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OZET

REKOMBINANT E. coli KO11 ile BIYOETANOL URETIMI ve
OLCEK BUYUTME

DENIiZ, irem

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dal1
Tez Danismani: Prof. Dr. Fazilet VARDAR SUKAN
Subat 2011, 124 sayfa

Bu calismada agro-endiistriyel atik olarak nitelendirilen ayva, elma ve
portakal posalart substrat olarak kullanilarak E. coli KO11 rekombinant susundan
biyoetanol iiretimi gergeklestirilmistir. Bu amacla biyoetanol iiretiminde 6nem
tagiyan cesitli parametrelerin iiretime etkisi incelenmistir. Farkli sicaklik, pH,
calkalama hizi, baslangi¢ seker konsantrasyonu ve seker cinsi ile havalandirmanin
iiretim verimliligine etkisi karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore; 5 L’lik
biyoreaktdr denemelerine gecilmis ve ayva posasindan 48. satte 19,66 g/L
biyoetanol eldesiyle teorik verimin %: 64’iine ulagilmistir. Ardindan biiyiik 6lgek
parametreleri denenmis ve 10 L’lik biyoreaktorde 23,46 g/L etanol eldesi, 0,40
g/g verim ve 0,49 g/L/h verimlilikle {iretim i¢in en uygun parametrenin “benzer
karisma siiresi” oldugu belirlenmistir. Kazanilan bu iiriin (agirhik¢a % 2,3),
pervaporasyon initesinde 70°C’de 7 mbar vakumla 10 saat boyunca ayristirilip,
3499,27 g/m*h toplam akiyla ve 0,005 ayrim faktoriiyle agirhikca % 5,3’e

konsantre edilmistir.

Anahtar sozciikler: Biyoetanol, E. coli KOI11, agro-endiistriyel atik,

pervaporasyon
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ABSTRACT

PRODUCTION of BIOETHANOL from
RECOMBINANT E. coli KO11 and
SCALE-UP

DENIZ, Irem

MSc in Bioengineering
Supervisor: Prof. Dr. Fazilet VARDAR SUKAN
February 2011, 124 pages

In this study, the production of bioethanol was made out from recombinant
strain E. coli KO11 by using quince, apple and orange pulps, which are described
as agro-industrial waste, as a substrate. For this purpose, the effects of various
parameters that are important for bioethanol production were investigated.
Different temperature, pH, agitation rate, initial sugar concentration and type and
aeration conditions were compared in terms of productivity values. According to
the outcomes, the operating variables employed at 5 liter bioreactor scale and with
19,66 g/L product concentration from quince pulp, the overall ethanol yield
reached 64 % of the theoretical value at 48 h. Then, large scale parameters were
tried and it was determined that the most appropriate parameter for bioethanol
production was “similar mixing time” with 23,46 g/L bioethanol concentration in
terms of 0,4 g/g yield and 0,49 g/L/h productivity. This end-product with a weight
fraction of 2,3 % was concentrated to 5,3 % (w/w) by separating it in the
pervaporation unit for 10 hours with 7 mbar vacuum at 700 C, along with 3499,27

g/m2/h total flux and 0,005 separation factor.

Key words: Bioethanol, E. coli KO11, agro industrial waste, pervaporation.
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1. GIRIS

Atmosfere yayilan sera gazlarinin varligimi azaltmak icin diinya, petrol bazl
yakitlara bir alternatif arayisina girmistir (Martin et al., 2002). Son yillarda birgok
iilke, bu boslugu dolduracagina inanilan ve karbon-nétral yakit olarak da
isimlendirilen (Okuda et al., 2008) biyoetanol {iretimi iizerine yogunlasmistir.
Ciinkii etanol yandiginda agiga c¢ikan karbondioksit, bitkilerce fotosentez
yapabilmek ve seliiloz iiretebilmek i¢in tekrar kullanilir, boylece atmosfere zarar
vermez (Wyman and Hinman, 1999; Chandel et al., 2006). Giiniimiizde etanol,
oktan diizeyini arttirmak icin benzinin formiilasyonunda ve otomotif eksoz
emisyonunun kontroliinde oksijenat olarak kullanilmaktadir. Biyoetanoliin bir
enerji kaynagi olarak kullanilmasiyla; giines, riizgar ve diger yenilenebilir enerji
kaynaklariyla yarisabilecegi diistiniilmektedir (Lin ve Tanaka, 2006). Son 20 yilda
bu konuda yapilan ¢aligmalar, biyokiitleden etanol iiretimi yaklagimi i¢in biiyiik
Olcekte liretimin birkag¢ yil icinde yayginlasacagin1 gostermektedir (Zhang et al.,

2009; Moiser et al., 2005).

Biyoetanol iiretiminde en iyi teknolojinin se¢imi su temellere dayanir: (a)
yiliksek mikrobiyal metabolik verimliligi ve ¢caligsma stabilitesi, (b) {irliniin prosese
minimum muhtemel negatif etkileri (yliksek iirlin konsantrasyonuna tolerantli
hiicre kullanim1 gibi), (c) yiiksek sicaklik ve diisiik pH kosullarina direng, (d)
diisiik maliyet, (e) en az kirleticilerle ekosisteme minimum hasar (¢esitli atiklarin
kullanim1 gibi), (g) en yiiksek verimlilikle asgari enerji gideri (Kosaric ve Vardar-
Sukan, 2001). Giliniimiizde bu kosullar1 saglayacak bir proses optimizasyonuna

ihtiya¢ duyulmaktadir.

Geleneksel yontemlerle etanol tiretiminde hammadde olarak misir nisastasi
ve seker kamisi gibi sekerler kullanilmaktadir (Aristidou and Penttild, 2000;
Himmel et al., 1997; Ingram et al., 1998; Gray et al., 2006). 2006 yilinda
diinyadaki en biiyiik ilk 5 etanol iireticileri; ABD [(yi1lda 18.38 milyar litre (Gl/y)],
Brezilya (17.00 Gl/y), Cin (3.85 Gl/y), Hindistan (1.90 Gl/y) ve Fransa (0.95
Gl/y)’dir. Ancak musir nisastasina dayali teknolojinin kullanimiyla etanol iiretimi
¢ok uygulanabilir degildir; ¢iinkii etanol kullanimina yonelik tiretilen misir, gida
ve yem tiiketimi i¢in sinirli tarimsal alani isgal eder duruma ge¢mektedir (Sun and

Cheng, 2002), dolayisiyla gida amacl tiretim miktar1 azalmaktadir. Caligmalar



gostermektedir ki; seker-veya nisasta- kaynakli etanol kullannmiyla azalan sera
gaz1 miktar1 istenen diizeyde (%13) degildir (Farrel et al., 2006; Zah, 2007); ancak
verimli biyokiitle kaynaklarinin kullanimiyla ekosisteme minimum zarar teskil

edecek liretimin saglanabilmesi gerekmektedir.

Bir biyoproseste iiretimin % 30 kadarin1 kullanilan hammadde teskil ettigi
icin, biyoetanol iiretimi i¢in ekonomik olabilecek sekerlerin kullanilmasi
gerekmektedir (Sun ve Cheng, 2002; McAloon et al., 2000). Onemli bir seker
kaynagi olmasindan dolayi, agro-endiistriyel atiklar biyoproseslerde substrat
olarak Onem arz etmektedir (Rebah et al., 2007). Agro-endiistriyel atigin
biyoetanole doniisiimii i¢in etkili mikrobiyal biyokatalistlerin gelistirilmesi, bir
yandan diinyanin petrole olan bagimliligin1 azaltirken; bir yandan da cevre

kirliliginin 6nlenmesini destekler.

Yakit olarak kullanilabilmesi i¢in etanolin % 99,5 veya daha yiiksek
saflikta olmasi gerekmektedir. Distilasyon islemi ile bu saflik derecesine
ulasilamaz, ¢iinkii distilasyonla azeotropik nokta (% 4,4 su) kirilamaz ve % 96’ya
varan saflikta etanol elde edilebilir. Uclii distilasyon, vakum distilasyon ve
molekiiler elek adsorpsiyon metotlar1 ile diisiik su konsantrasyonlarina
ulagilabilirken, bu teknolojilere alternatif olarak islem maliyetini azaltan ve enerji
tasarrufu saglayan pervaporasyon islemi giderek dnem kazanmaktadir (Feng ve
Huang, 1997; Kober, 1987). Pervaporasyon islemi ile azeotropik karigimlar
ayrilabilir, boylece % 99 ve daha yiiksek saflikta etanol kazanilabilir. Azeotropik
noktanin kirillabilmesi igin pervaporasyon isleminde kullanilan membraninin
gecirgenligi ve su segiciligi yiiksek olmalidir. Solvent dehidrasyon islemi i¢in
bir¢cok polimerik (Yu et al., 2002), inorganik (Hoof et al, 2006) ve kompozit
membranlar (van Baelen et al.,, 2004) gelistirilmistir. Giiniimiizde yapilan
etanoliin saflagtirilmasimma dair g¢alismalar, etanoliin pervaporasyon islemiyle
dehidrasyonu ve standart azeotropik kompozisyonunun (% 95,4 saflikta etanol)

tizerindeki etanol konsantrasyonlarina odaklanmaistir.

Bir prosesin toplam maliyetinin yaklasik 9%65’ini altakim islemleri
olusturur. Uretilen biyoetanoliin separasyonu icin arastirmacilarin iizerinde
durdugu diger bir nokta; yontemin kolaylikla gelistirilebildigi (proses sicakligini

arttirarak permeat akisini yiikseltmek gibi), membran seciciliginin arttirilabildigi



ve klasik metotlarla yarisabilen bir pervaporasyon tekniginin gelistirilmesidir
(O’Brien, Ruth, & McAloon, 2000). Pervaporasyon gibi membran igeren teknikler
ekonomik olmanin yani sira yliksek kalitede ayrim imkani sunar (Lewandowska
ve Kujawski, 2007; Seader ve Henley, 1998). Biyoetanol iiretim ve altakim

maliyetini diislirebilecek optimal bir ayrim sistemi heniiz oturtturulamamaistir.

Tiim diinya petrole alternatif yakit arayis1 i¢cindedir. Bu alternatiflerin basini
¢eken biyoetanoliin liretimini yayginlastirmak ve iilkemizdeki yurt dis1 kaynaklar
ile rekabet edebilecek alternatif iiretim yontemleri ve teknolojilerin
uygulanmasina katki saglayabilmek gerekmektedir. Biyoetanol iiretiminin
iilkemizde uygulanmasi ve yayginlastirilmasi i¢in katkisi olacagi diisiiniilen bu
calismanin hedefi agro-endiistriyel atiklardan biyoetanol {iiretimi, biiyiik 6lgege
gecirilmesi  ve pervaporasyonla ayrilmasidir. Bunun i¢in hem yaygin
bulunabilirligi hem de uygun seker igerigi nedeniyle elma, ayva ve portakal
posalar1 substrat olarak kullanilmis ve rekombinant E. coli KO11 ile biyoetanol
tiretimi gerceklestirilmistir. Uretimlerde baslica hedef, erlenlerde glukoz ile uygun
tiretim kosullarinin belirlenmesinin ardindan biiyiik dlcekte meyve posalariyla
yiiksek verim ve verimlilikte biyoetanol tiretiminin saglanmasidir. Bu amagla,
erlenmayerlerde en uygun sicaklik, pH, karistirma hizi, baslangic seker
konsantrasyonu ve cinsi belirlenmis ve havalandirmayla oksijenin etkisi
incelenmistir. Daha sonra belirlenen kosullarda biyoreaktdrlerde meyve posalari
verim ve verimlilik agisindan karsilastirilmis; segilen en uygun 6l¢ek biiyilitme
parametresi ile yapilan lretimden pervaporasyon ile farkli sicakliklarda etanol

ayrimi yapilmustir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Biyoetanol ve Onemi

Biyoetanol, hammaddesi seker pancari, misir, bugday ve odunsular gibi
seker, nisasta veya seliiloz 6zIii tarimsal iirlinlerin fermantasyonu ile elde edilen
ve benzinle belirli oranlarda harmanlanarak kullanilan alternatif bir yakattir.
Biyoetanol ulagtirma sektoriinlin yani1 sira, kiigiikk ev aletlerinin kullaniminda,
birtakim kimyasal iiriinlerin tiretiminde de kullanilmaktadir. Biyoetanoliin sahip

oldugu baz1 6zellikler soyle siralanabilir (Ma et al., 2009):

eBiyoetanol berrak, renksiz ve karekteristik bir kokuya sahip sividir,

eBiyoetanol yliksek oktanli bir yakattir (113),

eBiyoetanoliin kaynama noktas1 78,5°C, donma noktasi -114,1°C
dir,

eBiyoetanol 20 °C de 0,789 gr/ml yogunluga sahiptir,

eBiyoetanol igten yanmali motorlara herhangi bir modifikasyona
ihtiya¢ duyulmadan %10 miktarinda harmanlanarak kullanilabilir,

eBiyolojik olarak bozunurdur, ¢evre i¢in tehdit olusturmaz,
yenilenebilirdir,

eFosil yakitlardan %80 daha az sera gazi yayar,

eBiyoetanol yakit icindeki oksijen seviyesini arttirmanin en kolay
seklidir. Yakitin oksijen seviyesini arttirmak, yakitin daha verimli
yanmasini saglayarak, egzoz c¢ikisindaki zararli gazlari azaltir,

eBiyoetanol yakitlarda oktan artirmak amaci ile kullanilan benzen,
metil tersiyer biitil eter gibi karsenojen maddelerin ¢evreci alternatifidir,

eBiyoetanol egzoz emisyonlarini azaltir,

eBiyoetanol karisimlari, ozon tabakasinin azalmasina yol agan,
hidrokarbon emisyonlarinda biiyiik 6l¢lide diisiis saglar,

eYiiksek seviyeli biyoetanol karigimlari azot oksit emisyonlarinda
%?20'ye kadar diisiis saglar,

e Yiiksek seviyeli biyoetanol karisimlarinin kullanilmasi ile Ugucu
Organik Madde (VOCs)'lerde 30% ve iistii azalma saglanmaktadir (VOC's

yer seviyesi ozon tabakasinin olusmasinin en dnemli sebeplerindendir),



eBiyoetanol karsenojen etkisi bulunan benzen ve butadin
emisyonlarin1 50% oraninda azaltir,

eBiyoetanol, siilfiir dioksit ve partikiil emisyonlarinda belirgin bir
diisiis saglar (Cizelge 2.1),

eBiyoetanolun en yaygmn iki kullanom sekli E-10 (% 10
Biyoetanol+%90 Benzin) ve E-85 (% 85 Biyoetanol+%]15 Benzin) 'dir.

Cizelge 2.1 Etanol ve diger yakitlarin dzelliklerinin karsilastirilmasi (Tiirkiye Elektrik Isleri
Etiit Idaresi Genel Miidiirliigii).

Ozellik Metanol Etanol Benzin
Kimyasal formiil CH;OH C,HsOH C4-Cy; Zinciri
Ana maddeler 38C, 12H, 500 | 52C, 13H, 350 | 85-88C, 12-15H
(% agirlik)

Alt 151 degeri 8,570 11,500 18,000-19,000
(Btu/Ib)

Benzine gore galon | %55 %70 -

basina yapilan mil

Teorik Hava/Yakit 6,45 9 14,7

orani (agirhik)

Sahip oldugu tiim bu 6zellikler nedeniyle diinyada biyoetanol iiretimi son
yillarda ¢ok biiylik hiz kazanmistir (Sekil 2.1). 1975 yilinda 556 milyon L (147
milyon galon) olan biyoetanol iiretimi, 2000 yilinda 17,315 milyon L’ye (4,574
milyon galon) ¢ikmistir. Buna karsin 5 yil sonra 2005 yilinda ise 3 kat artarak
44,875 milyon L’ye (11,855 milyon galon) ulasmustir (Licht, 2006). Uretilen
biyoetanoliin % 67’lik paymi1 Amerika ve Brezilya olugturmaktadir (Cizelge 2.2).
Tiirkiye’de ise 22 milyon ton toplam akaryakit tiiketimi mevcuttur ve bunun 3

milyon tonu benzinle kargilanirken, sadece 160 bin tonu biyoetanoldiir.
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Sekil 2.1 Diinyada 1975-2005 yillar1 arasinda biyoetanol iiretimi (Elektrik Isleri Etiit
Idaresi Genel Miidiirliigii).



Cizelge 2.2 2005 yilinda diinya iilkelerinde yillik biyoetanol iiretim miktarlar1 (Elektrik

Isleri Etiit Idaresi Genel Miidiirliigii).

Ulke Uretim (milyon litre) | Uretim (milyon galon)
A.B.D. 16.214 4.283
Brezilya 16.067 4.244
Cin 3.800 1.004
Hindistan 1.700 449
Fransa 910 240
Rusya 750 198
Kuzey Afrika 390 103
Ispanya 376 99
Almanya 350 92
Tayland 300 79
Ingiltere 290 77
Ukrayna 245 65
Kanada 230 61
Polonya 220 58
Endonezya 170 45
Suudi Arabistan 170 45
Arjantin 165 44
Italya 150 40
Avustralya 125 33
Japonya 113 30
Diger Ulkeler 2.139 565
Toplam 44875 11.855

2.2. Biyoetanol Uretiminde Kullanilan Hammaddeler

uretiminde kullanilan hammaddeler

Biyoetanol genel olarak 2’ye
ayrilmaktadir. Basit sekerleri igeren ve nisasta igerigi yliksek hammaddeler birinci
jenerasyon; seliiloz igeren biyokiitle ise ikinci jenerasyon hammaddeler grubuna

girmektedir (Nigeria, 2010). Basit seker veya nisasta igeren materyallerin



biyoetanole g¢evrimleri kolaydir ve seker kamisi, musir, seker pancari, meyve
posalari, turuncgiller birinci jenerasyon hammaddelerindendir. Kompleks
sekerlerden seliiloz igerigi yiiksek ikinci jenerasyon hammaddelere ise seliilozla
birlikte hemiseliiloz ve lignin igeren kavuz, findik kabugu, aycicegi sap1 drnek
verilebilir. Bu hammaddelerin substrat olarak degerlendirilebilmesi i¢in dncelikle
hidrolizasyona oldukg¢a direncli ligninin degradasyonu gerekmektedir. Kullanim
oncesi c¢esitli zorluklar1 ve maddi giderinin yiiksek olmasi nedeniyle, gliniimiizde
biyoetanol iiretiminin % 70’ini birinci jenerasyon hammaddeler olusturmaktadir

(Raposo et al., 2009).

Brezilya’da biyoetanol iiretimi seker kamisindan ekonomik bir
fermantasyonla saglanmaktayken, Amerika misirdaki nisastayi substrat olarak
kullanmaktadir. Avrupa Birligi ise, Aralik 2010 tarihi itibariyle tasinim
yakitlarinin =~ % 5,75’inin  organik biyokiitle kaynaklardan saglanmasini
hedeflemistir. Avrupa Birligi iilkeleri biyoetanol iiretimi i¢cin saman ve diger
cesitli agro-endiistriyel atiklar1 degerlendirmeyi tercih etmektedir (Raposo et al.,
2009). Bu alanda yiiriitiilen ¢alismalar, kullanilan alternatif hammaddelerden en
uygununun belirlenmesi ve iiretim verimini arttirilmaya yoneliktir. Lignoseliilozik
ve agro-endiistriyel atiklardan biyoetanol tretimi; geleneksel proseslere gore
sagladiklar1 genis hammadde secimi spektrumu ve yiiksek seker igerigi gibi

avantajlartyla en uygun tercihler olarak belirlenmistir (Kim and Dale, 2004).

Agro-endiistriyel atiklardan sivi etanol {iretimi tarimsal alanlarda yeni is
olanaklarinin dogmasini saglar ve bu yoniiyle iilkenin sosyoekonomik gelisiminde

de pozitif bir rol oynar (Wyman et al., 2005; Chandel et al., 2007).

