7| 10,2 | 20,2 | 33,8 4347 39,6 5,3 12439
5 6 51,9 | 25,2 | 51,5 10,9 | 21,0 | 16,9 929,1 41,2 11,4 2273,5
6 9 50,9 | 34,8 | 31,7 59 |11,7| 11,3 757,4 22,8 9,3 2058,3
7 12 48,6 | 36,9 (24,1 | 3,0 | 6,1 | 85 506,7 12,0 6,2 1992,1
8 1 1109 | 2,9 97,4 40,5 | 36,6 | 101,5| 575,2 71,7 7,1 1531,7
9 1 146,6 | 8,5 [942| 50,4 |344|101,5| 7149 67,4 8,8 1958,3
10 1 157,41 23,5 | 149 46,2 | 29,3 | 101,5| 6548 57,5 8,1 1900,4
11 1 176,9 | 67,9 | 38,4 35,1 | 19,8 | 101,5| 4974 38,9 6,1 1545,6
12 1 259,21 148,2 42,8 | 35,1 | 13,5|101,5| 4974 26,5 6,1 1575,0
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Sekil 5.14. 100 g/L. giris glukoz konsantrasyonu ve 1 ml/dk akis hizinda siirekli

sistemin zamanla satabil hale ulagsmas1

Farkli konsantrasyonlarda glukoz iceren besiyerleriyle 1 ml/dk debiyle
yapilan deneyler sonucunda glukoz konsantrasyonunun etanol iiretimi ve glukoz
kullanim1 verimleri iizerine etkisi Sekil 5.15 A’da gosterilmektedir. Glukoz
konsantrasyonundaki 147 g/L’ye kadar olan artisin substurat kullanim ve etanol

iretim verimini arttirdii goriilmektedir.

Substurat inhibisyon kinetiklerine gore besiyeri igerisindeki glukoz tek
karbon kaynagi olarak kabul edilmis, maya 6ziitii ve azot gibi kaynaklardan gelen
karbon miktar1 ihmal edilmistir. Hesaplamalar sonucunda V,, degeri 2,591 g/dk, K,
degeri 270,78 g/L. ve K degeri 1534 g/L olarak bulunmustur. Substurat ve iiriin
inhibisyonlarinin denenen glukoz konsantrasyonlarinda (6,7-250 g/L) reaktor
icerisine verilen glukozdan kaynaklandigi varsayilmistir. Sekil 5.15 B yiikselen

glukoz konsantrasyonlarinda inhibisyon etkilerini gostermektedir.



56
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Sekil 5.15. 1 ml/dk akis hizinda giris glukoz konsantrasyonunun etanol iiretim ve

glukoz kullanimi verimleri (A) ve reaksiyon hizina (B) etkisi
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Reaksiyon sabitleri substurat inhibisyonu i¢in verilen Michaelis-Menten

esitligi kullanilarak hesaplanmistir. Kullanilan bu esitlik asagida formiile edilmistir:

V= V.S (5.1)

Km[l+Sj+S
KS

V : Reaksiyon hizi,

Vo, : Maksimum reaksiyon hizi,
K. : Yar1 hiz sabiti,
S : Substurat konsantrasyonu,

K :Substurat inhibisyon katsayisi.

Reaktorden 1, 2, 3, 6, 9 ve 12 ml/dk akis hiziyla 50 g/L glukoz i¢eren besiyeri
gecirildiginde diisiik bekleme siirelerinde ¢ikis etanol konsantrasyonunun diistiigii,
cikis glukoz konsantrasyonunun ise arttifi gézlenmistir (Cizelge 5.4 ve Sekil 5.16
A). Buna bagl olarak etanol iiretim ve glukoz kullanim verimleri diismektedir (Sekil
5.16 B). Akis hizinin iiretkenlik ve glukoz kullanim hiz1 iizerindeki etkisi Sekil 5.16
C’de gosterilmektedir. En yiiksek etanol iiretkenlik degeri olan 929 g/giin degerine 6
ml/dk akis hiziyla calisilirken ulagilmistir.
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Sekil 5.16. 50 g/L glukoz iceren besiyerinde debinin ¢ikis etanol ve glukoz
konsantrasyonlar1 (A) etanol iiretim verimi ve glukoz kullanim verimi (B) ve etanol