2.3. Agro-Endiistriyel Atiklar

Agro-endiistriyel atiklar; hammadde olarak tarimsal fdirtinleri kullanan
endiistrilerin yan iiriinleridir. Ornegin, seker kamisi kiispesi seker sanayinin bir
atigiyken, meyve posasi, meyve suyu sanayinin yan Uriiniidiir (Gomez et al.,
2008). Bu biyolojik temelli kaynaklar elverisli, ucuz, bulunabilirligi yiiksek, temin
edilmesi kolay hammaddelerdir ve yakit liretimi i¢in kullanilabilmektedir (Alzate

ve Toro, 2006). Meyve suyu sanayi ati§1 olan ayva posasinda, kuru maddede



yaklasik % 17, elma ise % 13 (w/w) seker bulunur ve bu sekerler igerik
ylizdelerine gore sirayla fruktoz, glukoz ve sakkarozdur (Cemeroglu ve
Karadeniz, 2001). Fruktoz ve glukoz ayni kimyasal formiile sahiptir ve birbirinin
yapisal izomeridir; sakkaroz ise iki molekiiliin bir araya gelmesiyle olugsmus bir
dimerdir (Sekil 2.2). Meyveler basit sekerler disinda seliiloz, hemiseliiloz, pektin
ve nisasta gibi polisakkaritleri de icerirler. Polisakkaritler genellikle posaya dahil
olan kabuk ve c¢ekirdekte olur. Nisasta meyvelerde olgunlasma Oncesi agamada
bulunur ve meyve olgunlagma ile miktar1 azalir; tam olgun meyvede tamamen
kaybolur. Pektik madde ise meyvede en ¢ok bulunan polisakkarittir ve pektik
maddelerin basinda gelen pektin bitki hiicresinin 6zellikle orta lamellerinde ve
hiicre membraninda bulunur. Ayrica bulundugu yer meyveden meyveye farklilik
gosterebilir; 6rnegin portakal kabugu yiliksek miktarda pektin icerir (Cemeroglu

ve Karadeniz, 2001).

Azotlu maddelerin meyvelerdeki miktar1 ¢ok diisiiktiir (Cizelge2.3) ve taze
agirhgin - %0,01-0,3'i  kadarmmi1  olusturur. Meyvelerdeki azotlu bilesiklerin

baslicalar1 aminoasitler, peptitler, proteinler ve proteidlerdir.

Meyve suyu sanayi artigi olan meyve posalart iyi bir besin kaynagidir
ancak,  bir kismi hayvan yemi olarak kullanilirken biiyiikk ¢ogunlugu
degerlendirilmeden atilmaktadir (Yurdagel et al., 1997). Birinci jenerasyon
hammadde olarak da nitelendirilen meyve posalartyla, igerdigi basit sekerler
nedeniyle daha kolay biyoetanol iiretimi gergeklestirilebilmektedir (Nigeria,

2010).
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Sekil 2.2 Glukoz, fruktoz ve sakkarozun kimyasal yapilari.

Cizelge 2.3 100 g hammadde bazinda iceriklerine gore birinci nesil agro-endiistriyel atiklar

(Nigeria, 2010).

Hammadde | Ortalama Seker | Azotlu Madde Yai (@ Vitamin ve
Adi (g) (g) Mineral (mg)
Ayva 17 0,04 0,5 32
Uziim 15,0 0,7 0,3 250
Elma 13 0,03 0,4 160
Ananas 11,7 0,3 0,5 110
Armut 10 0,5 0,3 163
Seftali 7,6 0,7 0,1 240
Portakal 5,4 1 0,2 300

Taze meyvelerin toplam kuru maddesinin yaklasik % 70-90'ini su olusturur.
Kalan kati maddenin % 75'" suda ¢Ozlniir kuru madde, % 25'i ise suda
¢oziinmeyen kuru maddedir. Meyveler preslenince elde edilen meyve suyunun
suda ¢Ozlniir icerigi ile posanin ¢oziinliir kuru madde miktarlart aynidir

(Cemeroglu ve Karadeniz, 2001).

Kullanilacak substrat se¢imi yapilirken seker igeriginin yani sira, metabolize
edilebilirligi, varsa diger kullanim alanlari, bulunabilirligi ve mevsimselligi
dikkate alinmalidir. Ornegin bugday sapi, sorgum ve arpa sapt gibi atiklar
hayvansal yem olarak kullanilmas1 ve yiiksek oranda lignin icermesi nedeniyle;

etanol liretiminde tercih edilmezler (Saha et al., 2005).
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Tiirkiye’de yilda 610 bin ton ayva iiretilmektedir ve 20 bin ton ayva ihraci
ile, Avrupa’nin ayva ihtiyacinin % 35’1 iilkemizden saglanmaktadir (Tirkiye
Istatistik Kurumu, 2008). Ulkemizde yilda 2 milyon ton iiretilen elma ise
diinyadaki iiretime gore 3. siradadir (Tiirkiye Istatistik Kurumu, 2009). Elma ve
ayva atiklarin yiiksek fruktoz ve glukoz igeriklerinin yani sira diisiik maliyetleri
ve yliksek oranda bulunabilirlikleri de, etanol {iretimi i¢in potansiyel bir substrat

olabilecekleri fikrini desteklemektedir.

2.4. Biyoetanol Uretiminde Kullamlan Mikroorganizmalar

Halen etanol iiretiminde kullanilan S. cerevisiae ve Zymomonas mobilis
tiirleri hammadde olarak heksozlar1 kullanir ve pentozlari metabolize edemezler.
Bu mikroorganizmalar, anaerobik kosullarda Embden-Meyerhof yolag: ile
glukozu etanole doniistiiriirler. Zymomonas mobilis tiirleri bir mmol glukoz basina
1.9 mmol etanol iiretebilmektedir (Cizelge 2.4) (Kosaric ve Vardar-Sukan, 2001).
Rekombinant olmayan FEscherichia coli suslar1 ise birgok heksoz ve pentozu
(glukoz, ksiloz vb.) karbon kaynagi olarak kullanabilmektedir. Anaerobik
kosullarda mutant olmayan E. coli bu sekerleri piriivik asit, format, asetat, laktat,
suksinat ve eser miktarda etanole metabolize edebilmektedir (Bock ve Sawers,
1996). Z. mobilis ve S. cerevisiae suslarina gore daha kisa siirede daha yiiksek
bliylime hizlari, kompleks ortamda daha basit gereksinimleri nedeniyle,
aragtirmacilar rekombinant E. coli tiirleri ile daha yiiksek verimde {iriin eldesi

caligmalarina yonelmislerdir.

Biyoetanol iiretimine yonelik son c¢alismalar etanol verimini arttirmak icin
rekombinant teknolojilerle yeni suslar gelistirilmeye yoneliktir. Bunun i¢in 2
metot tercih edilebilir: (1) dogal etanol iireticisi bir mayaya pentoz metabolik
yolagr eklemek, (2) heksoz ve pentozlari pargalayabilen dogal bir
mikroorganizmaya etanol verimini arttiracak genleri eklemek (Jeffries ve Jin,
2000; Dien et al., 2003; Chandel et al., 2007). Ancak mayalarin nispeten diigiik

iretim ve ¢ogalma hizlarindan dolay1 ikinci yontem daha cazip goriilmektedir.
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Cizelge 2.4 Mezofilik ve termofilik bakterilerin esas fermentasyon iiriinii olarak etanol

iretimi (Kosaric ve Vardar-Sukan, 2001).

Mezofilik Bakteri mmol Glukoz basina iiretilen mmol Etanol

Clostridum sporogenes 4.15°
Clostridium indolis (patojen) 1.96"
Clostridium sphenoides 1.8°
Clostridium sordelli (patojen) 1.7
Zymomonas mobilis (syn. anaerobica) 1.9 (anaerob)
Zymomonas mobilis ssp. pomaceae 1.7
Spirochaeta aurantia 1.5
Spirochaeta stenostrepta 1.46
Spirochaeta litoralis 1.1
Erwinia amylovora 1.2
Leuconostoc mesenteroides 1.1
Streptococcus lactis 1.0
Sarcina ventriculi (syn. Zymosarcina) 1.0

Termofilik Bakteri :;Z; mmol Glukoz basina iiretilen mmol Etanol
Thermoanaerobacter ethanolicus | 78 1.9
Clostridum 78 1.6
thermohydrosulfuricum
Bacillus stearothermophilus 78 1.0
Thermoanaerobium brockii 78 0.95
Clostridium 68 1.1
thermosaccharolyticum
Clostridium thermocellum 68 1.0

* Cok yliksek miktarda maya ekstrakti varliginda

Escherichia coli, Klebsiella oxytoca ve Zymomonas mobilis genel bir
endiistriyel uygulama i¢in en uygun tiirler olarak belirlenmistir (Dien et al., 2003).
Gilinlimiizde yapilan aragtirmalardan  biri  simiiltane  sakkarafikasyonla
fermentasyon (SSF) icin uygun gram pozitif ve termofilik bir rekombinant sus
gelistirmektir. Ancak bu konu cok yeni giindeme gelmistir ve SSF i¢in heniiz

uygun bir sus olusturulamamustir.
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Etanol veriminin arttirilabilmesi i¢in kullanilacak olan susun rekabetli
reaksiyonlart elimine edilmelidir. Bu suglarda ise gen ekspresyonu igin
plazmidlere ihtiya¢ duyulur; ki bu plazmidler se¢ici olmayan ortamda biiyiliyen
kiiltiirlerde kaybolabilir. Bu nedenle uygun bir sus gelisimindeki Onemli
adimlardan birisi de, optimal etanol {iretimi i¢in uygun ve kalict bir gen
ekspresyonu ile entegre edilmis rekombinant genlerin olusturulabilmesidir. Bu
durum arastirmacilari uygun ortam optimizasyonu ve uzun donemli adaptasyon

stratejilerinin belirlenmesine itmistir.

Metabolik miihendisligi ve rekombinant DNA teknolojisindeki gelismelerle,
iirlin olusum yolag1 ya da hiicresel 6zelliklerin gelistirilmesiyle verimi arttirmaya
yonelik  onemli ilerlemeler kaydedilmistir (Stephanopoulos, 1999). Gen
ekspresyonunun rekombinant DNA teknolojisiyle modifikasyonu, spesifik
verimliligi ve metabolik akiy1 arttirarak daha iyi iiretim yapabilen suslarin
dogmasina yol agmustir. Etanol iiretimi i¢in rekombinant E. coli suslar
gelistirilmeye baglanmis, boylece diger {lirlinlerin iiretimi baskilanarak etanol
iiretim titresi arttirilmaya c¢aligilmistir (Ingram et al., 1998, 1999; Ohta et al.,
1991). E. coli KOI1 susu, endiistriyel uygulamalar i¢in gelistirilmis bir
rekombinant sustur (Ingram et al., 1998, 1999; Ohta et al., 1991).

Etanol iiretimi icin gelistirilmis rekombinant E. coli tiirlerinin bir
biyokatalist olarak kullanimi; genis spektrumda c¢esitli sekerleri fermente
edebilme yetenegi, kompleks biiyiime faktorlerine ihtiya¢ duymamasi endiistriyel
olarak zaten kullanilabilirligini ispatlamasi (6rnegin rekombinant protein liretimi)
gibi bir¢ok {istlinliik sunar (Ingram et al. 1998). E. coli sekerleri fermente ederek
etanol ve cesitli organik asitleri olusturur (Sekil 2.3A). Etanol, piriivat format
liyaz (PFL) kullanilarak piriivattan elde edilir. Bu fermentasyon yolagi dengede
degildir, ¢linkli sekerlerden olusturulan her bir piriivat i¢in bir tane NADH,H+
iretilirken, piriivat1 etanole doniistiirmek icin iki NADH,H+ gerekmektedir. Bu
dengenin saglanabilmesi i¢in E. coli asetik asit ve siiksinik asit de dretir. S.
cerevisiae ve Z. mobilis ise homoetanol fermentatiftirler, ¢iinkii bunlar pirtivattan
etanol liretmek icin sadece bir tane NADH,H+ tliketen piriivat dekarboksilazi
(PDC) kullanirlar. Bu nedenle pdc eksprese eden E. coli susu ile sadece etanol

iiretiminin saglanabilecegi diisiiniilmiistiir (Dien et al., 2003). Pirlivat1 etanole
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cevirmek icin mayalardakine benzer bir yolagin eklenmesiyle yapilan ilk
denemeler, E. coli tiiriindeki dogal alkol dehidrogenaz (ADH) aktivitesinin etanol
iretimi acisindan yetersiz olmasindan dolay1 basarisiz olmustur. Ingram et al.
(1998), Z. mobilis tiirtiniin genomik kiitiiphanesinden adh II genini izole edip,
ADH aktivitesi i¢in yeni bir indikatér ortam olusturmuslardir. pdc ve adh II
eksprese eden bir plazmidle transforme edilmis bu E.coli susunun ¢ok daha
yiiksek etanol tiretebildigi belirlenmistir (Sekil 2.3B), iistelik s6z konusu genlerini
tastyan plazmidlerin antibiyotikli ortam varliginda E. coli KOI1 susundan
ayrilmadig1 bilinmektedir (Ingram et al., 1998; Dien et al., 1997; Olsson et al.,
1996). Entegre edilen her iki gen de lac promotoru kontroliinde ko-eksprese edilir
ve bu yeni operona PET (etanol iiretimi) operonu adi verilmistir (Ingram et al.
1998). Bu dogrultuda kisaca, etanologenik KO11 susuna; Z. mobilis susundan
alinmig olan ve piriivat format liyaz (pfl) promotoru kontroliinde bulunan etanol
yolagini igeren genler [piriivat dekarboksilaz kodlayan pdc ve alkol dehidrogenaz
kodlayan adhB genleri] eklenmis, suksinat iiretimini elimine eden anaerobik
fumarat rediiktaz geni delesyona ugratilmistir (Ingram et al., 1998; Ohta et al.,
1991). Ayrica kloramfenikol agiltransferaz (caf) kodlayan gen markor olarak pfl

genine entegre edilmistir.
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Sekil 2.3 A. E. coli K12’nin glukoz fermentasyonu sonucu agiga ¢ikardig: tipik iiriinler.
Tiiketilen 100 mol glukoz basina iiretilen iiriinlerin mol miktarlar1 verilmistir (Gottschalk, 1986)
ve karbonun %91°1 fermentasyon {iriinii olarak hesaba katilmistir. B. pet operonu eklenmis £. coli
tiim glukozu sadece etanole doniistiiriir ve bu sus (KO11) ayrica suksinat iiretimini bloke eden bir
mutasyona da sahiptir. Uretilen etanol miktarina gére ortaya ¢cikan CO, miktar1 206 mol kadardir

(Dien et al., 2003).

E. coli KOI11 susu agro-endiistriyel hammaddede de bulunan ¢ok ¢esitli
sekerleri kullanabilmektedir (Ingram et al., 1998; Ohta et al., 1991). Kosaric ve
Vardar-Sukan’in (2001) belirledigine gore misir hidrolizati igerikli ortamda KO11
susunun etanol tiretimi 21-34 g/L ve verimi 0.41-0.5 g etanol/g tiiketilen seker’dir.
Endiistriyel tiretimde kullanilan S. cerevisiae ve Z. mobilis tirlerinde ise verim 0.3

g/g’dir (Garay-Arroyo et al., 2004).
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2.5. Biyoproseslerde Ol¢ek Biiyiitme Parametreleri

Mikrobiyal proseslerin dizayn1 ve gelisimi; {rlin, mikrobiyal sus,
biyodoniisiim kosullar1 gibi birgok parametreye baghdir. Bu nedenle bir prosesin
kisa siirede istenen verimlilik ve verimde gergeklestirilmesi i¢in en uygun
yaklasimin belirlenmesi gerekmektedir. Bu degerler dlgek biiytitiiliirken miimkiin
oldugunca sabit tutulmalidir. Ortam dizayni ve optimizasyon islemleri erlenlerde
paralel olarak kolaylikla ve kisa silirede yapilabilmektedir; ancak iiretimin
endiistriyel olabilmesi i¢in biiyilkk ¢apta da yiiksek hacimsel verimlilik
saglayabilmelidir. Biyoreaktorde gerceklesen transport olaylar, kiitle transferi, 1s1
transferi ve kimyasal reaksiyonlar1 etkileyen bircok parametrenin var olmasindan
dolay1 oOlgek biiylitme islemi olduk¢a zordur (Marques et al., 2010). Bu
parametreler kiitle transferi, karigma, homojenite, verilen gii¢, karistirmadan
kaynaklanan kayma gerilimi, diliisyon hizi, substrat ve iirlin konsantrasyonu,
mikronutrientler, stabilizor ajanlari, sicaklik ve pH ile iliskilidir. Biyokimyasal
parametreler biyodoniisiim/biiylime kinetikleriyle optimize edilirken; fiziksel
parametreler proses dizayni ve caligma kosullartyla belirlenir. Olgek biiyiitme
parametreleri fiziksel parametreler arasindan segilir. Degistirilen parametreler
genel olarak oksijen destegi, 1s1 transferi ve karigma, havalandirma, karistirma,
karisma zamani, saftta verilen gii¢, oksijen transfer katsayisidir. Genellikle bu
fiziksel parametreler birbiriyle ya da diger degiskenlerle kombine halde sabit
olacak sekilde kullanilir ve bu nedenle Olgek biiylitme parametresi olarak
adlandirilirlar (Schmidt, 2005). Ancak her biyoproses icin uniform bir 6lgek
biliyiitme stratejisinden soz edilemez. Bu nedenle uygun bir ol¢ek biiyiitme
yaklagimi, her iirlin ve susa 6zel olarak denenerek belirlenmelidir (Burke, 2008).
Olgek biiyiitmek igin kullanilan parametreler; benzer k;a degeri, benzer hacimsel
gii¢ tiikketimi, sabit Reynolds sayisi (Re), sabit karistirict ucu hizi, esit karisma ve

resirkiilasyon siiresidir.
2.5.1. Benzer Kkiitle transfer katsayisina gore olcek biiyiitme
Endiistriyel aerobik biyoproses iiretimlerinde oksijen, biiyiime, bakim ve

irlin dretimi icin temel bir ihtiyagtir ve biyoreaktore diizenli bir sekilde

beslenmelidir. Biyoprosesler genellikle derin kiiltiirde gerceklestirilir; ancak 25°C
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ve 101 kPa basingta 0,272 mmol/L oksijen ¢dziiniir; bu nedenle oksijen siirlayici
faktor teskil eder. Reaktdrde sivi ortama oksijen destegi gerekmektedir ancak
kiitle transferi pek c¢ok parametreden etkilenir. Bunlarin basinda sivi reolojisi,
calisma kosullar1 (basing, sicaklik, ¢6zlinmiis tuz konsantrasyonu vb.) ve reaktor
geometrisi gelir. Oksijen transfer hizi (OTR) karistirmanin ve havalandirmanin
artmastyla artar. Oksijen transfer hiziyla iligkili oksijen transfer katsayisi, kia,
genel olarak 3 sekilde ol¢iiliir. Bunlar yatiskin hal yontemi, yatiskin olmayan hal
yontemi ve siilfit metodudur. Yatigkin hal yontemi oksijen elektrodu ile yapilir,
kesin sonug verir, mikroorganizmali sivida 6l¢lim alinabildigi i¢in pratiktir; ancak
oldukca pahaldir. Siilfit metodu ise SO5’iin Cu™ varliginda O, ile birlesmesiyle,
SO, olusumuyla iliskilidir, siilfat iiretimi siilfat titrasyonuyla belirlenir ve iiretim
sirasinda ortam kosullarina etkiyecegi i¢in yapilmasi zordur. Ancak yatiskin
olmayan hal metoduyla kolaylikla 6l¢tim alinabilmektedir. Bu yontemle zamanla
doygunluga wulasan sividaki oksijenin konsantrasyonu oksijen probuyla
belirlenebilir. Kiiciik Olcekte belirlenen kra degerini saglayan karistirma veya
havalandirma hiziyla biiyiik 6lgekte tiretim yapildigindan benzer kpa parametresi

kullanilir (Demirci, 2010).

Aerobik biyodoniisimle yapilan fermentasyon sistemlerinde Olgek
biiytitiiliirken gaz-s1vi kiitle transferinin etkisi en 6nemli faktordiir (Hubbard et al.,
1994). Bu nedenle benzer kya ilkesiyle 6l¢ek biiylitme mikroorganizmanin ihtiyaci
kadar oksijen saglanan aerobik fermentasyonlarda en sik kullanilan o&lgek
bliyiitme parametresidir (Hubbard et al., 1994; Herbst ve Schumpe, 1992; Ju ve
Chase, 1992).

2.5.2. Hacim basina tiiketilen gii¢ parametresine gore ol¢cek bilyiitme

Gii¢ tiiketimi biyokimya miihendisligi icin temel bir parametre olmasinin
disinda Olcek biiylitme ve reaktdr tasarimi ig¢in de Onemli bir kriterdir. Hacim
basma gii¢c tiiketimi (P/V), belirli siirede bir tank i¢indeki sivinin hareketini
saglamak icin gerekli enerji miktar1 olarak tanimlanir (Alam ve Razali, 2005).
Hacim basina gii¢ tiiketimi; tiirbiilans derecesi ve ortamin sirkiilasyonunu, 1s1 ve
kiitle transferiyle karisma ve sirkiilasyon siiresinin etkisini temsil eden bir

terimdir. Hacim basina gii¢ tiiketimi sabit tutularak yapilan ilk iiretim penisilin
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iretimidir ve giiniimiizde diistik karistirma ve havalandirma hizlarinda caligilan
(enerji gereksinimleri diisiik) prosesler icin basariyla uygulanmaktadir. Ciinkii bu
tiretimlerde biiylik hacimli tanklarda hiicreye zarar verebilecek biiytikliikte kayma
gerilimi etkisi yoktur. Bu proseslerde sabit P/V degeriyle 6lgek biiyiitiildiigiinde,
kra degerinde onemli miktarda degisiklik goriilmez, bu nedenle hiicrenin oksijen

ithtiyacini karsilayamama problemi ortadan kalkar.

Bu metot havalandirma verimi ile birim hacim basina gii¢ tiikketimi arasinda
oran kurar. Bu oran tam tiirbiilans bolgesinde net bir sekilde goriilmektedir.
Fungus ve streptomycetes gibi viskoz kiiltiirlerle ¢alisildiginda, yiiksek karistirma
hizlarinda bile tiirbiilans rejime ulasilamayabilir ve benzer P/V oraniyla 6lgek
biiylitmek zorlagsmaktadir (Mohamad et al., 2001). Bu nedenle havalandirma
verimli bir sekilde saglanabilecekse birim hacim basina gii¢ tiikketimi prensibiyle
6leek bityiitilmelidir (Geankoplis, 1993). Genel olarak gii¢ tiketimi 1-3 kW/m®
olan fermentasyon sistemlerinde, 6l¢ek biiylitme parametresi olarak P/V orani

kullanilir (Zhang et al., 2005; Nielsen et al., 2003).

Rushton et al. (1950) havalandirmasiz bir sistemde karigtirmanin giig
girdisini (Po), Di karistirict capli N karigtirma hizli reaktdrde birimsiz giic
sayistyla (Np) Denklem 2.1°deki gibi hesaplamislardir. Re sayist belirlenerek

reaktordeki sivi rejimine ve kullanilan bicak tipine gére Np degeri Sekil 2.4’ten

bulunur.
102
- . Laminar / Rushton Tirbin
f N ' Tﬁ:bﬁllans
™. Gegis bolgesi  pm » r—
2‘ - T — S~ Paddle
B I
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Sekil 2.4 S1vi rejimi ve kullanilan bigak tipine gore Re ve Np sayist arasindaki iliski.

Po=Npxpx N® x D
Denklem 2.1

Havalandirmasiz tanklarda gii¢ tliketimi, havalandirmali tanklardan daha
fazladir. Cilinkii karistirmali bir reaktére hava beslendiginde sivi fazin goriiniir
yogunluk ve viskozitesi azalir. Bunun nedeni havalandirmali iretimlerde gaz
kabarciklarmin dispersiyonudur. Sivi 6zelliklerindeki bu degisimler havalandirma
icin gerekli giice etki eder. Diisiik bigak hizlarinda gaz, efektif olarak dagilamadan
bicak boyunca yiikselerek sistemi terk eder ve bu duruma fasma denir. Yiiksek
karigtirma hizlarinda ise s1vi yogunlugundaki degisim nedeniyle saftta uygulanan
giic azalir ve bu azalma havalandirma sayisiyla iligkilidir. Havalandirmali bir
tankta gii¢ tiiketimi (Pg) hesabi ise Denklem 2.2°deki gibidir (Bailey and Ollis,
1986).

. - wOdh
P’ND;
}D,‘,’ = ”E[ fb[l.hfiz ]

Denklem 2.2

Burada m, kullanilan bigak tiirline gore sabit bir katsayiy;; Q ise,
havalandirma hizin1 simgelemektedir. Rushton tiirbin tipi karistiricilarda m degeri

0,832’dir (Badino et al., 2001).

2.5.3. Sabit kanistirici ucu hiziyla ol¢cek biiyiitme

Bicak ucu hiz1 veya karistirict ucu hizi, kayma gerilimi ile morfoloji
arasindaki iliskinin ¢ok iyi bilinmedigi durumlarda 6nemli bir 6lgek biiyiitme
parametresidir. Bu nedenle misel kiiltiirleri, dallanmali maya, filament6z bakteri
gibi hiicre hasar1 olan biyoproseslerde tercih edilmesi gereken bir parametredir.
Bas parmak kuralina gore mikroorganizmalar i¢in 4 m/s, funguslar icin 3,2 m/s

karigtirma ucu hizinin {istiinde hiicre hasar1 meydana gelir (Marques et al., 2010);
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ancak gercek deger sivi reolojisi gibi birgok faktore gore degisiklilik gosterir.
Sabit karistirict ucuyla 6lgek biiylitme hasar gérme riski diisiik bakteri ve mayalar
icin ¢ok tercih edilmez. Benzer karistirict ucu hiz1 ile 6lgek biiyiitiiliirken P/V
degeri genellikle azalir; bu durum havalandirma verimine etki eder. Eger
miimkiinse bu durumda daha fazla bigakli karistiric1 kullanilabilir; boylelikle P/V
degeri de sabit kalir (Midler ve Finn, 1966).

2.5.4. Benzer Reynolds sayilariyla dl¢ek biiyiitme

Reynolds sayisi sivinin akis hareketi hakkinda bilgi verir. Prosesteki
havalandirmanin etkisi dahil edilmedigi icin, sabit Re sayis1 fermantasyonlarda
Olcek biyiitiiliirken ¢ok sik tercih edilmez (Ju ve Chase, 1992). Ayrica, dlgek
bliyiitmede yliksek Re sayilari tercih edilir.

2.5.5. Sabit karisma zamamyla ol¢cek biiyiitme

Karigsma zamani, reaktdre tek bir noktadan eklenen etkenin reaktor iginde
homojen dagilmasina kadar gegen siire olarak tanimlanmaktadir (Marques, 2010).
Genel olarak karigma zamani tm tipik olarak Olciilebilmenin yani sira, teorik

olarak Denklem 2.3 ile hesaplanabilir. Nf, reaktordeki pompalama sayisidir.

v
tm=——————"7
Ny x N x D3

Denklem 2.3

Biyoproseslerde 6lgek biiylitme, laboratuar sonuglarindan gelistirilen
verilere bagli olarak herhangi bir hacimde {retim yaparken prosesteki
degiskenlerin belirlenmesiyle yapilir. Re, karistirma hizi ve havalandirma hizi gibi
degerlerin degismesi ile ¢esitli parametrelerin  benzerlik prensibi dlgek
bliyilitmenin temellerini olusturur. Herhangi bir proses i¢in evrensel bir Olgek
biiylitme stratejisi bulunmamaktadir ve o prosese ait “en iyi” Ol¢ek biiyiitme

parametresi kullanilan hiicre, ortam kosullari, reaktér geometrisi gibi pek c¢ok
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etkene baghdir. Bu nedenle denenen parametrelerden en yiiksek verimliligi veren

iiretim 6lcek biiyiitme i¢in en uygun stratejidir.
2.6. Biyoetanol Eldesinde Kullamlan Altakim Islemleri

Uretilen biyoetanoliin yakit olarak kullamilmasi igin oncelikle fermentor
sivisindan ayrilmasi1 ve saflastirilmasi gerekmektedir. Etanoliin alt akim
islemleriyle eldesi icin kullanilan distilasyon ve ekstraksiyon gibi bilinen
yontemlere alternatif olarak yiiksek saflikta iiriin konsantrasyonu (%99,5’in

izerinde) saglayan pervaporasyon teknigi gelistirilmeye ¢alisiimaktadir.

2.6.1. Geleneksel yontemlerle biyoetanol eldesi

Etanoliin siirekli ayrilmasi i¢in kullanilan geleneksel teknikler; vakum
distilasyonu, ekstraktif =~ fermentasyon, vakum fermentasyonu, hidrofobik
adsorbantla on-line adsorpsiyon, solvent ekstraksiyonu, perstraksiyon (membran
eklenmis solvent ekstraksiyonu), membran pervaporasyonu ve CO, ile gaz
stripping’dir (O’Brien et al., 2000). Adsorpsiyon fermentasyon ortamindan
nutrientlerin uzaklagmasina, ekstraksiyon ve perstraksiyon kiiltlir toksisitesine,
gaz stripping ise diislik solvent uzaklagim hizina sahip oldugu icin on-line etanol
seperasyonu i¢in yeterli bulunmamaktadir (Aroujalian ve Raisi, 2009). Etanol
ayrimi i¢in yapilan ¢alismalarin bazilar1 kullanilan teknige ve ayrim verimlerine

gore karsilagtirmali olarak Cizelge 2.5’te verilmistir.

Cizelge 2.5 Etanoliin ayrilmasinda kullanilan teknikler ve ayrim giigleri

Ayrim Teknigi | Sicakhk (°C) | Proses Siiresi (h) | % Etanol Eldesi Referans
Entegre vakum Cysewski and Wilke,
distilasyonu 3 10 50 1977

Adsorbsiyon 35 30 50 Bul et al., 1985
Distilasyon 100 10 80 Jamsak et al., 2007
Pervaporasyon

(PDMS-PAN 70 12 99 Staniszewski et al., 2007
membran)

2.6.2. Pervaporasyon
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Pervaporasyon  teknigi, organik komponentin sivi  soliisyondan
uzaklagtirilmasina dayanir ve bu teknikle beslemedeki spesifik komponentler
vakumla membrandan gecer. Molekiiliin boyutuna gore (mikrofiltrasyon) ayrim
yapan veya yiiksek basing gerektiren ters ozmos sistemleri gibi membran
tekniklerinden farkli olarak, pervaporasyonda yapilan ayrim molekiiler temeldedir
ve molekiiliin kimyasal yapisina baglidir. Membranin iki kismi arasindaki
komponentin kismi buhar basincindaki degisim transmembran transportunda
ylriitiicli giic olarak rol alir. Sivi fazdan gegen molekiiller (doygunluktaki kismi
buhar basincinda) permeat kismina geger ve burada kismi buhar basinci
doygunlugun altindadir. Bu nedenle membranm terk eden komponent sivi fazda

bulunmaz, buhar fazindadir; bu nedenle buhar olarak ayrilir (Sekil 2.5).

Organofilik membranla ayrim yapildiginda, organik madde membran iginde
cozlinerek membran boyunca diflize olur, ardindan permeat kisminda vakumla
yogunlastirilarak fermentor sivisindan uzaklastirilir. Bu proseste sividan buhara
dogru bir faz degisimi olur ve prosesin basarisi segicilik (organik komponentin
uzaklagim miktari) ile aki (membran alani basina membrandan gecen organik

ucucu) degerlerine baglidir (O’Brien et al., 2000).

Ticari organofilik membranlar kullanilarak yapilan ¢alismalarda, agirlikga
% 5 etanol igeren ¢ozeltiden, % 42 w/w etanol konsantre edilmistir (O’Brien et
al., 2000). Slater et al. (1990), polidimetilsiloksan membranla maksimum 10,2
secicilikle (50°C) ve 125g/m*/h akida etanol separasyonu yapmuslardir. Agirlik¢a
%2’lik etanol-su karisimini ayirmak i¢in PDMS membran kullanilan bir baska
calismada 30°C°de 86 g/mz/h etanol akisi ile 2.85 secicilikle; 60°C’de 465 g/mz/h

etanol akisi ile 2.25 segicilikle elde edilmistir.

Endiistriyel uygulamalarda kullanilan membranlarin baglicalar1 sunlardir

(Sulzer Co.);

eHidrofilik membran: Membranin sahip oldugu kimyasal 6zellikleri
nedeniyle yiiksek su affinitesinin oldugu membranlardir. Bu nedenle su
membran boyunca ¢ozlinlirken; polar olmayan organik molekiiller
membrandan gegemeden besleme kismindan tanka geri dondiiriiliir. Alkol,

ester, eter, keton, hidrokarbon gibi karisimlardan su ayriminda
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kullanilirlar. Hidrofilik membranlarin seciciligi oldukca yliksektir ve
PERVAP 2201 hidrofilik bir membrandir ve < % 90 su igerikli
karigtmlarin - ayrimi  i¢in  uygundur. Maksimum dayanim sicakligi

107°C’dir.

¢Organofilik membran: Ayrilacak komponentin non-polar oldugu
durumlarda kullanilir. Bu molekiiller membrandan gecerken, diger polar
komponentler ve su tanka geri dondiiriiliir. Bu nedenle organik
membranlar sulu sistemlerden ugucu organiklerin uzaklastiriimasinda

kullanilir.

¢Organik-organik ayrim membrani: Birden fazla organik komponent
igeren sividan, istenen molekiiliin ayrimin1 saglayan yiksek secicilige

sahip bir membran cesididir.

Asimetrik veya ince-film
kompozit membran

Buhar
Sivi Permeat,
Besleme, P2
P1
Sivi faz Buhar faz
Sivi
Retentant
P1>P2

Sekil 2.5 Pervaporasyonun sematik gdsterimi

Etanol seperasyonunda pervaporasyon icin yiiksek etanol permeabilitesi ve

diisiik su permeabilitesi gosteren membranlar kullanilmalidir (Huang et al., 2009).
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Cok yiiksek etanol konsantrasyonuna (> % 90 w/w) sahip sulu c¢ozeltilerden
etanol eldesi i¢in seramik membranlar kullanir. Ancak fermentasyonla elde edilen
biyoetanol konsantrasyonu agirlikca % 5’1 gegcmez; bu nedenle fermentorii terk
eden sividan biyoetanol eldesinde seramik membranlar tercih edilemezler
(Thongsukmak ve Sirkar, 2009). Etanol-permselektif membran olarak kullanilan
baslica polimerler poli [ 1-(trimetilsilil)-1-propin] (PTMSP) ve
polidimetilsiloksandir (PDMS). PTMSP membranlar ¢ok iyi aki ve yeterli etanol-
su separasyon faktoriine sahiptirler; ancak performansi zamanla degismektedir.
PDMS membranlar ise giiniimiizde en sik tercih edilen polimerdir. PDMS, gaz ve
ucucular i¢in en yliksek permeabiliteye ve su i¢indeki organik kimyasallar i¢in
endiistride kullanilan diger polimerlere gore daha yiiksek separasyon
performansina sahiptir (Huang et al., 2009). Membran modiilii olarak oleyil alkol
kullanildiginda ise, etanol % 14 w/w’ye kadar saflastirilabilmistir (Thongsukmak
ve Sirkar, 2009).

Ugucu driinler i¢in kullanilan  pervaporasyon diger tekniklerin
dezavantajlarmna sahip olmamasmin yani sira, onlara gore; yiiksek kolaylik,
biyokatalizore nontoksisite, daha konsantre etanol eldesi ve daha az enerji

tiikketimi gibi bir¢cok avantaj sunar.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Materyal
3.1.1 Rekombinant mikroorganizma

E.coli KO11 (pLOI 1910) rekombinant susu Florida Universitesi dgretim
tiyelerinden Prof. Dr. Ingram’dan temin edilmistir. Sus E. coli B (= ATCC
11303) mikroorganizmasindan tiiretilmistir. Tiim organizmalar ampullerde
dondurarak kurutma metodu ile -86 °C de saklanmistir. Rekombinant hiicreler
ampiillerde 600 mg/1 kloramfenikol igeren kati besin ortaminda biiyiitiilmiistiir.
Rekombinant susun stok kiiltlirii modifiye Luria-Bertani (LB) agar kullanilarak

yapilmistir.

3.1.2. Luria-Bertani ortami

Rekombinant 6zelliklerinin kaybolmamasi i¢in, sus 24 saatlik dongiiyle 6
mg/L ve 1,6 mg/L kloramfenikol igeren agarda korunmaktadir. Agar igerikli
(LB) ortaminin bilesenleri Cizelge 3.1’de verilmistir. Analitik safliktaki bu

kimyasallar Merck markadir.

Cizelge 3.1 Modifiye (LB) kimyasal kompozisyonu (Ingram et al., 1998).

Komponent Miktar (g/L)
Glukoz 20
Tripton 10
Maya ekstrakti 5
Sodyum klortir 5
Agar 15
Kloramfenikol (antibiyotik) | 0,6
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Rekombinant suglarin biiylimesi icin katt ortama 20 g/l glukoz, sivi
ortama 50 g/l glukoz ilave edilmistir. Besin ortam ile seker ayri ayr1 121°C’de
15 dakika otoklavlanmisg; seker, kullanimin hemen 6ncesinde fermantasyon

ortamina aseptik kosullarda beslenmistir.

3.1.3. Kullanilan substratlar

Uretimde karbon kaynag: olarak kullanilan agro-endiistriyeli substratlarmn
baslicalar; ayva, elma, portakaldir. Bu meyveler Izmir’de faaliyet gdsteren
bolgesel bir marketten temin edilmistir. Meyveler kullamm &6ncesi +4°C’de

saklanmisg, liretim Oncesi sular1 sikilarak ayrilmistir.

3.1.4. Kullamilan ekipmanlar

Tez caligmast boyunca kullanilan cihazlarin baslicalar1 markalariyla
birlikte asagidaki gibi siralanabilir:

* Spektrofotometre (Unicam-Helios-a)

* Mikrosantrifiij (Sanyo)

* Santrifiij (Hettich Universal 3R)

* Etiiv (Memmert)

* Analitik terazi (Precisa XB 220A)

* pH-metre (Hanna PI 9321)

* Otoklav (Hirayama HICLAVE HVE-50)

* Vorteks (Stuart Scientific SA 2)

* Fotograf Cekim Aparati (Olympus CH40)

+ Inkiibator (IKA Thermoshake)

* Analitik Terazi (Sartorius BP110 S)

* 5 L’lik Fermentor (Sartorius A plus stat)

* 10 L’lik Fermentor (Sartorius B plus stat)
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* Gaz Kromatografisi: 6890N Agilent Technologies Network GC System
cihaziyla, flame ionization detektorii (FID) ve 30 m x 0.25 mm kapiller kolonu

(J&W Scientific) kullanilmistir.

« Pervaporasyon iinitesi (Sulzer Co.): Unitede Pervap 1201 membran
kullanilmistir.  Membran polivinil alkol ile yiiksek ¢apraz bagh
Poliakrilonitrilden (PVA-PAN) olustugu icin hidrofilik ozelliklidir (Sulzer
Co.). 0,2 mm por ¢apli membranin kalinlig1 2 pm ve efektif yiizey alam 172

cm? dir.

3.2. Metot

3.2.1. Kullanilan substratlarin indirgen seker iceriklerinin

belirlenmesi

Meyve posalart 60°C’lik etiivde kiitlesi sabit kalana dek (~48 saat)
kurutulduktan sonra boyutu 1 mm olacak sekilde ezilmistir. Meyvelerin

igerikleri Cizelge 4.18°de verilmistir.

Substrat olarak kullanilan ayva, elma ve portakal posasmin igerdigi
indirgen seker miktar1 DNS metoduyla (Miller, 1959) ayr1 ayr1 hesaplanmis ve

sonuclar Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2 Substrat olarak kullanilan agro-endiistriyel atiklarin % kuru madde oranlari

ve indirgen seker igerikleri

Agro-Endiistriyel % Kuru indirgen Seker
Hammadde Adi Madde Oran1 | Konsantrasyonu (g/L)
Portakal 12,56 89,49
Elma 17,01 180,20
Ayva 19,02 176,07

Hesaplanan en uygun iiretim kosullarina gore 100 ml’lik iiretim
ortaminda 6 g glukoz bulunmalidir. Ortama konacak seker miktarinin

belirlenebilmesi i¢in her bir hammaddenin yogunlugunun bilinmesi gerekir.
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Kuru madde ylizdelerine gore posalarin yogunluklar1 Cizelge 3.3’te verilmistir

(Cemeroglu, ve Karadeniz, 2001).