tiretkenligi ve glukoz kullanim hizi (C) iizerine etkisi
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54. C. thermocellum Kiiltir Sivisinda Seliillozun
Parcalanmasi Sonucu Biriken Glukozun Etanol Uretiminde

Kullanimi

Caligmanin bu boliimiinde C. thermocellum’un seliilozu par¢alamasi sonucu
kiiltiir ortaminda biriken glukozun maya hiicreleri tarafindan etanol iiretimi igin
kullanim potansiyeli kesikli sistemde ve maya hiicrelerinin tutuklanmis oldugu hiicre
tutuklamali siirekli reaktor sisteminde incelenmistir. 10 g/L selilloz igeren RM
besiyerinde C. thermocellum’un selillozu parcalamasi sonucu biriken glukoz ve

iiretilen etanoliin zamana bagh degisimi Sekil 5.17 ‘te verilmistir (Ozpinar, 2007).

10 + T 08
~ -+ 0,7 ~
1 ’ =
Ny 8 o6 3
% = 0.5 g =
SE o S 8
s 2 T4 5 2
< £ 47 103 £ E
8 g =R =
m g 2 1 T 0’2 m g
g Lol g
N ’ N
0 +e+—t — 1 1 0
0 3 5 7 10 12 14
Zaman (giin)
—0— glukoz —e— etanol

Sekil 5.17. C. thermocellum Kkiiltiirlinde zamana bagh glukoz birikimi ve etanol

tretimi



Cizelge 5.6. Farkli oranlarda taze besiyeri ile karistirilmis C. thermocellum kiiltiir sivisinda maya hiicrelerinin glukoz kullanim verimi

ve etanol iiretim miktari

Kesikli Sistemde Kesikli Hiicre Tutuklamal1 Hiicre Tutuklamali | Hiicre Tutuklamali
Besiyeri Glukoz Kullanim Sistemde Reaktorde Reaktorde Reaktorde
Verimi (%) Etanol Uretimi Glukoz Kullanim Cikis Etanol Etanol Uretkenligi
C,,—Cs 100 (g/L) Verimi (%) Konsantrasyonu (g/L.glin)
C. thermocellum kiiltirii : Taze RM, Glukoz Konsantrasyonu : x
CSu _CS ><100 (g/L) QX£
c,, v
1:0, 7¢g/L 44 1,30 47 1,2 17
1:3, 7¢g/L 68 1,44 48 2,2 31,2
0:1, 7 g/L (Kontrol) 81 1,45 67 2 28,4
1:3,20¢g/L 89 6,20 78 5,5 78
0:1, 20 g/L (Kontrol) 88 5,73 87 7,3 103,6
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C. thermocellum kiiltiir s1vis1 farkli miktarlarda glukoz igeren RM besiyeri ile
karistirllarak ve karigtinlmadan kesikli ve siirekli sistemde besiyeri olarak
kullanilmistir. Cizelge 5.6’da farkli oranlarda taze besiyeri ile kanstirilmis C.
thermocellum kiiltiir sivisinda maya hiicrelerinin glukoz kullanim verimi ve etanol
tiretim miktar1 verilmistir. Cizelge 5.6’da goriildiigii gibi glukoz kulanim verimi ve
etanol {iretimi taze besiyeri miktariyla oldukg¢a iligkilidir. Taze RM besiyeri
icermeyen C. thermocellum kiiltiriinde glukoz kullanim verimi %44 olarak
hesaplanmistir. Bu deger 7 g/L. glukoz iceren taze RM besiyerinde % 81 olarak
bulunmustur. Yiiksek glukoz konsantrasyonunda (20 g/L) ozellikle kesikli sistem
calismalarinda taze besiyeri miktarinin substurat kullanim verime olan etkisinin daha

az oldugu saptanmustir.