Cizelge 3.3 Biyoetanol iiretiminde kullanilacak agro-endiistriyel atiklarin yogunlugu

Agro-Endiistriyel Hammadde Adx Yogunluk (kg/L)
Portakal 1,051
Elma 1,070
Ayva 1,079

Buna gore portakal posasmin indirgen seker igerigi g Seker /g Kuru

madde cinsinden;

89,49 g Seker 1L posa 1kg 100 g posa g Seker
L posa *1,051 kg posaxIOOng 1256 gKM " gKM

olarak bulunur. Buna goére 6 g/100 mL seker iceren kuru madde agirlig

portakal icin;

g KM

6 k _
(g Seker)x 0,68 g Seker

= 8,82 gKM

kadardir. Ayn1 iglem diger meyvelerde da yapilirsa 100 ml ortama eklenecek
kuru meyve posalarinin agirliklar1 Cizelge 3.4’teki gibi olur. Uretim ortamina
glukoz yerine eklenen meyve posalari; 10 g/L tripton, 5 g/ maya ekstrakti, 5
g/L NaCl igeren LB ortami ile ayr1 ayr1 121 °C de 15 dakika siiresince

otoklavlanip, aseptik olarak LB ortamina eklenmistir.
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Cizelge 3.4 60 g/L indirgen seker i¢eren meyve atiklarinin miktari

Kullanilan 6 g/100 ml indirgen seker iceren
hammaddenin adi hammadde miktari (g)
Glukoz 6
Ayva 6,98
Elma 6,06
Portakal 8,82

3.2.2. Meyve posalarinda C/N oraninin hesabi

Uretim ortamina eklenecek meyve miktari sadece karbon igerigiyle gore
degil, ayn1 zamanda igerdigi azot oraniyla da iligkilidir. Erlen denemelerinde
belirlenen en uygun kosullara gore karbon/azot (C/N) hesab1 yapilip, ayn1 C/N
oranina sahip meyve igeriginin belirlenmesi icin ayva posasindaki toplam

organik karbon ve azot miktarlar belirlenmistir (Bkz 3.2.5.7).

60 g/L glukoz iceren 1L sentetik ortamdaki C/N orani hesaplanmalidir.
Maya ekstrakt1 % 4,5 g/g azot igerdigine gore (US Patent No: 6,344,231 B1) 5
g maya ekstrakti iceren 1 L’lik ortamda 0,225 g azot bulunur. Pepton ise % 13
g azot ve % 0,5 g glukoz (Solabia Biotech Group, Fransa) icermektedir; buna
gore 10 g peptonda 1,3 g azot ve 0,05 g glukoz bulunur. 60 g glukoz ise 21,8 g
karbon icermektedir. Bu durumda sentetik ortam; 14,33 g/g (=46,67 mol/mol)
C/N icermektedir.

Ayva posasindaki ayn1 C/N oranina sahip kuru madde (KM) miktari;

(0,345 g C/g KM * X g KM) / [(2,3*10° g azot / g KM * X gKM) + 1,525] = 14,3
X=70 g KM

olarak bulunur. indirgen seker hesabiyla bulunan deger de ayva icin 69,8 g/L olarak
bulunmustur (Cizelge 3.4).
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3.2.3. Erlen denemeleri

3.2.3.1. Uretim ortaminin hazirlanisi

Uretimlerde 250 ml hacimli erlenmayerler kullanilmistir. 50 ml’lik 60
g/L substrat ile 50 ml’lik LB ortamu distile suda ¢oziindiiriilmiistiir. Uretim
pH’sim1 ayarlamak i¢cin 2 N HCl ve 2 N KOH c¢ozeltileri kullanilmistir.
Erlenmayerlerin agiz kisimlart plastik tipa ile kapatilip aliminyum folyo ile
kaplanarak ve 121°C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir. Sterilizasyon
bitiminde erlenmayerler oda sicakliginda bekletilerek sogutulmus ve aseptik

kosullarda birlestirilerek 100 ml’lik iiretim ortami1 elde edilmistir.

3.2.3.2. inokulasyon

Standart inokulum ortami olarak 50 g/L glukoz iceren LB ortami
kullanilmigtir. As1 i¢in 600 mg/1 kloramfenikol igeren petriden izole edilen 3
koloni 100 ml Luria Broth (%5 glukoz) ortaminda 250 ml erlende 16 saat
boyunca 35 °C de statik kosullarda antibiyotik olmadan bilyiitiilmiistiir.
Hiicreler 5000 g’de 5°C’de 5 dakika santrifiigasyon ile hasat edilip ve
baslangi¢ hiicre kuru agirhigi 330 mg/l (OD=0,2) olacak sekilde fermentore

asilanmistir.

3.2.3.3 Uretim kosullari

Erlen denemelerinde sicaklik (30-37°C), pH (5-7), substrat cinsi ve
konsantrasyonu (40-70 g/L), fermentoriin calkalama hizi (100-300 rpm) gibi

parametrelerin iirlin konsantrasyonuna etkisi incelenmistir.

3.2.4. Biyoreaktor denemeleri

3.2.4.1. Uretim ortaminin hazirlanisi

Uretimlerde 2 L calisma hacmine sahip 5 L’lik Sartorious A plus
biyoreaktorler kullanilmigtir. 1,7 L’lik LB ortami reaktorde, 0,3 L’lik seker
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erlende (60 g/L) distile suda ¢oziindiiriiliip 121°C’de 15 dakika siire ile sterilize
edilmistir. Sterilizasyon bitiminde inokulasyon Oncesi seker ¢ozeltisi aseptik

kosullarda reaktore eklenmistir.

3.2.4.2. inokulasyon

Inokulum ortami olarak 50 g/L glukoz iceren LB ortami kullanilmistir.
Ast i¢in 600 mg/l kloramfenikol igeren petriden izole edilen 3 koloni 150 ml
Luria Broth (%5 glukoz) ortaminda 250 ml erlende 16 saat boyunca 35 °C de
statik kosullarda antibiyotik olmadan biiyiitilmiistiir. Hiicreler 5000 g’de
5°C’de 5 dakika santrifiigasyon ile hasat edilip ve baslangi¢ hiicre kuru agirhg
330 mg/1 (OD=0,2) olacak sekilde biyoreaktore asilanmustir.

3.2.4.3 Uretim kosullari

Sartorious marka 5 L’lik A plus (¢caligma kapasitesi: 1-4 L) ve 10 L’lik B
plus (calisma kapasitesi: 4-9 L) biyoreaktorlerde erlenlerde belirlenen en iyi
degerlerle ¢alisilmistir. Ortam pH’s1 2 N KOH ile on-line olarak kontrol altinda

tutulmustur.

3.2.5. Analitik yontemler

3.2.5.1. Ornek alma

Fermantasyon boyunca belirli araliklarla aseptik olarak iki paralel
seklinde 6rnek alimi (3 ml) gergeklestirilmistir. Sentetik ortamdaki hiicrelerin
konsantrasyonu optik densiteyle dl¢iilmiis, diger testler icin 5°C’de 5000g’de 5
dakika santrifiijlenen 6rneklerin supernatant: test giinline dek (maksimum 10
giin) -20 °C de saklanmustir. Agro-endiistriyel atiklarla yapilan denemelerde ise
aliman Ornekler 6-7 kat seyreltilerek LB-agar petrilerine aktarilip, 48 saat
sonunda CFU saymmi yapilmustir. Diger testler icinse 5°C’de 10000g’de 10
dakika santrifiijlenen 6rneklerin supernatant: test giinline dek (maksimum 10

giin) -20 °C de saklanmistir.
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3.2.5.2. Tiirbidite ve flok olusturan hiicre sayisi

Rekombinant E. coli KO11 hiicreleri i¢in spektrofotometrede 550 nm’de
optik yogunluk Olctimii yapilmistir. Substrat olarak agro-endiistriyel atiklar
kullanildiginda ise hiicreler LB agarmma (20 g/L glukoz) ekilerek koloni
olusturan birim (CFU) sayilmistir. CFU-OD standart egrisi ile agro-endiistriyel
atik icen ortamda iiretilen biyokiitle konsantrasyonu belirlenmistir (Sekil 3.1).
Egrinin denkleminden CFU’ya karsilik gelen absorbans belirlenmis ve o deger

Sekil 3.2°den kuru hiicre konsantrasyonuna doniigtiirmiistiir.

90 -
80 - y=114,5x - 14,92
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10

CFU/ml (x1076)

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

OD (@550 nm)

Sekil 3.1 Optik dentisite — CFU kalibrasyon grafigi. Veriler alinan 2 paralel 6rnegin

ortalamasidir.

3.2.5.3. Kuru hiicre agirhgi

550 nm’de verdigi OD degeri bilinen 15 ml’lik hiicre siispansiyonu, kuru
agirligr bilinen 0,2 pm’lik filtreden gegirilmis ve 75°C’lik etlivde bir giin
boyunca (sabit tartima gelene kadar) kurutulmustur. Olgiilen sabit degerden
kuru filtrenin agirhigi ¢ikarilarak g/L cinsinden kuru agirlik belirlenmis; buna
gore optik yogunluk kuru agirlik 6l¢iimii ile kalibre edilmistir (Sekil 3.2).

Alinan oOrneklerde, absorbansi 0,2-0,8 araligina tasiyacak kadar seyreltme



33

yapilmistir. Spektrofotometrede okunan absorbans degerinin, standart egrinin
denkleminden belirlenen kuru hiicre agirlig1 seyreltme faktoriiyle carpilarak, o

andaki biyokiitle konsantrasyonu belirlenmistir.

1,2
1 4
y=1,176x- 0,029
R2=0,990
0,8 -
€
[ =
2 06 -
v
o
o
0,4
0,2
O T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Kuru Hiicre Knsantrasyonu (g/L)

Sekil 3.2 Absorbans — Kuru Hiicre Konsantrasyonu standart egrisi. Veriler aliman 2

paralel rnegin ortalamasidir.

3.2.5.4. Gaz kromatografisi

Kesikli fermentasyon denemeleri sirasinda olusan etanol konsantrasyonu

gaz kromatografisi ile dl¢iilmiistiir.

Etanol analizi i¢in 6rnekler reaktorlerden alindiktan sonra 10 000 rpm’de
santrifuj edilip kat1 partikiiller ¢oktiiriildiikten sonra, siipernatant 0.45 mikron
por ¢apina sahip filtrelerden gegirilip 0.5 ml lik vial siselerine alinmistir. Ornek
tizerine % 20’lik fosforik asit damlatilarak asitlendirilmistir. 1 pl 6rnek GC’ye

analiz i¢in enjekte edilmistir.
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Kolonun baslangi¢ sicakligi 40 °C (3 dakika bekleme) olmak iizere
kademeli olarak 20 °C ‘lik artiglar ile 6nce 60 °C’ (3 dakika bekleme) daha
sonra 120 °C (4 dakika bekleme) ara sicakliklardan sonra final sicakligi olan
240 °C (6 dakika bekleme)’ye 30 °C’lik artiglarla ulagilmistir. FID detektorii ve
inlet (enjeksiyon) sicakligi 250 °C’dir.  Split enjeksiyon 5:1 oraninda
kullanilmigtir. Helyum, 103 kPa sabit basingta tasiyici1 gaz olarak gorev

almistir.

3.2.5.5. Toplam seker tayini - fenol siilfiirik asit metodu

[k olarak 0.01 g glukoz 100 ml suda ¢dzdiiriilmiis ve %0.01°lik glukoz
cOzeltisi hazirlanmistir. Daha sonra tiipler i¢ine glukozun farkh
konsantrasyonlarinda ¢dzeltileri hazirlanmistir (Cizelge 3.5). Ornekler de

gereken oranlarda (100 veya 1000 kat gibi) seyreltilmistir.

Cizelge 3.5 Farkli glukoz konsantrasyonlarinda hazirlanan glukoz ¢ozeltileri

% 0.01°1ik Glukoz konsantrasyonu
olukoz (ml) Distile su (ml) (mg/ml)

Kor 0 1 0

Standart 1 0,2 0,8 20

Standart 2 0,4 0,6 40

Standart 3 0,6 0,4 60

Standart 4 0,8 0,2 80

Standart 5 1,0 0 100

Hazirlanan ¢ozeltilere %35°lik fenol ¢ozeltisi ve derisik stilfiirik asit
cozeltisi Cizelge 3.6’de gosterilen oranlarda eklenmis ve elde edilen ¢ozeltiler
vortekslenmistir. Daha sonra ¢ozeltiler 30 dakika 25-30°C’de su banyosunda
bekletilmis, 490 nm’de absorbanslar1 6l¢lilmiistiir. Olusturulan standart egriye
gore Orneklerdeki glukoz miktar1 belirlenmistir. Elde edilen standart egri Sekil

3.3’te gosterilmistir.
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Cizelge 3.6 Farkli glukoz konsantrasyonlarinda hazirlanan ¢ozeltilere ve kore eklenecek

olan %5’ lik fenol ¢ozeltisi ve derisik siilfiirik asit ¢ozeltisi miktarlari.

%S5’ lik fenol ¢ozeltisi (ml) H,SO4 (ml)
Kor (1ml) 1 5
Standart 1 (1ml) 1 5
Standart 2 (1ml) 1 5
Standart 3 (1ml) 1 5
Standart 4 (1ml) 1 5
Standart 5 (1ml) 1 5
Ornek 1 (1ml) 1 5
Ornek 2 (1ml) 1 5
1 -

OD (@ 490 nm)

0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Toplam Seker (ppm)

Sekil 3.3 Toplam seker — Absorbans kalibrasyon egrisi. Veriler alinan 2 paralel 6rnegin

ortalamasidir.

Toplam seker miktar1 tespiti icin 1 ml supernatant alinip lizerine 1 ml
%5’lik fenol ¢ozeltisi ve 5 ml derisik siilfiirik asit (%95-98) eklenmistir.

Karigim vorteks ile iyice karistirildiktan sonra oda sicakliginda 10 dakika ve
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25-30 °C deki su banyosunda 20 dakika bekletilmistir. Bu siire sonunda
heksozlarin tespiti icin spektrofotometrede 490 nm dalga boyunda o6l¢iim

yapilmistir.

3.2.5.6. indirgen seker tayini - DNS metodu

DNS metoduyla, indirgen seker de denilen serbest karbonil gruplarin
(C=0) varhig test edilir. Bu sekerler bir aldehid ve keton grubuyla acik zincir
igerirler. Aldehid grubu iceren monosakkaritlere aldoz, keton grubu icerenlere
ise ketoz denir. 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS), alkalin kosullarda 3-amino,5-
nitrosalicylic acid’e indirgenir. Analiz dinitrosalisilik asit soliisyonu (Cizelge
3.7) ve %40’lik potasyum sodyum tartarat soliisyonu kullanilarak yapilir
(Miller, 1959).

Cizelge 3.7 DNS soliisyonunun hazirlanigi (Miller ve Ark., 1959).

Kimyasal Ad1 Miktar (g/L)
Dinitrosalisilik asit 10
Fenol 2
Sodyum siilfit 0,5
Sodyum hidroksit 10

Test tiibiindeki 3 ml’lik seker konsantrasyonu bilinen glukoz ¢dzeltisinin
ve 10-100 kat seyreltilen siipernatantin lizerine 3 ml DNS ¢ozeltisi eklenmistir.
100°C kaynar su banyosunda 5-15 dakika bekletilen 6rnekler kirmizi-
kahverengini alinca, 1 ml %40’lik potasyum sodyum tartaratin eklenmesinin
ardindan renk stabilizasyonu saglanmistir. Oda sicakligina sogutulan tiiplerin
540 nm’de Olgiilen absorbanslar1 kaydedilmistir. Konsantrasyonu bilinen
orneklerin verdigi absorbansa gore ¢izilen grafigin (Sekil 3.4) yardimiyla
fermantasyon ortamindan alinan Orneklerin  indirgen seker igerigi

belirlenmistir.
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Sekil 3.4 Indirgen seker — Absorbans standart egrisi

3.2.5.7. Kullanilan substratlarda elementel analiz

Ayva posasinda yapilan elementel analiz denemeleri Ege Universitesi
Ziraat Fakiiltesi, Toprak Bilimi ve Bitki Besleme Boliimii, Bitki Analiz
Laboratuvari’na yaptirilmigtir. Azot miktar1 belirlemesi Kjeldahl azot tayin
metodu (Barbano et al., 1991) ve toplam organik karbon miktar1 analizi
Walkley-Black metoduyla (Walkley and Black, 1934) yapilmistir. Sonuglara
gore 100 g yas ayva posasi 6,9 g C ve 0,047 g N igermektedir. Ayvanin %
19,02’si kuru madde olduguna gére, 1 g KM 0,345 g karbon ve 2x10~ g azot

icermektedir.
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3.2.5.8. Karisma zamaninin belirlenmesi

Karigma siiresinin belirlenmesi i¢in, 60 g/L LB ortami igeren 100 ml’lik
erlen ve 2 L’lik reaktdrde taginabilir pHmetre ile 6l¢iim yapilmistir. 1 N HCI,
erlen ve reaktdore % 1’lik konsantrasyonda beslenmis, Olciilen pH degeri
sabitlenene kadar beklenmistir ve sabit deger ile bu degere ulasana kadar gecen

siire kaydedilmistir. Ayni1 islem iki kez tekrarlanmistir.

3.2.5.9. Verim, Verimlilik ve Toplam Verim hesabi

Dontisiim verimi belirli bir siire iginde {iretilen iirliniin, harcanan
substrata oraniyla belirtilir. Substrat dontisiim verimi (Ypss), g Uiriin/ g substrat
cinsinden (Denklem 3.1); birim mikroorganizma basina iiretilen iirlin miktar
(Ypx), belirli bir siire i¢inde {iretilen {iriiniin o siirede iiretilen hiicre
konsantrasyonuna oramiyla (g tiriin/g hiicre) belirtilmistir (Denklem 3.2).
Verimlilik ise (volumetric productivity) belirli siirede iiretilen etanoliin birim

hacim ve birim zamandaki miktaridir (Denklem 3.3).

Uretilen Uriin (%)

YP/S = g

Harcanan Substrat (Z)

Denklem 3.1
Uretilen Uriin (L)
YVoyx=—"73
Biyokiitle ()

Denklem 3.2

Verimlilik — Uretilen iiriin (g)

ertmiLin = Swi Hacmi (L)x Siire(h)

Denklem 3.3

E. coli KO11’den glukoz kullanarak elde edilebilecek maksimum etanol

verimi teorik etanol verimi olarak bilinir ve % 51 g etanol/g seker’dir (Okuda
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et al., 2008). Uretim ortamindaki sekerin harcanma performansi ile ilgili bilgiyi

vermesi agisindan toplam etanol verim hesab1 6nem tagir (Denklem 3.4).

Tovlam EtOH imi (%) = tiretilen EtOH konsantrasyonu 1 100
P vertme L) = ortama eklenen seker x 0,51 x
Denklem 3.4

Bu ¢aligmada da bu baglant1 kullanilarak toplam verim hesaplanmistir.

3.2.5.10. istatiksel analiz

Deneysel verilerden elde edilen verimlilik degerleri, “Microsoft Office
Excel 2007’nin bir veri degerlendirme fonksiyonu olan tekli-istatiksel varyans
analizi (ANOVA) testi kullanilarak karsilastirilmistir. Istatiksel 6nemlilik
diizeyi en az % 5 (p<0,05) olarak belirlenmistir.

3.2.6. Olgek biiyiitme parametrelerinin belirlenmesi

rE. coli kullanilarak biyoetanol iiretimi i¢in ayva posasi igeren LB
ortaminda benzer karigma siiresi, benzer kya degeri ve benzer karistirict ucu
hiz1 ilkeleri esas alinarak denenmistir. Bunun ic¢in erlenlerde belirlenen en
uygun kosullarda ve ayni havalandirma hizinda, bu parametrelere uygun

karistirma hizinda denemeler yapilmistir (Sekil 3.5).
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Calkalamali Erlen 5 L'lik reaktor

Stok Kaltar Denemeleri (2 L calisma hacmi)

i
i N

oy >

10 L’lik reaktor
(8 L galisma hacmi)

Sekil 3.5 Inokiilasyondan 10 L’lik biyoreaktore dlgek biiyiitmede izlenen yol.