Bu calismada kullanilan dolgu yatakli siirekli reaktdrde tutuklama materyali
olarak kullanilan polyHIPE polimerin maya hiicrelerinin tutuklanmasi i¢in son
derece verimli bir matris oldugu goriilmiistiir. Reaktordeki kuru hiicre agirligi destek
materyalinin grami basma 2 gr olarak hesaplanmistir. Reaktérden alinan polimer
orneklerinin SEM goriintiileri polimer yiizenine maya hiicrelerin ¢ok basarili bir
sekilde tutunduklar1 gostermektedir (Sekil 5.18). Gozenek boyutlarinin maya
hiicrelerinin boyutlarindan kiiciik olmasi nedeniyle hiicreler polimerin yalnizca
yiizeyine tutunmuslar, gozenekler icine hareket edememislerdir. Porozite yogunlugu

hiicre tutuklanmasina katkida bulunmustur.



Sekil 5.18. Dolgu yatakli reaktorde kullanilan polimer ve tutuklanmig maya

hiicrelerinin SEM goriintiileri: Bos polyHIPE polimer (biiyiitme giicii 4000 X) (A),
maya hiicreleri ile kaplanmis polimer yiizeyi (biiyiitme giicii 2000 X) (B) ve polimer

gozeneklerinde tutuklanmig maya hiicreleri (biiyiitme giicii 5000 X) (C)
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6. TARTISMA

Saccharomyces cerevisiae igecek ve biyoyakit iiretmek amaciyla sekerleri
etanole doniistiirmek icin kesikli sistemlerde yaygin bir sekilde kullaniimaktadir.
Etanol iiretim prosesinin ¢énemi bilinmesine ragmen glikoliz ve etanol iiretimini
limitleyen fizyolojik baskilar tam olarak anlagilamamistir [Casey and Ingledev, 1984;
Ingram and Buttke, 1984; Moulin et al, 1984]. Bu baskilarin belirlenmesi proses
kosullarinin ve kullanilan organizmalarin gelistirilmesi ve iyilestirilmesi i¢in 6nemli
birer adim olacaktir. Bu gelismeler varolan fermentasyon {initelerindeki etanol
tiretim kapasitelerinin artmasim ve gelecekteki proseslerin maliyetinin azaltilmasini
saglayabilir [Dombek and Ingram, 1987]. S. cerevisiae’nin optimum kosullar
saglandiginda ¢ok hizli glikoliz ve etanol iiretim hizina ulasabilece§i ve etanol
tiretiminin 50 mmol etanol/saat/gram hiicre proteini degerine ulasabilecegi rapor

edilmistir [Dombek and Ingram, 1986].

Bu tez calismasinda oOncelikle besiyeri bilesen konsantrasyonlarinin ve
fiziksel kosullarin S. cerevisiae ATCC 26602 susunun kesikli sistemde etanol iiretimi
tizerindeki etkileri incelenmistir. Test edilen dort farkli besiyeri arasindan hazirlanis
maliyetinin diisiikk olmas1 ve yiiksek etanol iiretiminin elde edilmesi nedeniyle RM
besiyeri se¢ilmis ve optimizasyon deneyleri bu besiyeri kullamilarak yapilmistir.
Yapilan caligmalar sonucunda fosfat konsantrasyonundaki degisimin etanol iiretimi
izerinde carpict bir etkisinin olmadigr gozlenmistir. Besiyerinde nitrojen
kaynaklarindan biri olan maya o6ziitii varliginin hiicrelerin cogalmasi ve etanol
tiretimini etkileyen en Onemli faktorlerden biri oldugu goriilmiistiir. Nitrojen
kaynagimin etanol iiretimi i¢in Onemi farkli calismalarda da rapor edilmistir
(Chandel et al, 2007; Bai, 2007). Literatiirdeki bilgiler [Dombek and Ingram, 1986]
magnezyum elementinin fermentasyon prosesi i¢in énemli oldugunu gostermesine
ragmen bu tez calismasinda Dbesiyerinde MgCl,.6H,O varliginin S. cerevisiae

hiicrelerinin etanol iiretimini artirmadig goriilmiistiir.