3.2.6.1. Benzer karisma siiresi

60 g/L indirgen seker iceren Ayva posasi destekli LB ortami igeren 8 cm
kanistirict ¢apli 8 L c¢alisma hacmine sahip 10 L’lik reaktordeki karigsma
stiresinin, 2 L hacimli 5 L’lik reaktérde dnceden hesaplanan karisma siiresine
esit olmasit i¢in (Bkz. 3.2.5.8.) gerekli karistirma hizi (Ni) 330 rpm olarak
belirlenmistir. Karistirma hiz1 disindaki kosullar erlenlerde ayva posast destekli
LB denemelerinde belirlenen en iyi duruma gore ayarlanmistir. Benzer karisma

stiresiyle elde edilen sonuglar t,, ile gosterilmektedir.
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3.2.6.2. Benzer karistirici ucu hizi

2 L hacimli 5 L’lik reaktérdekiyle esit karistirici ucu hizina (v) sahip 8 L
calisma hacmine sahip 10 L’lik reaktordeki karistirma hizi hesaplanarak 48
saatlik biyoetanol {iretimi gergeklestirilmistir. Karistirma hizi disindaki
kosullar erlenlerde ayva posasi destekli LB denemelerinde belirlenen en iyi
duruma gore ayarlanmistir. Benzer karistirici ucu hiziyla elde edilen sonuglar
Vs ile gosterilmektedir. 5 L’lik reaktdrdeki bicak capi (Djs) 6 cm; 10 L’lik
reaktdrdeki bigcak capi (D 10) 8 cm’dir. Ayni karistirict ucu hizina ulasabilmek
icin 5 L’lik reaktdrdeki karistirma hizi (Nis) 300 rpm ise, 10 L’lik reaktordeki
karistirma hizinin (Nj ;o) ne kadar olmas1 gerektigi Denklem 3.5 ile hesaplanir

(Bailey ve Ollis, 1986).
TX Ni,S X Di,5 =TT X Ni,lO X Di,lO
Denklem 3.5

Ni,l(): 225 rpm

3.2.6.3. Benzer kja degeri

5 L’lik A plus Sartorious reaktdrde en uygun kosullarda elde edilen k;a
degeri 0,72 dak"dir. 60 g/L indirgen seker igeren ayva posasi destekli LB
ortami igeren 0,06 vvm hava beslemeli (Bkz. 4.5.) 10 L hacimli reaktérde aym
kra degeri saglamak icin yapilan karigtirma hizi denemeleri sonucu, 200, 250,
300, 350, 370 ve 400 rpm icinden 0,72 (dak™) kia degerine en yakin sonucu
370 rpm vermistir. Karistirma hizi disindaki kosullar erlenlerde ayva posast
destekli LB denemelerinde belirlenen en iyi duruma gore ayarlanmistir. Benzer

ki a ile elde edilen sonuglar K; a ile gosterilmektedir.

3.2.7. Membranin hazirlanmasi ve pervaporasyon

Pervaporasyon cihazi (Sulzer Co.) temelde besleme tanki, membran

linitesi ve permeat yogusturma/ eldesi sisteminden olusur (Sekil 3.6).
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Fermentdrden uzaklastirilan fermantasyon sivisi pervaporasyon iinitesine

aktarilarak saflagtirilmigtir.

Sistemde {ist akimdaki atmosfer basincina karsin, alt akimda 7 mbar
basing olusturan vakum pompasina bagli hidrofilik membrana beslenen sivinin
debisi 100 L/h olarak ¢alisilmistir. Permeat buhart membrandan gegip sivi azot
ile sogutulan toplama kabinda biriktirilmistir. Toplama kabindaki basing

vakum pompasi ile saglanmustir.

Sekil 3.6 Sulzer pervaporasyon linitesi.

Agirlikga % 2,3 etanol iceren fermentdr sivisinin 65 ve 70°C sicaklikta
pervaporasyonla ayrim performansi karsilastirilmistir. Membranin 2 yiizeyi
arasindaki sicaklik farki 1°C’nin altina diistiigii an t=0 olarak kabul edilerek
veriler kaydedilmeye baglanmistir. Ayrilan sivinin biriktigi balon jojeyi
(permeat) cevreleyen toplama haznesindeki sivi azot tiikkendik¢e basing farki
diismektedir. Pervaporasyon islem kinetigini takip edebilmek i¢in 30 ya da 60
dakikada bir 6rnek almmustir. Islemler 10 saat boyunca, permeat miktari
sabitlenene dek  siirdiiriilmiistiir. Permeat ve beslemedeki etanol
konsantrasyonu GC’de Olciilmiis, permeat akisi ise gravimetrik olarak

belirlenmistir. Permeat kismindaki toplam aki (Jiopp) ve etanol akist (Jgiom,p)
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hesabiyla; membran selektivitesi (o), kazanim faktorii () asagidaki formiillerle

hesaplanmistir (Chovau et al., 2010).

_ CEtOH,p/CSu,p
Ceton, f/ CSu,f
Denklem 3.6
g = Cetonp
CSu,f
Denklem 3.7
_ MEtOh,p
]EtOH,p = —A Yt
Denklem 3.8
_ Miop,p
Jropp = Axt
Denklem 3.9

Formiildeki Cgionp ve Cgap sirastyla permeattaki etanol ve su
konsantrasyonunu; Cgionr ve Cgr ise sirasiyla beslemedeki etanol ve su
konsantrasyonu temsil etmektedir. Mgon, ise t siiresince A (= 172 cm?)

membran yiizey alanindan gec¢ip balon jojede toplanan sivi kiitlesidir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Glikoz Destekli LB Ortamiyla Erlen Denemeleri

Tezin ana konusu olan “Meyve suyu sanayi atiklarindan biyoetanol
tiretimi’nin incelenmesinden once biyoetanol eldesinde katalizor olarak
kullanilan r-DNA susunun farkli ortamsal kosullarda performansinin
belirlenmesi ve en iyi iiretim kosullarinin segilebilmesi i¢in standart glikoz
ortaminda tiretimler gergeklestirilmistir. Buna gore E. coli KO11 rekombinant
susundan etanol tiretimi igin farkli sicaklik, pH, karistirma hizi, baslangic seker
cinsi ve konsantrasyonu gibi faktorlerin etkisiyle birlikte, oksijen varliginin

Onemi yapilan denemelerle arastirilmistir.

4.1.1. Cesitli parametrelerin biyoetanol iiretimine etkisinin

incelenmesi

4.1.1.1. Ortam sicakhiginin bivoetanol iiretimine etkisi

En yiiksek biyoetanol konsantrasyonu, farkli suslar i¢in farkli sicaklik
kosullarinda iiretilebilmektedir. £. coli KO11’in hangi sicaklikta en yiiksek
biyoetanol verimliligini sagladiginin arastirildigir c¢alismada 30, 33, 35 ve
37°C’de 60 g/L glikoz destekli 100 mI’lik LB ortaminda iiretim yapilmistir.
250 ml’lik erlenler orbital calkalayicilarda 150 rpm’de calkalanmistir (pH 6).
Baslangi¢c mikroorganizma konsantrasyonu 0,33 g kuru hiicre/L olacak sekilde

inokulum yapilmistir.

Uygun sicakligin belirlenmesi i¢in calisilan bu denemede; hacimsel
verimlilik degerleri paralel olarak yiiriitiilen iki erlende 48. saatte, o siireye dek
tiretilen etanol miktarlarina goére ortalama almarak hesaplanmistir. Cizelge
4.1’de gorildiigi gibi 30 ve 33°C’de 48. saate kadar iiretilen biyoetanol
konsantrasyonu swrasiyla 14,01 ve 14,69 g/L iken, 35°C’de iiriin
konsantrasyonu 16,98 g/L’ye ulasmistir. Ayrica 35°C’de yapilan kesikli
tiretimde ilk 48 saatte iiretilen 7,62 g/L hiicre konsantrasyonuyla 2,23 g/g Yp/x
degerine karsin, 30°C’de 6,67 g/L biyokiitle eldesiyle birim hiicre basina
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iiretilen {iriin konsantrasyonu 2,1’e diismiistiir. Ancak 33°C’de 48. saatteki 6,78
g/L hiicre konsantrasyonuyla birim hiicre basina iiretilen etanol konsantrasyonu
2,17°dir ve Ypx degeri bakimindan 33 ile 35°C’de yapilan denemeler
birbirinden farksizdir (p>0,05). Cizelge 4.2’de goriilen harcanan birim substrat
bagina iiretilen iiriin konsantrasyonu (Yps) ve verimlilik degerleri 35°C’deki
iiretimde 30 ve 33°C’deki tiretimlerden 6nemli miktarda yiiksektir (p<0,05).
Sicaklik 35°C’nin tizerine ¢iktiginda ise 48. saatte iiretilen iiriin konsantrasyonu
16,98 g/I.’den 13,01 g/L’ye gerilerken verimlilik degerleri 0,35 g/L/h’ten 0,27
g/L/h’e ve verim ise 0,30 g/g’dan 0,16 g/g’a azalmaktadir (Cizelge 4.1 ve
Cizelge 4.2). Ayrica birim hiicre basina iiretilen etanol miktar1 (Yp/x) 37°C’de
yapilan kesikli tiretimle 2,16 g’a diigiirilmiistiir (p<0,05; Cizelge 4.2).

Biyoetanol iiretiminde uygun sicakligin belirlenmesi i¢in c¢alisilan
deneme sonuglarina gore, biyoetanol iiretiminde sicaklik etkili bir faktordiir ve
veriler dogrultusunda E. coli KO11 susundan biyoetanol iiretim i¢in en uygun
sicaklik 35°C olarak belirlenmistir. Moniruzzaman et al. (1998), E. coli KO11
susundan etanol iretimi i¢in en uygun kosullarm 35°C ve pH 6 oldugunu
belirtmisler ve bu kosullarda 0,44 g etanol/g substrat verimle 39,8 g/L etanol
konsantrasyonuna ulagsmislardir. Yapilan ¢alismalarla, bu ¢alisma sonucu elde
edilen verimler arasindaki fark, susun rejenerasyon etkisinin gitgide

azalmasiyla aciklanabilir.



Cizelge 4.1 Farkli ortam sicakliklarmin biyoetanol ve biyokiitle iiretimine etkisinin

incelenmesi (p<0,05).
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Zaman (saat) 0 24 48 72

Etanol (g/L) 0 9,48+0,2 | 14,01+0,4 | 14,56+0,1
30°C

Biyokiitle (g/L) | 0,33£0,1 | 3,11£0,2 | 6,67£0,1 | 6,91+0,1

Etanol (g/L) 0 9,52+0,2 | 14,69+0,5 | 15,02+0,5
33°C

Biyokiitle (g/L) | 0,33+0,1 | 3,24+0,3 | 6,77+0,2 | 6,84+0,2

Etanol (g/L) 0 10,39+0,1 | 16,98+0,2 | 16,53+0,4
35°C

Biyokdtle (g/L) 0,34+0,1 | 3,89+0,3 | 7,61£0,2 7,8620,1

Etanol (g/L) 0 9,56+0,1 | 13,01+0,3 | 13,21+0,3
37°C

Biyokiitle (g/L) | 0,34%0,1 | 3,10£0,3 | 6,02£0,4 | 6,12:+0,4

Cizelge 4.2 Farkli ortam sicakliklarinin biyoetanol {retim verimliligine etkisinin

incelenmesi (p<0,05).

Sicakhk Verim (g/g) Hacimsel Verimlilik
‘o) Ypss Yrx (g/L/h)
30 0,18 2,10 0,29
33 0,21 2,17 0,31
35 0,30 2,23 0,35
37 0,16 2,16 0,27
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Sekil 4.1 Biyoetanol iiretiminde farkli sicakliklarin etanol iiretimine etkisi. Sonuglar iki

paralel iiretimin ortalamasini yansitmaktadir (p<0,05).

4.1.1.2. Ortam pH’sinin bivoetanol iiretimine etkisi

Uretim ortamindaki hidrojen ve hidroksil iyon konsantrasyonuyla
dogrudan iligkili olan pH, herhangi bir iiretimde iiretim verimine etki eden
onemli bir parametredir. E. coli KO11 susunun etanol iiretim performansinin
pH ile iliskisinin incelendigi ¢alismada; 35°C’de 60 g/L glikoz destekli 100 ml
LB ortami igeren ve 150 rpm’de c¢alkalanan tipali erlenlerde pH 5, 5.5, 6 ve
7’de yapilan dort farkli kesikli iiretim, verim ve verimlilik agisindan
karsilagtirilmistir. Baslangic mikroorganizma konsantrasyonu 0,33 g kuru

hiicre/L olacak sekilde inokulum yapilmistir.

Cizelge 4.3’te goriildiigli gibi 48. saatte iiretilen iiriin konsantrasyonu pH
5’te 16,68; pH 5,5’te 16,44; pH 6’da 16,98 ve pH 7’de 15,76 g/L’dir ve
istatiksel Anova testi sonucuna gore biyoetanol iiretimi bakimindan 4 iiretim

arasindaki fark 6nemsizdir (p=0,22>0,05). Cizelge 4.4 teki hacimsel verimlilik
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degerleri paralel olarak yiiriitiilen iki erlende Sl¢iim alinan 48. saatte, o siireye
dek tiretilen etanol miktarlarina gore ortalama alinarak hesaplanmistir. Birim
substrat ve birim hiicre basina iiretilen iirtin miktar1 ve verimlilik bakimindan
da onemli bir farkin olmadig1 (p>0,05) belirlenen ¢alisma sonucuna gore,
biyoetanol liretiminde pH degeri tek basina etkili degildir (Cizelge 4.4). Aym
susu kullanarak Ingram et al. ile Moniruzzaman et al.’nin pH 6’da; Asghari et
al. (1996) ile Barbosa et al.‘nin (1992) pH 6,5’ta; Tao et al. (2001) ile Martinez
et al.’nin (1999) pH 7°de yaptig1 denemelerde teorik verimin % 90-95°1 kadar
verim elde etmeleri de bu sonucu desteklemektedir. E. coli KO11’den
biyoetanol iiretiminde ortaya c¢ikan karbondioksit ¢oziiniirliglini minimize
edebilmek i¢in pH 6 en uygun pH degeri olarak belirlenmistir (Moniruzzaman

et al., 1998). Bu nedenle ilerleyen denemeler, pH 6’da yapilmistir.

Cizelge 4.3 Farkli ortam pH’larinin biyoetanol ve biyokiitle {iretimine etkisinin
incelenmesi. Elde edilen veriler paralel ¢aligmalara ait sonuglarin ortalamasini yansitmaktadir

(p>0,05).

Zaman (saat) 0 24 48 72

Etanol (g/L) 0 10,24+0,1 | 16,68+0,3 | 16,81+0,5
pHS

Biyokatle (g/L) | 0,33+0,1 | 3,56+0,3 | 7,87+0,1 | 7,92+0,1

Etanol (g/L) 0 10,33+0,4 | 16,44+0,3 | 16,51%0,7

pH 5,5

Biyokutle (g/L) | 0,33+0,1 | 3,77+0,1 | 7,24+0,5 | 7,55+0,3

Etanol (g/L) 0 10,39+0,1 | 16,98+0,2 | 16,53+0,4
pH 6

Biyokutle (g/L) | 0,34+0,1 | 3,89+0,3 | 7,61+0,2 | 7,86+0,1

Etanol (g/L) 0 9,22+0,3 | 15,76+0,5 | 16,25+0,5
pH7

Biyokutle (g/L) | 0,33+0,1 | 3,66+0,2 | 7,29+0,6 | 7,49+0,2
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Cizelge 4.4 Farkli ortam pH’larmin biyoetanol iiretim verimliligine etkisinin

incelenmesi (p>0,05).

oH Verim (g/g) Hacimsel Verimlilik
Ypss Ypix (g/L/h)
5 0,29 2,12 0,35
5,5 0,27 2,27 0,34
6 0,30 2,23 0,35
7 0,26 2,16 0,33
20

=

SN

b0

= === pH=5

o

f=

g pH=5,5
==te=pH=6
=—6=—pH=7

0 20 40 60 80

Zaman (saat)

Sekil 4.2 Biyoetanol iiretiminde farkli pH degerlerinin etanol iiretimine etkisi. Sonuglar

iki paralel iiretimin ortalamasini yansitmaktadir (p>0,05).
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4.1.1.3. Karnistirma hizinin bivoetanol iiretimine etkisi

E. coli KOI1 susunun 100 ml’lik LB ortami (% 6 glikoz) igeren
erlenlerde, orbital ¢alkalayicida farkli karistirma hizlarinda tretim verimliligi
karsilastirlmustir. 35°C’de (pH 6) 250 ml’lik erlenlerde 100, 150, 200 ve 300
rpm’de 72 saat silirdiirilen c¢aligmada zamanla dretilen biyoetanol
konsantrasyonlar1 kaydedilmistir (Cizelge 4.5). Baslangic mikroorganizma
konsantrasyonu 0,33 g kuru hiicre/L olacak sekilde inokulum yapilmistir.
Biyoetanol iiretimi i¢in uygun ¢alkalama hizinin denendigi ¢aligmada hacimsel
verimlilik degerleri paralel olarak yiirtitiilen iki erlende 6l¢tim alinan 48. saatte,

o slireye dek iiretilen etanol miktarlarina gore ortalama alinarak hesaplanmustir.

100 rpm calkalama hizinda 48. saatteki biyokiitle konsantrasyonu 7,13
g/L iken, Ypxx degeri 2,01 g/g’dir. Ancak 150 rpm’de 7,62 g/L biyokiitle
konsantrasyonuyla birim hiicre basina 2,23 g etanole yiikselmistir. Karistirma
hizinin artmasiyla erlen iginde o©li bolgelerin etkisi azaltilmis, boylece
mikroorganizma substrata daha kolay erisebildigi icin biyokiitle ve {iriin
konsantrasyonu artmistir (Cizelge 4.6). 150 rpm’lik denemede 48. saatin
sonunda sadece 4,09 g/L seker kullanilmadan kalirken; 100 rpm’lik ¢calismada
ortamda harcanmadan kalan 10,01 g/L indirgen seker, ortam homojenitesinin
azaldigt ve mikroorganizmanin substrata erisiminin kisitlandigi sonucunu

desteklemektedir.

100 rpm calkalama hizinda 48. saatte 14,34 g/L etanole kars1 0,29 g/g
verimle 0,29 g/L/h verimlilik elde edilmistir (Cizelge 4.6). Ancak c¢alkalama
hiz1 150 rpm’e ¢ikarildiginda verim 0,30 g/g’a cikarken, hacimsel verimlilik de
0,35 g/L/h’e yiikselmektedir. Buna karsin 200 rpm’de 15,94 g/L (iriin
konsantrasyonuna karsin 0,29 g/g verim ile 0,32 g/L/h verimlilik elde
edilebilmistir ve p>0,05 oldugu i¢in istatiksel olarak 150 ve 200 rpm deneme
sonuclar1 birbirinden farksizdir (Cizelge 4.6). 300 rpm hizinda ise 0,27 g/g
verim ve 0,33 g/L/h verimlilikle 15,92 g/L etanol {iretilmistir ve artan
karigtirma hizinin etkisiyle kiitle transferi arttirilarak anaerobik metabolizma

olumsuz yonde etkilenmistir.
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Birim hiicre basina iiretilen {iriin konsantrasyonu 100 rpm’de 2,01 g/g
iken 150 rpm’de bu deger % 10,95 arttirilarak 2,23 g/g’a ulasmustir (p<0,05).
Hacimsel verimlilikte oldugu gibi, Ypx degerleri agisindan da 150 ve 200
rpm’de yapilan fermantasyon denemeleri arasinda Anova testi sonucuna gore
fark bulunmamaktadir; ancak 300 rpm c¢alkalama hizi birim hiicre basina
tiretilen {iriin konsantrasyonunu digiirmiistiir (Cizelge 4.6). Buna gore
biyoetanol iiretiminde c¢alkalama hizinin 150 rpm’e kadar arttirilmasi, ortam
homojenitesi iizerinde olumlu etki gostermektedir. Bu degerin iistiindeki
karistirma hizlarinda ise, sivida ¢oziinen oksijen konsantrasyonu arttigindan
anaerobik metabolizma olumsuz etkilenmektedir (Sekil 4.3). Bu nedenle, E.
coli KO11’den biyoetanol iiretiminde en iyi karistirma hizi 150 rpm olarak
belirlenmistir. Bu c¢alismada 48. saatin sonunda 16,93 g/l etanol
konsantrasyonuna karsin 0,30 g/g verim ve 0,35 g/L/h verimlilikle iiretim
yapilmistir. Ingram et al. (1999), 30°C’de (pH 6) ve 150 rpm’de rE. coli’den
0,42 g trlin/g glukoz verimle 40 g/L etanol iiretmislerdir. Elde ettikleri Yp/s
verim degerinin bu c¢alismadan (0,35 g/g) yiiksek olmasi, susun rejenerasyon

yetisinin azalmasiyla agiklanabilir.

Cizelge 4.5 Farkli karistirma hizlarinin biyoetanol ve biyokiitle {iretimine etkisi. Elde

edilen veriler paralel ¢aligsmalara ait sonuglarin ortalamasini yansitmaktadir (p<0,05).

Zaman (saat) 0 24 48 72

Etanol (g/L) 0 8,11+0,1 | 14,34+0.4 | 14,33+0,5
100 rpm

Biyokitle (g/L) | 0,32+0,1 | 3,11+0,2 7,13+£0,1 7,44+0,2

Etanol (g/L) 0 10,39+0,1 | 16,98+0,2 | 16,53+0,4
150 rpm

Biyokdutle (g/L) | 0,34+0,1 | 3,89+0,3 7,61+£0,2 7,86+0,1

Etanol (g/L) 0 10,20+0,5 | 15,94+0,4 | 15,98+0,7
200 rpm —

Biyokutle (g/L) | 0,33+0,1 | 3,55+0,4 7,18+0,1 7,66+0,3

Etanol (g/L) 0 10,40+0,3 | 15,92+0,3 | 16,01+0,2
300 rpm

Biyokutle (g/L) | 0,33+0,1 | 3,27+0,2 7,44+0,4 7,91+0,2
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Cizelge 4.6 Farkli karistirma hizlarinin biyoetanol iiretim verimliligine etkisi (p<0,05).

Karistirma Hiz Verim (g/g) Hacimsel
(rpm) Ypss Ypx | Verimlilik (g/L/h)
100 0,29 2,01 0,29
150 0,30 2,23 0,35
200 0,29 2,22 0,33
300 0,27 2,14 0,33
20 -
18 -
16 -
14 -
E 12 A
f: 10 4 —+—100 rpm
& 150 rpm
o8 =200 rpm
6 1 —=—300 rpm
4 -
2
0 & T . T .
0 20 40 60 80
Zaman (saat)

Sekil 4.3 Farkli ¢alkalama hizlarimin biyoetanol iiretimine etkisi.

4.1.1.4. Baslangic seker cinsi ve konsantrasyonunun biyoetanol

iiretimine etkisi

E. coli KOI1l rekombinant susu c¢ok oOzel biiylime faktorleri
gerekmeksizin, fruktoz ve glikoz gibi 6 karbonlu basit sekerlerin yani sira;

ksiloz gibi pentozlart ve sakkaroz gibi dimerleri de kullanip etanol
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iiretebilmektedir (Dien et al., 2003). Biyoetanol iiretimi i¢in en uygun seker
cinsi ve konsantrasyonunun denendigi c¢alismada, 35°C’de 150 rpm’de
calkalanan calkalayicida glikoz ve fruktoz ile bunlarin bilesiminden olusan
sakkaroz destekli LB ortaminda ayr1 ayr1 liretim yapilmistir (pH 6). Baslangic
mikroorganizma konsantrasyonu 0,33 g kuru hiicre/L olacak sekilde inokulum

yapilmustir.

Hacimsel verimlilik degerleri, paralel olarak yiiriitiilen iki erlende Sl¢iim
alinan 48. saatte, o siireye dek firetilen etanol miktarlarina gdre ortalama
alinarak hesaplanmistir. Verimlilik iizerinden yapilan Anova testlerinde p

degeri 8,8x107 olarak hesaplanmustir (p<0,05).

Cizelge 4.7 Farkli baslangi¢ seker cinsi ve konsantrasyonlarmin biyoetanol iiretimine

etkisi. Elde edilen veriler paralel ¢aligmalara ait sonuglarin ortalamasini yansitmaktadir.

Zaman (saat) 0 24 48 72
40 ¢/L. | Etanol (g/L) 0 7,81+0,3 | 7.87+0,6 | 8,10+0,4
Glikoz | Biyoktle (g/L) | 0,33+0,1 | 2,11+0,3 | 6,25+0,4 | 6,55+0,4
50 g/L. | Etanol (g/L) 0 9,56+0,2 | 13,43+0,3 | 13,68+0,3
Glikoz | Biyokutle (g/L) | 0,33+0,1 | 3,33+0,1 | 7,34+02 | 7,43+0,2
60 g/L. | Etanol (g/L) 0 10,39+0,1 | 16,98+0,2 | 16,53+0,4
Glikoz | Biyokiitle (g/L) | 0,34+0,1 | 3,89+0,3 | 7,61+0,2 | 7,86+0,1
70 g/L | Etanol (g/L) 0 932404 | 12,11+0,3 | 13,22+0,7
Glikoz | Biyokiitle (g/L) | 0,32+0,1 | 3,74+0,1 | 7.43+0.4 | 7.81%0,1
60 g/ | Etanol (g/L) 0 9,7240,3 | 15,71+0,6 | 15,82+0,4
Fruktoz | Biyokutle (g/L) | 0,33+0,2 | 3,68+0,2 | 7,41+0,2 | 7,55+0,3
70 g/L | Etanol (g/L) 0 8,9240.2 | 11,96+0,3 | 12,99+0,1
Fruktoz | Biyokiitle (g/L) | 0,34+0,1 | 3,41£0,4 | 7,20+0,1 | 7,43+0,2
40 g/L | Etanol (g/L) 0 7,55+0,4 | 14,62+0,2 | 15,24+0,2
Sakkaro | Biyokutle (g/L) | 0,33+0,1 30102 | 683200 | 721203
Z




54

Cizelge 4.7°de goriildiigi gibi farkli seker cinsi ve konsantrasyonlarin
etanol miktar1 ile kuru hiicre agirligina etkisi 6nemlidir (p<0,05). Glukoz ve
fruktoz konsantrasyonunun artmasi, belli bir yere kadar {iretilen hiicre ve etanol
miktarmi destekler (Cizelge 4.7). Underwood (2003), KO11 susuyla 35°C ve
10 rpm’de 90 g/L glukoz kullanarak 39 g/L etanol iiretebilmistir. Ancak
Lawford ve Rousseau (1995, 1996) 60 ve 100 g/L glukoz kullandiklarinda Yyp/s
verimini 0,3 g/g olarak hesaplamiglar ve diisiik verimin nedenini susun

stabilitesinin ¢ok diisiik olmasiyla agiklamiglardir.

Cizelge 4.8 Farkli baslangic seker cinsi ve konsantrasyonlarinin biyoetanol iiretim

verimliligine etkisi. G: Glikoz, F: Fruktoz, S: Sakkaroz (p<0,05).

Baslangi¢c Seker Verim (g/g) Hacimsel Verimlilik
Konsantrasyonu (g/L) Ypis Ypx (g/L/h)
40 G 0,20 1,26 0,16
50G 0,28 1,83 0,28
60 G 0,30 2,23 0,35
70 G 0,21 1,63 0,25
60 F 0,29 2,12 0,33
70 F 0,21 1,66 0,25
40 S 0,41 2,14 0,30

Uretime 60 g/L glikozla baslandiginda iiretim verimi 0,30 g iiriin/g
substrat ve verimliligi 0,35 g/L/h’e ulasir (Cizelge 4.8). Uretimin 48. saatinde
ortamda 4,09 g/L glikoz harcanmadan kalmaktadir; ancak 40 ve 50 g/L seker
konsantrasyonunda baglandiginda iiretim boyunca hizla artan seker tiikketimine
karsin 48. saatte ortamdaki indirgen seker miktar1 sirasiyla 1,3 ve 1,6 g/L’dir
(Sekil 4.5) ve diisiik seker konsantrasyonu nedeniyle verim her iki durumda da

60 g/L seker baglangicina gore daha diisiiktiir (Cizelge 4.8).
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Fermantasyona 70 g/L glikozla baglandiginda, ortamda ilk 48 saatte
harcanmayan 13,5 g/L seker bulunurken (Sekil 4.5), bu noktadaki verim 0,21
g/g ve verimlilik 0,25 g/L/h’tir (Cizelge 4.8).

Glikoz yerine 60 g/L fruktoz kullanildiginda, 48. saatte elde edilen iiriin
konsantrasyonu 15,71 g/L ve verim 0,29 g/g’dir (Cizelge 4.7 ve 4.8) ve fruktoz
konsantrasyonunun 70 g/L’ye ¢ikmasi verimliligi 0,33’ten 0,25 g/L/h’e
disiirmiistiir (Cizelge 4.8). Buna gore, birer monosakkarit olan glikoz ve
meyve sekeri fruktoz biyoetanol iiretimi i¢in en uygun 60 g/L baslangi¢
konsantrasyonlarinda  kullanilmalidir.  Aksi  takdirde  yiiksek  seker
konsantrasyonu nedeniyle, iiretilen etanol miktar1 seker tarafindan represyona

ugratilir ve Yps verimi diiser.

Istatiksel olarak glikoz ve fruktozun 60 g/L konsantrasyonda verim ve
verimlilik agisindan onemli fark goriilmiistir (p<0,05). Bunun nedeni
fruktozun sahip oldugu diisiik pentoz fosfat yolu (PPP) aktivitesidir. 70 g/L
baslangi¢ konsantrasyonunda glikoz substrat olarak kullanildiginda 48. saatteki
iiriin konsantrasyonu % 28,68’lik bir diisiisle 12,11 g/ olmustur. Benzer
olarak, 70 g/L fruktozla yapilan denemede 48. saatteki iirlin konsantrasyonu
15,71 g/L°’den 11,96 g/L’ye diismiistiir. E. coli KOI11 kullanilarak tekrarh
kesikli ve siirekli kiiltiir ile daha Onceden yapilan ¢aligmalarda
mikroorganizmanin stabilitesini uzun siire koruyamadig: i¢in siirekli sistemle
iretime uygun olmadigi; ayrica E. coli KOII ile yaptiklar1 caligmada 50
g/L’den yliksek glukoz konsantrasyonun, sekerin represyon etkisi sonucu iiriin
olusumunu baskiladigr belirtilmistir (Dumsday et al., 1999). Hiicre
biiytimesindeki azalma, 60 g/L’den yliksek glukoz konsantrasyonunun neden

oldugu ozmotik basingla agiklanmaktadir (Qureshi et al., 2006).

60 g/L glikoz kullanilarak yapilan fermantasyonun 48. saatinde iiretilen
7,62 g/L hiicreye karsilik gelen Yp/x degeri 2,23 g/g iken; fermantasyona 70
g/L glikozla baslandiginda iiretilen 7,43 g/L biyokiitleye karsin, birim hiicre
basina iiretilen tirtin miktar1 1,63 g’a diismiistiir (Cizelge 4.8). 48. saatte 60 g/L.
fruktoz destekli LB ortaminda {iretilen biyokiitle miktar1 7,41 g/L iken 70 g/L
fruktoz kullanildiginda 7,2 g/L biyokiitle {iretilmistir. Buna gore, yiiksek glikoz
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ve fruktoz konsantrasyonu biyokiitle iiretiminden c¢ok iirlin olusumuna etki
etmistir (Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8). 70 g/L seker konsantrasyonuyla elde
edilen Ypx degeri her iki seker icin de 60 g/I. baslangic seker
konsantrasyonundan daha az oldugundan, yiiksek seker konsantrasyonunda
mikroorganizmalarin etanolii verimli iiretemedikleri sonucuna varilmaktadir.
Underwood et al (2002), 100 g/L’den yiiksek seker konsantrasyonun neden
oldugu yliksek ozmotik basingtan kaynaklanan hasarin tamiri i¢in, KOI1
susunun enerjisini bu etkiyi yok etmeye harcamasiyla iiriin veriminde azalmaya
dikkat cekmislerdir. Yapilan calismalar osmotik basinca tolere hiicrelerin

gelistirilmesine yoneliktir (Underwood et al., 2002).

Biyoetanol iiretimi i¢in karbon kaynagi olarak 40 g/ sakkaroz
kullanildiginda 48 saat sonra iiretilen hiicre konsantrasyonu (6,84 g
biyokiitle/L), 60 g/L konsantrasyonda glikoz (7,62 g biyokiitle/L) ve fruktoz
(7,41 g biyokiitle/L) kullanilarak iiretilen mikroorganizma konsantrasyonundan
diistiktiir; ancak birim mikroorganizma basina {iiretilen {irlin miktart 2,14
g/g’dir ve bu deger 60 g/L baslangi¢ konsantrasyonunda glikozla elde edilen
degerin % 95,96’s1 kadardir (Cizelge 4.8). Ayrica Yp/x degeri bakimindan 60
g/L fruktoz kullanilarak elde edilen verimle, 40 g/L sakkaroz kullanilarak
hesaplanan Yp/xx verimi istatiksel olarak farkli degildir (p>0,05). Glikozla
fruktozun bilesiminden olusan sakkarozla 40 g/L baslangi¢ konsantrasyonunda
yapilan denemede 48. saatte 0,30 g/L/h vrimlilikte 14,62 g/L. etanol
tiretilebilmistir. Silva et al. (2005) E. coli KO11 ile etanol eldesi i¢in yaptiklari
calismada, 40 g/L sakkaroz destekli LB ortamindan 0,81 g/L/h verimlilikle
20,3 g/L etanol tireterek en uygun sakkaroz miktarint 40 g/L olarak

belirlemislerdir.

Anova testi ve elde edilen verilere gore; E. coli KO11 susundan
biyoetanol iiretiminde baslangi¢ seker konsantrasyonu énemli bir parametredir
ve en yiiksek verim ile verimlilik i¢in 35°C’de pH 6’da 150 rpm calkalama

hizinda iiretime 60 g/L seker konsantrasyonunda baslanmalidir (Cizelge 4.8).
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Diinyada biyoetanol iiretiminde en yiiksek paya sahip (toplam % 60°lik
pay) sahip 2 ililkeden Amerika glikoz tiirevli misir nisastasindan; Brezilya ise
seker kamigindaki sakkaroz-glikoz-fruktoz karisimi sekerlerden biyoetanol
iretmektedir ve yapilan ¢alismalar bu hammaddelere alternatif atiklarin
kullanilabilirligi iizerine yogunlastirilmistir (Chandel et al., 2007). Ulkemizde
meyve suyu sanayi genis yer tutmaktadir ve agiga ¢ikan atiklarin bir kismi
hayvan yemi olarak kullanilirken bir kismi islenmeden atilmaktadir (Halkman
et al., 1999). Elde edilen veriler dogrultusunda bu ¢alisma kapsaminda fruktoz
ve glikoz gibi sekerlerce zengin agro-endiistriyel atiklarin biyoetanol

tiretiminde karbon kaynagi olarak kullanilabilirlikleri incelenmistir.

——40g/LG
50g/LG
——60g/LG

Etanol (g/L)

—e—70g/LG

—~—60g/LF
70 g/LF
——40g/LS

0 20 40 60 80

Zaman (saat)

Sekil 4.4 Etanol iiretimine farkli seker cinsi ve baslangi¢ konsantrasyonlarinin etkisi. G:

Glikoz, F: Fruktoz, S: Sakkaroz.
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Sekil 4.5 Farkli baglangi¢ seker cinsi ve konsantrasyonlarinda iiretim boyunca ortamda

kalan seker konsantrasyonu. Veriler ayni siirede alinan 2 6rnegin ortalamasidir.

4.1.1.5. Oksijen varliginin bivoetanol iiretimine etkisi

Sicaklik, pH ve karistirma hiziyla yapilan denemelerde en uygun ortam
kosullart i¢in elde edilen hacimsel verimlilik 0,35 g/L/h iken verim 0,30 g

irlin/g substrat’tir.
C¢Hj,0¢ ™% 2 C,H;OH +2 CO,

Yukaridaki genel anaerobik solunum denkliginden hesaplanarak, KO11
susuyla glikozdan biyoetanol {iretimi i¢in teorik verim % 51 olarak
belirlenmistir (Martinez et al, 1999) ve bu c¢alismada denemelerden
stekiometrik olarak elde edilen 0,30 g/g Yp/;s degerine gore elde edilen toplam
verim, teorik verimin % 55,49°u kadardir. Ancak Tao et al. (2001), ayni susla

yaptiklar1 ¢alismada teorik verimin % 94°t( kadar toplam verim elde



59

etmislerdir. Buna goére uygun iiretim kosullarinin belirlenmesinin ardindan,
hacimsel verimlilik, Yp;s ve toplam verimi arttirabilmek i¢in oksijenin etkisi
arastirilmistir. Bu amagla asagidaki 4 diizenek hazirlanmis ve 100 ml’lik LB

ortami iceren 250 ml’lik erlenlerde biyoetanol tiretimi gerceklestirilmistir

(Cizelge

4.9 ve 4.10):

1. Gaz girig-¢ikisini saglayan pamukla kapatilmis erlen (aerobik ortam),

2. 1lk 8 saat pamukla kapatilan; ardindan tipa ile gaz girisi engellenmis

erlen (ilk 8 saat acrobik ortam, havalandirmali),

3. Hava girisi olmaksizin iiretim boyunca tipa kullanilan erlen (yari

anaerobik ortam, havalandirmasiz),

4. Inokulasyon &ncesi azot beslemesiyle, oksijensiz erlen (anaerobik

ortam).

Cizelge 4.9 Oksijen varliginin biyoetanol ve biyokiitle iiretimine etkisi. Elde edilen
veriler paralel ¢aligmalara ait sonuglarin ortalamasini yansitmaktadir (p<0,05).

Zaman Aerobik Ilk 8 saat aerobik| Yar: anaerobik | Anaerobik
(saat) Etanol (g/L) Etanol (g/L) Etanol (g/L) |Etanol (g/L)
0 0 0 0 0
8 2,34+0,1 4,01+0,1 3,05+0,1 2,69+0,3
24 6,12+0,4 12,02+0,2 10,39+0,1 9,12+0,3
48 9,11+0,3 17,82+0,6 16,98+0,2 12,15+0,2
72 10,01+0,3 18,01+0,3 16,53+0,4 13,01+0,1
Zaman Aerobik  [ilk 8 saat aerobik| Yar1 anaerobik | Anaerobik
(saat) |Biyokiitle (g/L)| Biyokiitle (g/L) | Biyokiitle (g/L) | Biyokiitle (g/L)
0 0,33+0,1 0,34+0,1 0,32+0,3 0,33+0,2
8 4,40+0,2 4,25+0,1 3,18+0,1 2,75+0,2
24 7,85+0,7 7,31+0,5 5,63+0,2 4,79+0,2
48 8,69+0,2 8,13+0,3 6,99+0,2 6,67+0,4
72 9,01+0,3 8,55+0,2 7,62+0,4 7,51+0,1
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Cizelge 4.10 Oksijen varliginin biyoetanol iiretim verimliligine etkisi (p<0,05).

Uretim Ortam Verim (g/g) Hacimsel
Kosullar: Ypss Yr/x Verimlilik (g/L/h)
Aerobik ortam 0,20 1,01 0,19
[1k 8 saat aerobik 0,31 2,20 0,37
Yar1 anaerobik 0,30 2,23 0,35
Anaerobik ortam 0,23 1,62 0,25

Etanol, net olarak 2 ATP iiretilen anaerobik solunum sonucu ortaya ¢ikar;
ancak aerobik kosullarda mikroorganizmalar net olarak 38 ATP ve dolayisiyla
daha fazla enerji aciga ¢ikardiklari i¢in daha hizli iirerler (Bailey and Ollis,
1986).

Yari-anaerobik tliretimle 0,30 g/g verimle ve 0,35 g/L/h verimlilikle 7,62
g/L biyokiitle tiretimine karsin Ypxx degeri 2,23 g/g iken; ¢oziinmiis oksijen
konsantrasyonunun sifirlandigi anaerobik ortamda 0,23 g/g verimle 7,5 g/L
biyokiitle iiretilirken, Yp/x degeri 1,62 g/g’e diismiistiir. Bu nedenle baslangicta
stvida ¢Oziinmiis halde bulunan oksijen varliginin biyoetanol iiretimi igin
bliyiilk 6neme sahip oldugu sonucuna varilmistir. Buna karsin 48 saatlik
aerobik tiiretimle 0,20 g/g verimle ve 0,19 g/L/h verimlilikle iiretilen 9 g/l
biyokiitlenin Yp/x degeri yari-anaerobik iiretime gore 2,23 g/g’dan 1,01 g/g’a

diismiistiir.
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Sekil 4.6 (a) Oksijenin biyoetanol iiretimine ve (b) kuru hiicre agirligina etkisi. Degerler

paralel 2 calismanin ortalamasini yansitmaktadir (p<0,05).
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Sekil 4. 7 (a) Belirlenen en uygun kosullarda (60 g/L glukoz destekli LB igeren
35°C’de, pH 6’da ve 150 rpm’de havalandirmasiz erlen) iiretilen mikroorganizma ve etanol
miktarlari, (b) toplam ve indirgen seker konsantrasyonu. Degerler herhangi bir anda 2 paralel

uretimden alinan verilerin ortalamasidir.
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Bu calismada hedef; ilk 8 saat hava beslemesiyle biyokiitle {iretimi
saglayarak, yeterli mikroorganizma sayisina ulagildiktan sonra metabolizmay1
anaerobik ydne c¢evirerek etanol iiretimini arttirmaktir. ilk 8 saat pamuk
yluzeyinden alman hava ile iretim verimi 0,30 g/g’dan 0,31 g/g’a
arttirilabilmistir (Cizelge 4.10) ve birim mikroorganizma basina iiretilen etanol
konsantrasyonu da 2,20 g/g’dir. Ancak yari-anaerobik ve ilk 8 saat hava
beslemeli aerobik {tretimin verimlilik degerleri istatiksel acidan birbirine
benzerdir (p>0,05). Bu nedenle oksijenin 6nemini daha iyi gosterebilmek i¢in

biyoreaktorlerde kontrollii olarak deneme yapilmistir (B6lim 4.3.3.).