Deney sonuglart calkalamanin ve sicakligin etanol iiretimi {izerinde etkili

oldugunu gostermistir. Calkalamasiz kosullarda hiicrelerin birbirine yapismalarinin
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etanol iiretimi acisindan elverissiz bir ortam yarattig1 sonucuna varilabilir. En yiiksek
etanol iiretimi 37 °C’de gergeklesmis, oda sicakliginda etanol iiretiminin 37 °C’deki
tretime kiyasla %7 oraninda azaldigi goriilmiistiir. Reaktor 1sitma maliyeti
diisiiniildigiinde oda sicakliginda gergeklestirilecek olan fermentasyonun daha

ekonomik olacagi sOylenebilir.

Ucuz ve yenilenebilir substratlardan yiiksek etanol verimi almak ve iiretim
isleminde enerji ihtiyacimi diisiirmek alkolik fermentasyon calismalarinda iizerinde
durulan 6nemli iki faktordiir. Bu amaca ulasabilmek icin siirekli kiiltiir, tutuklanmis
hiicreler ve hiicrelerin tekrar kullamimi gibi islemler gelistirilip kullamilmistir.
Tutuklanmig hiicrelerin kullanilmasi1 genellikle katalizor aktivitesini iyilestiren bir
islemdir. Bir matrise tutturulduklarinda normal bir siispanse Kkiiltiirdekinde
oldugundan daha yogun bir hiicre konsantrasyonuna ulagmak miimkiindiir. Canl
hiicre miktarinin artirilmasi reaktoriin verimini artiran bir etmendir. Bunun yan sira
kiitle transferinin iyilestirilmesiyle besinlerin hiicrelere ulagsmasini ve iiriin alimini
daha etkin hale getirmek amaciyla immobilizasyon destek matrisi degisik

geometrilerde hazirlanabilir.

Tez ¢alismasinin ikinci bolimiinde dolgu yatakli reaktorde farkli substurat
konsantrasyonlarinin ve farkli akis hizlarmmin polyHIPE polimer materyaline
tutuklanmis maya hiicrelerinin substurat kullanim ve etanol iiretim verimlerine olan
etkisi incelenmistir. Uzun siireli bir proses olan siirekli sistemde proses uzun stirdiigii
icin kontaminasyon riski yiikselmektedir. Kesikli sistem g¢aligmalarinda nétral pH
araliginin etanol {iiretimi icin daha elverisli oldugu goriilmesine ragmen siirekli
sitemde kontaminasyon riskini azaltmak amaciyla besiyeri pH s1 5,5 e ayarlanmistir.
Reaktor oda sicakliginda calistirnlmistir. Reaktoriin en yiiksek verimlilige 50 g/L
glukoz iceren besiyeri 1 ml/dk akis hiziyla verildiginde ulasmistir. Reaktore giren
glukoz konsantrasyonu arttik¢a iiretilen etanol miktarinda da artis gdzlemlenmistir.
Besiyerindeki glukoz konsantrasyonu 150 g/L’yi gectiginde ise siddetli inhibisyon
etkisi gozlemlenmis, hiicrelerin glukozu verimli kullanamadiklar1 ve etanol {iretim
kapasitelerinin ~ diistiigii  goriilmiistiir. Onceki calismalarda yiiksek glukoz

konsantrasyonlarinda etanol tiretiminin diistiigii [Najafpour et al 2004] ve ozmotik
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basingtan dolayi hiicrelerin fizyolojik olarak zarar gordiigii [Hartmeier, 1972] rapor

edilmistir.