250 ml’lik tipali erlenlerde yapilan denemelerde en yiiksek verim (0,30
g/g) ve verimlilige (0,35 g/L/h) sahip en uygun kosullara (35°C, pH 6, 150 rpm
calkalama, 60 g/L glikoz baslangi¢ konsantrasyonu) ait sonuglar Sekil 4.7 ve

4.8’de 6zetlenmistir.

Sekil 4.7°de goriildiigii gibi etanol konsantrasyonu 48. saatin sonunda
16,93 g/L’ye ulasirken iiretim ortaminda kalan seker konsantrasyonu 4,09 g/L
kadardir. i1k 48 saatte iiretim boyunca 55,91 g/L seker kullanmlarak 0,30 g/g
verim ve 0,35 g/L/h verimlilikle biyoetanol iiretilirken, son hiicre
konsantrasyonu 7,62 g/L’ye ulasmistir. 0-24 saatleri arasinda ortamdaki sekerin
% 48,88’1 tiiketilmektedir ve 24. saatin sonunda iiriin tiretim hiz1 0,42 g/L/h’lik
maksimum degerine ulasmistir (Sekil 4.8). 24-48 saat arasinda ise etanol
konsantrasyonu 10,39 g/L’den 16,98 g/L’ye ¢ikarken; etanol iiretim hiz1 0,4
g/L/h kadardir. 48. saatten sonra, mikroorganizmalarin logaritmik fazin sonuna
yaklagsmalar1 sonucu, substrat kullanim hizinin diismesine bagli olarak iiriin
iretim hizi diismiistiir. Bu nedenle verimlilik degerini arttirmak icin reaktor

denemeleri 48 saat siirdiiriilmiistiir.
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Sekil 4.8 Belirlenen en uygun kosullarda (60 g/L glukoz destekli LB igeren 35°C’de, pH
6’da ve 150 rpm’de havalandirmasiz erlen) yapilan biyoetanol iiretiminde etanol {iretim ve
glikoz tiiketim hizi. Degerler herhangi bir anda 2 paralel iiretimden alinan verilerin

ortalamasidir.

4.2. Glikoz Destekli LB Ortamiyla Reaktor Denemeleri
4.2.1. Havalandirmasiz kesikli sistem

Erlenlerde yapilan karistirma orbital calkalayicilarda gergeklestirilmistir
ve bu karistirma akis dinamigi, kiitle ve 1s1 transferi gibi faktorler nedeniyle
reaktdrlerde icerden yapilan karistirmadan farklidir. Calkalayicilarda karistirma
yigmlar halinde oldugu i¢in 6lii bolgelerin varligi iiretim verimini diisiirebilir.
Ancak kullanim kolayligi, ayn1 anda birden fazla parametrenin denenebilmesi
gibi nedenlerle uygun kosullarin belirlenmesinde ¢alkalayicida karistirilan

erlenler kullanilir (Marques et al., 2009).

Erlenlerden 5 L’lik reaktore dlgek biiyiitiircken “benzer karisma siiresi”
ilkesi temel alinmistir. 60 g/L glikoz destekli LB ortaminin fiziksel 6zellikleri
aym sicakliktaki suyunkine esit olarak kabul edilmistir. Calkalama hiz1 150
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rpm (N, s, 35°C’deki kinematik viskozitesi (v) 0,72x10° m?*/s ve maksimum
ic ¢apt 0,08 cm (D) olan bir erlende iiretimin akis Ozelliklerini belirten

Reynolds sayis1 (Re) Denklem 4.1 ile hesaplanir (Peter et al., 2006);

N x D?
Re =
v
Denklem 4.1
Re = 22222,2

Reynolds sayist birimsizdir ve sivinin akim diizeni hakkinda bilgi verir.
Re>10 oldugu icin erlen denemelerinde akim tam tiirbiilanstir (Bailey and

Ollis, 1986).

150 rpm ¢alkalama hizinda 100 ml’lik glikoz destekli LB ortami igeren
250 ml’lik erlendeki karistirma siiresi 17+1 s’dir. Reaktorde ayni karigma
siiresine (ty) sahip rpm belirlemesi i¢in ¢alisilan deneme sonuclar Cizelge
4.11°de verilmistir (Bkz 3.2.5.8). 120, 180, 210, 240 ve 270 rpm karistirma
hizlarinda karigma siireleri, erlendeki karigma siiresinden onemli derecede
farkli bulunmustur (p<0,05). Ancak biyoreaktérde 150 rpm’de elde edilen
karigma siiresi, erlende 150 rpm’lik calkalamaya elde edilene istatiksel olarak

benzerdir (p>0,05).

Cizelge 4.11 5 L’lik kesikli biyoreaktdrde cesitli karigtirma hizlarinda belirlenen

karigtirma zamanlar1. Cizelgedeki degerler yapilan 2 6l¢limiin ortalamasidir (p<0,05).

120 rpm | 150 rpm | 180 rpm | 210 rpm | 240 rpm | 270 rpm

tm (5) 23+1 15+2 13+1 10<£1 8+1 6+2
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Bigak cap1 6 cm (Dj), 35°C’deki sivi viskozitesi (p) 0,72x107 kg.m's™
ve yogunlugu (p) 994 kg.m> (Cengel vd., 2003) olan ve 150 rpm’de (Nj)
karistirilan bir biyoreaktordeki Re sayisi (Re;);

N; x p x D?
U
Denklem 4.2
Re; = 12425

Re; > 10* oldugu igin, erlende oldugu gibi biyoreaktorde de tam tiirbiilans
bolgesinde calisilmaktadir. Ayrica elde edilen t,, siireleri de istatiksel olarak
esit bulundugu i¢in glikozla yapilan biyoreaktér denemeleri 150 rpm hizda
gerceklestirilmistir.

Buna gore 5 L’lik “Sartorious A plus” havalandirmasiz biyoreaktdrde
35°C’de (pH 6) 150 rpm karistirma kullamlarak; 60 g/L glikoz igeren 2 L’lik
LB ortaminda kesikli biyoetanol iiretimi gergeklestirilmistir. Buna gore 72
saatlik iiretim boyunca elde edilen veriler Cizelge 4.12 ve Sekil 4.9°de
goriilmektedir. Ayn1 kosullarda gergeklestirilen erlen denemelerinde 48 saatte
tiretilen etanol konsantrasyonunun (16,93 g etanol/L) biyoreaktor
denemelerinden (19,32 g etanol/L) daha diisiik olmasinin temel nedeni,
biyoreaktorlerde  istenen  kosullarin daha  kontrollii  bir  sekilde
saglanabilmesidir. Cok diisiik cevap siiresince degisen sicaklik ve pH’nin
diizenlenebilmesinin yani sira; igerden engelli karistirma da erlenlerde olusan
Oli bolge riskini ortadan kaldirdigi icin reaktdrlerde Yp;s verimi 0,30 g/g’dan
0,34 g/g’a arttirllmistir. Moniruzzaman et al. (1998) KO11 susundan 350 ml
calisma hacimli 500 ml’lik tipali erlenlerde (yari-anaerobik) 35 g/L etanol
(0,39 g etanol/g glukoz) iiretebilirken; Ingram et al. (2001) 1 L ¢aligma hacimli
yari-anaerobik biyoreaktdrde ayni sustan son iirlin konsantrasyonunu 41 g/L

etanole (0,46 g etanol/g glukoz) yiikseltebilmislerdir.
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Cizelge 4.12 5L’lik havalandirmasiz biyoreaktorde 7E. coli’den etanol iiretimi. Degerler

herhangi bir anda 2 paralel iiretimden alinan verilerin ortalamasidir.

Zaman | Etanol (g/L)
0 0
24 12,28+0,3
48 19,32+0,1
72 19,36+0,3
18
15
s
=12 -
g === Kuru Hiicre
E Agirlig (g/L)
€ 9
S I Etanol (g/L)
S
¥ g -
3 .
0 T T T 1
0 20 40 60 80
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Sekil 4.9 5L’°1k havalandirmasiz biyoreaktorde elde edilen kuru hiicre agirlig1 ve etanol

iiretimi. Degerler herhangi bir anda 2 paralel {iretimden alinan verilerin ortalamasidir.

35°C ve 150 rpm karistirma hizinda (pH 6) 48 saatte havalandirmasiz
(yar1 anaerobik) erlende harcanan 55,91 g/L glikoza karsin; ayni kosullarda
reaktdrde 56,04 g/L glikoza tiiketilmistir. Buna gore harcanan sekerle daha

yiiksek verimde etanol iiretilerek, biyodoniisiim verimi arttirilmigtir.
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Bu caligmada elde edilen toplam verim teorik verimin % 63,14’
kadardir. E. coli KOI11 ile maksimum toplam verimde (teorik verimin %95-
100’1 kadar) biyoetanol iiretebilen pek ¢ok calisma mevcuttur (Underwood et
al., 2002; Ingram et al., 2001). Yapilan ¢alismalarla, bu ¢alisma sonucu elde
edilen verimler arasindaki fark, KOI1 susunun diisiik stabilitesiyle
aciklanabilir. Bunun yani sira rekombinant susun stabilitesinin saglanamadigi
durumlar da olmustur. Dumsday et al. (1999) glukoz igerikli ortamda E. coli
KOI11’in etanol iretebilirliginin zamanla azaldigim1 belirtmisler, durumun
yiiksek metabolit birikiminden (asetat gibi) kaynaklandigin1 ekleyen
arastirmacilar, mekanizmanin geri-doniisiimsiiz olmasia dikkat ¢ekerek

genetik instabilitenin verimi negatif yonde etkiledigini vurgulamislardir.

E. coli KOI1’den biyoetanol iiretiminde verimi arttirabilmek icin
biyoreaktorlerde kesikli beslemeli iiretim ve havalandirmali iiretim

denenmistir.

4.2.2. Havalandirmasiz kesikli beslemeli sistem

Erlen denemelerinde kesikli iiretimde 60 g/L. glikoz konsantrasyonundan
daha yiiksek seker kullanildiginda {iriin veriminin 0,30 g/g’dan 0,21 g/g’a diistigi
gbzlemlenmistir (Cizelge 4.8). Ancak 70 g/L glikoz konsantrasyonuyla iiretilen
7,43 g/L biyokiitleden elde edilen {iriin konsantrasyonu 12,11 g/L’dir. Bu
inhibisyon etkisi, rekombinant organizmalarda degistirilen metabolik yolagin
etkisiyle substratin kullanilabilirliginin kisitlanmasiyla ve yiiksek ozmotik
basincin iiriin olusumu {izerine negatif etkisiyle aciklanabilmektedir. Biiylime
hizinin diismesi gibi istenmeyen bu degisimler; hiicre i¢i metabolit havuzundaki
degisimler, metabolik dengesizlik ve ATP eksikliginden kaynaklanabilmektedir
(Underwood et al., 2002).

Sekil 4.7b ve 4.8’de goriildiigii gibi 24. saatin sonunda ortamdaki seker
miktarinin yarilanmasiyla etanol iretim hizi diismektedir. Bu nedenle yiiksek
seker konsantrasyonunun neden oldugu glikozun inhibisyon etkisinin

azaltilmasi i¢in 5 L’lik (2 L ¢alisma hacminde) reaktorde kesikli beslemeli
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iiretim yapilmistir. 60 g/L konsantrasyonda glikozdan baslanarak her 10 saatte
bir kullanilan indirgen seker kadar glikoz eklemesi yapilmistir (sabit seker
konsantrasyonuyla kesikli beslemeli iiretim). Beslenen seker 80 g/100 ml’lik
konsantre seker c¢ozeltisidir ve dolayisiyla iiretim hacminin degismedigi
varsayilabilmektedir. 70 saatlik iiretim boyunca toplam 61,56 g/L indirgen
seker kullanilmistir. 48. saatin sonunda kesikli beslemeli iiretimle elde edilen
etanol konsantrasyonu (12,6 g/L; 0,24 g iriin/g substrat, 0,26 g/L/h), kesikli
modla elde edilene (19,32 g/L; 0,34 g iiriin/g substrat, 0,4 g/L/h) gore daha
diisiik ¢ikmistir (Sekil 4.10). Kesikli tiretimle mikroorganizma 40-48. saatin
sonuna dogru sekonder faza gecerken (Sekil 4.9); kesikli beslemeli iiretimde
log fazin siiresi uzatilarak 60. saate ¢ekilebilmistir (Sekil 4.10). Ancak bu
noktadaki iiriin konsantrasyonu 12,91 g/L’dir ve verimlilik degeri kesikli
tretime gore % 53,78 azalarak 0,22’ye diigmiistiir. Kesikli beslemeli sistemle
istenen verimin saglanamamasi, artan iiriin ve biyokiitle konsantrasyonundan
kaynaklanan birikime baglanmaktadir. Buna gore, hiicre i¢i ve ortamdaki
etanol konsantrasyonu yeni {iriin iiretimini kisitlamaktadir (Lin and Tanaka,
2006) ve bu negatif etki iiretim hacminin degismedigi bir kesikli beslemeli
sistemle  Onlenememistir. Bu nedenle etanoliin  sistemden on-line
uzaklastirilabilecegi siirekli bir pervaporasyon sistemine gecis i¢in kesikli
pervaporasyon denemeleri yapilmustir. E. coli KO11 susuyla kesikli beslemeli

bir ¢alisma bulunmamaktadir.
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Sekil 4.10 5 L’lik reaktorde havalandirmasiz kesikli beslemeli biyoetanol ve biyokiitle

iiretimi. Degerler herhangi bir anda 2 paralel iiretimden alinan verilerin ortalamasidir.

4.2.3. Havalandirmali kesikli sistem

4.2.3.1. Havalandirma hizinin belirlenmesi

Erlen denemelerinde havalandirmasiz iiretimle 0,35 g/L/h verimlilige
karsin, kontrolsiiz olarak ilk 8 saat gaz girisi saglanan iiretimle 0,37 g/L/h
verimlilige ulasilmistir. Ancak iki sistem arasinda verimlilik agisindan fark
goriilmemistir (p>0,05). Reaktorde daha kontrollii hava beslemesi saglanarak
verimliligin belirgin olarak arttirilmasi i¢in oncelikle beslenecek havanin siiresi
ve miktarinin belirlenmesi gerekmektedir. 2 L c¢alisma hacimli 5 L’lik
Sartorious biyoreaktorde cesitli miktar ve zamanlarda hava beslenerek {iretim
verimindeki degisim incelenmistir. Bu amagla ilk 8 saatte farkli oksijen
transfer hizlarinda (OTR) oksijen beslenerek en i1yi verimliligi saglayan OTR
ve kra degerleri bulunmustur. Hava besleme siiresinin 8 saat olmasinin nedeni,

bu saat sonundaki spesifik biiyiime hizinin kullanilan rekombinant



71

mikroorganizma i¢in maksimum spesifik biiyiime hizinda olmasidir (Cizelge
4.15). Denemeler 6nceden belirlenen iiretim kosullarinda (35°C, pH 6, 150 rpm
60 g/L glikoz destekli LB ortami) sadece havalandirma hizi degistirilerek
yapilmistir.

Oksijen transfer hizinin hesaplanmasi i¢in yatiskin olmayan hal metodu
kullanilmigtir. Havalandirmasiz sistemde OTR degeri karistirma hizindaki
degisimle hesaplanmig ve 0,01 mmol/L/h olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.14
ve Sekil 4.12). 150 rpm ve 0,07 L/dak (0,035 vvm) havalandirmali bir sistemde
OTR hesaplamasi i¢in elde edilen degerler ve hesaplamalar asagidaki gibidir;

Cizelge 4.13 Yatigkin olmayan hal metoduyla OTR ve k; a hesabi i¢in ¢dziinmiis oksijen

konsantrasyonu.

Kanstirma: 150 rpm
Havalandirma: 0,07 L/dak
Zaman (dak) % DO CL (=CL*.%DO) In (CL*-CL)

0,0 3,7 0,25 1,86
0,5 5,2 0,35 1,84
1,0 13,6 0,91 1,75
1,5 30,4 2,03 1,54
2,0 47,4 3,16 1,26
2,5 55,7 3,72 1,08
3,0 63,5 4,24 0,89
3,5 68,4 4,56 0,75
4,0 72,8 4,86 0,59
4,5 78,5 5,24 0,36
5,0 83,6 5,58 0,09
5,5 88,0 5,87 -0,22
6,0 90,1 6,01 -0,42
6,5 92,0 6,14 -0,63

7 92,1 6,14 -0,64
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OTR (mg O,/L/dak) = [kra (dak™)] * In[(CL - C) (mg O,/L)]
Denklem 4.3

35°C ve 1 atm basingta (gage basing ihmal edildiginde), 5 g/L tuz iceren
stvinin maksimum oksijen ¢oziniirligii (CL") 6,67 mg O/L’tir (Bailey and
Ollis, 1986). Cizelge 4.13’teki In(C *-Cy) degerlerinin zamana gore grafigi
cizilirse (Sekil 4.11) grafigin linear kisminin egimi kya’y1 verir ve bu deger 0,4

dak™ olarak bulunmustur.

OTRmax = k;xax C;

Denklem 4.4

olduguna gére OTRmax degeri 2,67 mg O,/L/dak (= 5 mmol O,/L/h)’dir.

Diger kosullar sabitken (sicaklik, pH, tuz konsantrasyonu, karistirma hizi
vb.) sadece ilk 8 saat beslenen hava debisi degistirilerek 2, 5, 9 ve 16 mmol
0O,/L/h OTR degerleriyle etanol iiretimi yapilmistir. En iyi sonug¢ Cizelge
4.14°te de goriildiigii gibi oksijen transfer hizinin 5 mmol O,/L/h, kpa’nin ise
0,4 dak™ ve besleme debisinin 70 ml/dak (0,035 L/L/dak) oldugu durumda
alimmistir. Bu denemede {liretim boyunca reaktdr i¢i sabit bir oksijen
konsantrasyonu (% 4) ile (Sekil 4.16c) yiiksek iirlin konsantrasyonu (23,22
g/L) saglanabilmistir. Cizelge 4.14 ve Sekil 4.12°de acik¢a goriildiigii gibi
beslenen hava debisi arttik¢a, oksijenli solunum sonucu izlenen metabolik

yolak degistirilmekte ve etanol verimi azalmaktadir.
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Sekil 4.11 Yatiskin olmayan hal metoduyla 0,035 vvm hava beslemesi i¢in k; a hesabi.

Cizelge 4.14 Yatiskin olmayan hal metoduyla hesaplanan oksijen transfer hizlariyla
(OTR) 48 saatte iiretilen etanol konsantrasyonlari. Sonuglar ayni siirede alinan 2 Grnegin

ortalamasini yansitmaktadir.

OTR Havalandirma Etanol
(mmol O,/L/h) hizi (vvm) (g/L)

0,01 0 19,32+0,1

2 0,020 20,12+0,3

5 0,035 23,22+0,1

9 0,047 18,47+0,2

16 0,062 17,35+0,4
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Sekil 4.12 Cesitli havalandirma hizlarinin etanol {iretimine etkisi. Sonuglar ayni siirede

alinan 2 6rnegin ortalamasini standart sapmalariyla birlikte yansitmaktadir.

rE. coli KOI11 ile etanol iireten Ingram et al. (1999) kompleks
ortamlarda; mikroorganizmanin transport, regiilasyon, enerji tiikketimi, yapisal
diizenlemeler  gibi  ihtiyaglarim1  karsilamada  glikozu  kullanirken,
havalandirmasiz  ortamda kazandiklar1  diisitk  enerjilerinden  dolay1
fermantasyon hizinin yavasladigi ve iiretim veriminin azaldigini belirtmislerdir.
Ote yandan etanol iireticisi KO11 susunun biyoddniisiim verimini arttirmak
icin Okuda et al. (2007) mikrohavalandirma kosullarinin etkisini gostermistir.
Calismalarinda 4 mmol O,/L/h havalandirma varliginda pentoz fosfat yolagina
gecen mikroorganizmanin ksiloz tiiketim hizin1 ve {riin verimini % 25

arttirmay1 bagsarmiglardir.
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Sekil 4.13 Cesitli havalandirma hizlarinda rE. coli i¢in kuru kiitle agirligi. Sonuglar ayni

stirede alman 2 6rnegin ortalamasini yansitmaktadir.