50 g/L glukoz konsantrasyonuna sahip besiyeri reaktore farkli akis hizlariyla
verildiginde ise ¢ikis etanol konsantrasyonunun yiiksek akis hizlarinda diistiigii
gozlemlenmistir. Ancak iiretkenlik 6 ml/dk debide 929 g etanol/giin olarak en yiiksek
degerini bulmustur. Immobilize reaktorler icin iiretkenlik ve substurat parcalama
hizlar1 difiizyonel sinirlamalar nedeniyle baslangigta akis hizinin artmasiyla
artmaktadir. Kiitle transfer rezistansi biyofilm cevresinde diisiik akis hizlarinda
nispeten daha etkilidir [Erhan et al, 2004]. Bu yiizden yiiksek akis hizlarn

tiretkenligin arttirimi i¢in tercih edilir.

Diinya capinda yilda yaklasik 1,3x10" milyon ton bitki atig1 tiretilmektedir
[Demain et al, 2005]. Bu bitki kalintilarinin ve diger seliilozik atiklarin hidrolizi ve
biyoetanol gibi endiistriyel iiriinlere doniistiiriilmesi biiyiik bir ekonomik potansiyele
sahiptir. Ayrica, lignoseliilozik atiklarin biyoetanol iiretiminde kullanimi fosil
yakitlara olan bagimliligi azaltacak olmasi nedeniyle cevrenin korunmasinda da

pozitif etki yaratacaktir.

Bugiin biyoetanol biiyiik ¢apta seker pancar1 veya nisasta agisindan zengin
materyallerden iiretilmektedir. Biyoetanol iiretiminde tarimsal yan {iriinlerin ham
madde olarak kullanilmasi, ham madde miktarinin arttirilmasi ve iiretim maliyetinin
digiiriilmesi  ac¢isindan Onemlidir. Ancak biyoetanoliin lignoseliillozik ham
maddelerden {iiretimi seker ve nisastadan {iiretimine kiyasla ¢ok daha zordur.
Lignoselillozun monomerik sekerlere doniistiiriilmesi birkag proses igermektedir.
Lignoseliilozik materyal buharla muamele edildikten sonra enzimatik hidroliz ile
ortamda bulunan seliilloz molekiilleri monomer sekerlere parcalanir [Ohgren et al,
2006] ve bu sekerler daha sonra etanol iiretimi i¢in kullanilir.Enzimatik hidroliz
disaridan seliilaz enzimi eklenerek veya seliilolitik bir mikroorganizma kullanilarak
gerceklestirilebilir. Seliillaz enziminin disardan eklenmesi ¢ok miktarda enzim

gerektirdiginden proses maliyetini yiikselten bir etkendir [Haan et al, 2007].
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Bu tez calismasinin son boliimiinde seliilolitik termofilik bir bakteri olan C.
thermocellum ATCC 27405 susunun kiiltiir ortaminda bulunan seliillozu parcalamasi
sonucu olusan glukozun S. cerevisiae tarafindan kullanilma potansiyeli ve etanole

iretim kapasitesi incelenmistir.

C. thermocellum disaridan herhangi bir enzim ilavesi olmaksizin 10g/L
seliilozdan yaklasik 7 g/L glukoz iiretebilmektedir. Calismada yaklasik 7 g/L. glukoz
iceren C. thermocellum kiiltiirii taze besiyeri ile karigtirnlmadan ve 1 : 3 oraninda
karistirilarak S. cerevisiae i¢in besin maddesi olarak kullamlmistir. C. thermocellum
kiiltir ortam1 glukozun yani sira baska yan {iriinler ve hiicresel atiklar da
icermektedir. Bu nedenle kiiltiir taze besi yeri ile %25 (%75 taze besiyeri+ %25 C.
thermocellum Xiiltiirii) oraninda karistirilarak kullanildiginda glukoz kullanim verimi
kesikli sistemde %44’ten %68’e ve etanol iretimi 1,3 g/L’den 1,44 g/L’ye
cikmugtir. 7 g/L glukoz iceren C. thermocellum kiiltiirii glukoz miktar1 20 g/L olacak
sekilde %75 taze besiyeri ile karistirildiginda glukoz kullanim verimi %89’a
ulagmistir. Dolgu yatakli reaktdrde glukoz kullanim veriminin kesikli sisteme
kiyasla daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Reaktor diisiik akis hizlarinda beslendigi
taktirde besiyerinin reaktor icinde daha uzun siire kalmasi saglanabileceginden
glukoz kullanim ve etanol iiretim verimlerinin artacag diisiiniilmektedir. Uretim
verimini arttiracak diger bir etken ise reaktor boyutunun 1 L’ye ¢ikarilmasidir. Bu
faktorlerin  siirekli sistemde etanol {iretimine etkisi ileriki calismalarda

arastirilacaktir.

Yapilan deneyler sonucunda C. thermocellum Xiiltiiriiniin taze besiyeri ile
karistinlldiginda S. cerevisiae tarafindan verimli bir sekilde kullanmldig1 goriilmiistiir.
Seliilozik atiklarin pargalanmasi sonucunda olusan glukozun biyoetanol iiretiminde
degerlendirilmesinin dzellikle yiiksek Olcekte iiretim yapildiginda iiretim maliyetini

onemli dlgiide diistirecegi goriilmiistiir.
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EK1

KULLANILAN BESIYERLERI

CA (Sitrik Asit) BESIYERI

YNB 1,6 g/L
Amonyum siilfat 5,1 ¢g/L
Sitrik Asit 20 g/L
KH,PO, 0,5 g/L
Glukoz Gerekli konsantrasyonlarda eklenmistir

Besiyeri pHs1 5,5 e ayarlandiktan sonra  ergosterol ve Tween 80 son

konsantrasyonlari1 0,01 g/L ve 0,42 g/l olacak sekilde besiyerine eklenmistir.

YM (Yeast Medium) BESIYERI (KATI)

% 0,3 Maya oziitii
% 0,3 Malt oziitii
% 0,5 Pepton

% 1 Glukoz
%1,5 Agar

YM (Yeast Medium) BESIYERI

Maya oziiti 3 g/L
Malt 6ziitik 3 g/L
Pepton 5¢g/lL

Glukoz Gerekli konsantrasyonlarda eklenmistir



77 BESIYERIi

Maya 0ziitii
Malt 6ziitii
Pepton
Glukoz

3¢/l
3¢/l
5¢g/l

Gerekli konsantrasyonlarda eklenmistir

RM (Russian Medium) BESIYERI

Karbon Kaynagi

RMI
Ure

RM II
KH,PO4
K>HPO,

RM III

Maya oziitii

RM IV

MgCl,.6H,0
CaCl,.2H,0
FeS0O,.7H,0

Son Konsantrasyon

Gerekli konsantrasyonlarda eklenmistir

2 g/l

2 g/l
3¢/l

5g/L

0,2 g/L
0,05 g/L
0,0025 g/L

75

C. thermocellum {iiretimi icin besiyerinin oksijenden arindirilmasi amaciyla RM IV

bilesenine besiyerindeki son konsantrasyonu 1 g/L olacak sekilde L-Sistein ve RM

IT bilesenine son konsantrasyonu 0.002 g/L olacak sekilde resazurin indikatorii

eklenmistir. 5X konsantre hazirlanan yukaridaki bilesenler ayr1 ayr1 otoklavlanmis

ve sogutulduktan sonra birlestirilmistir.