Uygun havalandirma hizinin denendigi ¢alismada veriler arasindaki fark
anlamhdir (p<0,05) ve maksimum etanol konsantrasyonu ile sonuglanan 5
mmol O,/L/h oksijen transfer hizina sahip denemede 48 saatlik liretim sonunda
ulagilan verim (0,39 g/g); havalandirmasiz reaktorde hesaplanan verimden
(0,34 g/g) daha yiiksektir (Cizelge 4.16, p<0,05). Okuda et al. (2007) oksijen
transfer hizinin etanol iretimine etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, KO11
susundan etanol {iretimi i¢in 90 g/L ksiloz igeren LB ortaminda 4 mmol O,/L/h

oksijen transfer hizinda 0,47 g/g verimle iiriin elde etmislerdir.
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4.2.3.2. Havalandirma siiresinin belirlenmesi

Bir 6nceki denemede reaktore ilk 8 saatte verilecek en uygun hava akis
hizt 0,035 vvm ve OTR= 5 mmol O,/L/h olarak bulunmustur. Hava
beslemesinin ilk 8 saatte verilmeye baslatilmasinin temel sebebi rE. coli’nin 8.
saat sonunda maksimum spesifik biiyiime hizinda (0,65 h') olmasindadir
(Cizelge 4.15). Ancak havalandirma siiresinin etanol verimine etkisini
belirleyebilmek icin ilk 6, 8, 10 ve 12 saatte ayni besleme hizinda hava
verilerek dort ayr1 reaktor denemesi yapilmis ve 48. saatte {rettikleri
biyoetanol konsantrasyonlar1 kaydedilmistir. Sekil 4.14’te de goriildigi gibi,
ilk 8 saat hava beslemeli biyoetanol iiretimi sonucu elde edilen etanol
konsantrasyonu en yiiksektir (23,22 g/L). Hava beslemesinin siiresi azaldik¢a
verimlilik {izerindeki etkisi de az olurken; uzadikca mikroorganizmanin

anaerobik yolla etanol iiretimleri azalmaktadir (Sekil 4.14).

25
20
=
S~
8 15 —o—ilk 6 saat hava
% ilk 8 saat hava
& 10 —#—ilk 10 saat hava
—»—ilk 12 saat hava
5 —»—Havalandirmasiz
0
0 10 20 30 40 50 60
Zaman (saat)

Sekil 4.14 Uretimin basinda ¢esitli siirelerce beslenen 0,035 vvm havanin etanol
iiretimine etkisinin havalandirmasiz iretimle kiyaslanmasi. Sonuglar ayni siirede alinan 2

Ornegin ortalamasini yansitmaktadir.
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Sekil 4.15 5 mmol O,/L/h hava ile farkli havalandirma siirelerinde rE. coli i¢in kuru

kiitle agirligi. Sonuglar ayni siirede alman 2 6rnegin ortalamasini yansitmaktadir.

Uygun havalandirma siiresinin belirlenmesi i¢in yapilan her denemede;
mikroorganizma verilen hava siiresinden bagimsiz olarak ilk 8 saatte
maksimum spesifik biiyiime hizlarina (pmay) ulasmustir. Ik 12, 10, 8 ve 6 saat
0,035 vvm hava debisinde yapilan iiretimle elde edilen pny.x degerleri sirasiyla;
0.79, 0.65, 0,63 ve 0.63’tiir (Cizelge 4.15). rE.coli KOI11 ilk 8 saatte hizla
bliyiimekte, ardindan biiylime hizi azalmaktadir (Sekil 4.15). Birim
mikroorganizma bagina iiretilen biyoetanol miktarlar1 ise; 12 saatlik besleme
icin 1.75, 10 saatlik besleme i¢in 2.15, 8 saatlik besleme igin 2.55, 6 saatlik
besleme icin 2.18 g/g‘dir. Hava besleme siiresi uzadikca artan mikroorganizma
sayisina karsin, etanol konsantrasyonu diismektedir (Sekil 4.15). 8. saate kadar
reaktdre verilen hava birim mikroorganizma bagma iretilen biyoetanol

konsantrasyonunda artisa neden olmaktadir. Bu nedenle reaktorde agro-
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endiistriyel atik denemelerinde ilk 8 saat 5 mmol O,/L/h hava beslemesi

yapilmigtir.

Cizelge 4.15 5 mmol O,/L/h ile farkli havalandirma stirelerinde rE. coli i¢in spesifik

biiytime hiz1 ve 48. saatteki Yp/x verimleri.

Zaman ilk 6 saat ilk 8 saat i1k 10 saat ilk 12 saat
saat
( ) Wmax Yox Wmax Yox Wmax Yox Wmax Yex
6 0,61 0,60 0,61 0,64
8 0,63 0,65 0,65 0,79
2,18 2,55 2,15 1,75
10 0,11 0,10 0,13 0,19
12 0,04 0,05 0,05 0,06
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Sekil 4.16 Biyoreaktorde ilk 8 saat hava beslemesi (havalandirmali) ile yari-anaerobik
(havalandirmasiz) kosullarin (a) biyoetanol iiretimine ve (b) birim mikroorganizma bagina
iiretilen etanol miktarina etkisi (¢) ortamdaki ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonu. Sonuglar ayni

stirede alian 2 6rnegin ortalamasini yansitmaktadir.
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Reaktore 8 saat boyunca beslenen hava (havalandirmali) ile yari-
anaerobik  (havalandirmasiz) ortamda iretilen biyoetanoliin  cesitli
parametrelerce karsilastirilmas: Cizelge 4.16 ve Sekil 4.16°da verilmistir.
Verim, hacimsel verimlilik, tiretilen etanol konsantrasyonu bakimindan iki
kosul arasinda 6nemli fark bulunmaktadir (p<0,05). Havalandirma yapilmadan
birim mikroorganizma basma firetilen etanol miktart 2,36 g/g iken;
havalandirmali ortamda 2,55 g/g’dir (p>0,05). Ilk 8 saat hava beslemesi ile
biyokiitle tiretimi 8,2 g/L.’den 9,1 g/L’ye arttirilmistir; ancak birim hiicre basina
tiretilen {iriin konsantrasyonu Onemli miktarda degistirilmeden, 48. saatin
sonunda {retilen toplam iirlin konsantrasyonu 19,32 g/L’den 23,22’ye

yiikseltilmistir (Sekil 4.16 ve Cizelge 4.16).

Sekil 4.16c’de goriildigii gibi havalandirmasiz iiretimde ortamdaki
¢Oziinmiis oksijen konsantrasyonu daha hizli tilkenmistir ve 2. saatin sonlarinda
yatigkin duruma gelmistir; buna karsin havalandirmali tiretimde oksijen
beslemesiyle 8. saatin sonunda ¢dziinmiis oksijen konsantrasyonu ortalama % 2
degerinde sabit kalarak yatiskin duruma ge¢mistir. Ancak biyokiitle {iretim
hizinin  diismesiyle (Sekil 4.16a ve 4.16b) 30. saatin sonunda oksijen
elektrodunun gosterdigi degerlerde sapmalar goriilmeye baslamis; 48. saatten
sonra 0,001’in altina diisen spesifik biliylime hizina bagli olarak (Cizelge 4.15)

oksijen tiiketimi azalmigtir.

Verim ve verimlilik degerlerinden elde edilen bulgulara gore; 60 g/L
glikoz kullanilarak E. coli KO11’den biyoetanol iiretimi i¢in en uygun kosul

35°C ve 150 rpm’de, ilk 8 saat 0,035 vvm hava beslemesi olarak belirlenmistir.



81

Cizelge 4.16 11k 48 saatte iiretilen etanol konsantrasyonu, tiiketilen glikoz, verim ve
hacimsel verimlilik bakimindan havalandirmali (ilk 8 saat 0,035 vvm-OTR=5 mmol/L/h) ve

havalandirmasiz tiretimin karsilagtirilmasi.

Ik 8 saat
Havalandirmasiz
Havalandirmah

Uretilen Etanol (g/L) 19,32+0,1 23,22+0,1
Uretilen Biyokiitle (g/L) 8,20 9,10
Tiiketilen Glikoz (g/L) 56,04 59,03
Hacimsel Verimlilik (g/L/h) 0,40 0,48
Verim (Ypss) 0,34 0,39
Verim (Yp/x) 2,36 2,55

4.3. Agro-Endiistriyel Atik Destekli LB Ortamiyla Erlen Denemeleri

Agro-endiistriyel meyve posalariin igerdigi sekerin % 99’unu fruktoz,
glikoz ve sakkaroz olusturur (Cemeroglu ve Karadeniz, 2001). Sakkaroz,
birbirinin izomeri olan fruktoz ve glikozdan olusur. Fruktoz ve glikoz hiicre
icine ayn1 enzimle (PTS enzim II) girer ve fosforilasyonlar1 ayni yolaklarla olur
(Kornberg et al., 2000). Her iki monomerde de 6 karbon bulunmasina karsin,
fruktoz igerdigi S-liyeli hemilzetal halka nedeniyle glikoza gore daha uzun
metabolik yolak ve yiiksek reaktiviteye sahiptir. Ayrica fruktoz, glikozdan
farkli olarak metabolizmaya fruktoz-1-fosfat yolagindan girer (Kiefer et al.,

2002).

Mikroorganizmalar logaritmik fazda ortamdaki karbon kaynaklarini
degerlendirmek icin, Embden-Meyerhof-Parnas yolaginin (EMP) alternatifi
olan Pentoz Fosfat yolunu (PPP) tercih ederler. PPP alt1 karbonlu sekerlerin
oksidasyonuyla baglar ve pentoz fosfat ile karbondioksit olusumuyla son bulur.
PPP, biyosentezde biyokiitle ve {iriin olusumu i¢cin NADPH kaynagi oldugu
i¢in 6nemlidir. Kiefer et al., 2002 fruktozun glikoza gore yiiksek trikarboksilik
asit aktivitesine sahip olmasina karsin, diisiik PPP aktivitesi (% 20 daha diisiik
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karbon akis1) nedeniyle diisiik iirlin konsantrasyonuna dikkat ¢ekmislerdir.
Ayrica glikoliziste 1 mol glikoz basina 1,73 mol; 1 mol fruktoz basina 1,33
mol ve 1 mol sakkaroz bagina 0,75 mol NADPH f{iretilmektedir (Kiefer et al.,
2002). Bu nedenle iiriin ve biyokiitle verimleri de farklidir (Kiefer et al., 2002).
Cizelge 4.17°da goriildiigii gibi glikoza gore etanol konsantrasyonu ve verimin
fruktozda diisiik olmasi, farkli substratlarin mikroorganizma tarafindan
almmasi  ve  metabolizmaya sokulmasinda farkliliklar  olmasindan

kaynaklanmaktadir.

Karbon kaynagi olarak kullanilabilirligi incelenen agro-endiistriyel atik
olarak mevsimselligi ve bulunabilirligi nedeniyle ayva, elma ve portakal
posalar tercih edilmistir. Bu meyvelerin posalart meyve suyu sanayisi atigidir
ve bol miktarda indirgen seker igerdikleri bilinmektedir (Cemeroglu ve
Karadeniz, 2001). Meyve posalarinin biyoetanol iiretiminde substrat olarak
kullanilabilirliginin arastirildigir bu kisimda, LB i¢inde 60 g/L indirgen seker
iceren agro-endiistriyel atiklar (Bkz 3.2.1) karbon kaynagi olarak eklenerek
biyoetanol iiretimi yapilmistir (Cizelge 4.17). Cizelge 4.18’de goriildiigi gibi
ayvada igerik olarak yiizde glikoz orami fruktozdan diisiiktiir. Ayva posasinda
biyoetanol verimliligi ile fruktozdan elde edilen verimliligin birbirine esit

(0,33) olmas1 bu durumun sonucudur (Cizelge 4.17).

Sakkaroz ise bir disakkarittir ve katabolize olabilmesi ic¢in Oncelikle
glikolizhidrolazlarca fruktoz ve glikoza parcalanmasi gerekmektedir. Elmada
agirhikca % 1,72 glikoz olmasina karsin % 3,6 sakkaroz olmasi, iiretimin
verimliligini diisiirmektedir (Cizelge 4.17). Ciinkii 40 g/L sakkarozdan elde
edilen verimlilik degeri ile elmadan kazanilan verimlilik degeri istatiksel olarak
birbirinden farksizdir (p>0,05). Portakal ise agirlikca icerdigi % 2,27 glikoz ve
% 2,45 fruktozla birlikte % 3,46 sakkaroza sahip olmasi nedeniyle diger
meyvelerden daha diisiik verimlilik degerine (0,21 g/L/h) sahiptir (Cizelge
4.17). Ayrica icerdigi diisiik seker konsantrasyonu ortama eklenen kuru madde
oranini arttirdig1 i¢in ortam diger posalarla calisilan ortamlardan ¢ok daha
viskozdur. Portakal posasiyla yapilan ¢aligmalarda verim (0,18 g/g) ve
verimlilik (0,21 g/L/h) ayva veya elmadan daha diisiik oldugu (Cizelge 4.17)
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ve aralarindaki fark istatiksel olarak 6nemli oldugu (p=0,001<0,05) igin,

reaktor ¢alismalar1 sadece elma ve ayva ile devam ettirilmistir.

Cizelge 4.17 Erlenlerde farkli hammaddelerle biyoetanol iiretimi. Tiim substratlara LB
ortami ilave edilmistir. Sonuglar 2 paralel iiretimden elde edilen verilerin ortalamasidir

(p<0,05).

. Hacimsel

Kullanillan | Kuru hiicre Indirgen Etanol
Ypss (g/g) verimlilik
hammadde | agirhg: (g/L) | seker (g/L) (g/L)
(g/L/h)

Glikoz 7,62+0,2 4,09 16,98+0,2 0,30 0,35
Fruktoz 7,41+£0,4 5,08 15,71+0,6 0,29 0,33
Sakkaroz 6,84+0,3 3,99 14,62+0,2 0,41 0,30
Ayva 7,23+0,3 4,42 15,74+0,3 0,28 0,33
Elma 6,43+0,5 4,19 13,81+0,7 0,25 0,29
Portakal 4,11+0,5 5,21 10,01+0,2 0,18 0,21

Cizelge 4.18 Kullanilan agro-endiistriyel meyve posalarmin kompozisyonu (Cemeroglu

ve Karadeniz, 2001).

Kullanilan Sakkaroz
Glikoz (%) | Fruktoz (%)
hammadde (%)
Ayva 4,72 9,13 1,72
FElma 1,72 6 3,60
Portakal 2,27 2,45 3,46

Elde edilen verilere gore, rE. coli’den biyoetanol iiretiminde ayva posast
hammadde olarak kullanilabilirdir. Ustelik iiretim 6ncesi ezme ve kurutma

disinda 6nislem uygulanmadigi i¢in liretim maliyeti distiktiir.

4.4. Agro-Endiistriyel Atik Destekli LB Ortamiyla Reaktor

Denemeleri

60 g/L glikoz destekli LB ortami1 kullanildiginda 150 rpm’de karistirilan

reaktore ilk 8 saat hava beslendiginde iiretim veriminin arttirildigi goriilmiistiir.
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Bu nedenle alternatif karbon kaynagi olarak agro-endiistriyel atiklar

kullanilarak yapilan denemelerde de hava beslemesi yapilmistir.

Biyoetanol {iretimi i¢in sentetik ortam veya agro-endiistriyel atiklar
kullanildiginda, mikroorganizma ve ortam bilesenleri dogrudan siviyla temas
halde bulundugundan iiretim derin kiiltiir olarak degerlendirilebilir. Ancak
meyve posalari suda ¢oziinemedii i¢in iiretim ortami heterojendir. Glikoz
kullanilarak  yapilan iiretimde 48. saat sonundaki mikroorganizma
konsantrasyonu 9,1 g/L iken, fruktozdan 8,5 g/L ve ayvadan ise 8,1 g/L hiicre
tiretilmistir. Ancak birim hiicre basina iiretilen iirlin konsantrasyonu glikozla
2,55 g/g iken; fruktozda 2,4 ve ayvada 2,37’dir. Ypx degerleri bakimindan

fruktoz ile ayva iiretimleri arasinda fark bulunmamaktadir (p>0,05).

Agro-endiistriyel atiklarin glikoz yerine kullanildigi ¢alismalarda 150
rpm’de oksijen transfer hizinin 5 mmol O,/L/h olmasi igin beslenmesi gereken
hava debisi 120 ml/dak (0,06 vvm) olarak belirlenmistir. Buna gore 150
rpm’de yapilan iiretimde 48. saatin sonunda elde edilen etanol konsantrasyonu
11,45 g/L’dir. Ypss veriminin 0,39 g/g’dan 0,20 g/g’a diismesi ve son biyokiitle
konsantrasyonunun 6,2 g/L’de kalmasi, diisiik karistirma hizi ve yogun
vizkozite nedeniyle reaktorde olusan Olii bolgelerin varligiyla agiklanabilir.
Ayrica artan karigtirma hiziyla, sirkiilasyon siiresi degistirilerek {iretilen
etanoliin iiriin olusumu {iizerindeki inhibisyon etkisi azaltilabilir. 5 mmol
0O,/L/h’lik oksijen transfer hizina sahip havalandirmali reaktérde 150 rpm’lik
karistirma hizinda glikoz kullanilarak yapilan denemede elde edilen verime
(0,39 g/g) ulasabilmek icin oksijen transfer hizinda; ancak farkli karigtirma

hizlarinda denemeler yapilmistir.

Cizelge 4.19°deki verilere gore, karistirma hizinin biyoetanol iiretimine
etkisinin oldukca belirgin olmasinin (p<0,05) temel nedeni, ortamin
vizkozitesinin yiiksek olmasidir ve karistirma hizindaki artisin homojenite ve
verililigi arttirmasi beklenen bir durumdur. Maksimum bigak ucu hiz1 6 rushton
bicakli karistirict i¢in bakterilerde 4 m/s’dir ve mikroorganizmanin zarar

gormemesi i¢in bicak ucu hizinin 4 m/s’yi (Bailey and Ollis, 1986)
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gecmemesine dikkat edilerek karigtirma hizi araligi seg¢ilmistir. Bigak ucu hiz1

hesabi su formiille yapilir;

_— mx N x D;
ST 60
Denklem 4.5
Di= 6 cm= 0,06 m olduguna gore;
3,14 x N x 0,06
4 = i ise N,qy = 1273,89 rpm

60

Sartorious A plus reaktorlerde kullanilabilecek maksimum karistirma hizi
800-1000 rpm ile sinirlandirilmastir. Kiitle transferinin daha hizli ve uniform
saglanabilmesi i¢in glukoz ve oksijenin hiicreye transferini saglarken; etanoliin
hiicre i¢cinden uzaklasimi icin etkin bir karistirma hizina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu sonuglar dogrultusunda ayva ve elma posalari ile hiicrede iiretilen etanoliin
daha etkin uzaklastirilmast icin 200-500 rpm arasinda denemeler yapilarak
etanol iretimi arttirllmaya ¢alisilmistir. Cizelge 4.19°da da goriildigii gibi 48
saatlik iiretim siiresince ayvanin substrat olarak kullanildigi denemelerde 300,
400 ve 500 rpm arasindaki fark istatiksel olarak Onemli olmadigi
(p=0,85>0,05) ve elde edilen 19,66 g/L’lik etanol konsantrasyonu 200
rpm’deki 14,45 g/L’lik etanol konsantrasyonundan daha yiiksek oldugu igin,
ayva i¢in 300 rpm en iyi karistirma hizi olarak belirlenmistir. Elmayla yapilan
denemede 3 karistirma hizi1 karsilastirildiginda p=0,04<0,05 oldugu i¢in ve 400
rpm ile 500 rpm arasinda istatiksel olarak fark olmadigindan (p=0,6>0,05)
elma posasiyla 400 rpm’de en iyi iirlin konsantrasyonu elde edilmistir (Cizelge
4.20 ve Sekil 4.16). Her iki atik denemesinde de yiiksek karigtirma hizlarinin
150 rpm’e gore daha yiiksek iiriin verimi saglamasi, hiicrede iiretilen etanoliin

difiizyonla daha hizli ve daha etkin bigimde uzaklagtirilmasiyla agiklanabilir.
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Cizelge 4.19 Biyoreaktorde a) ayva b)elma posasindan degisik karigtirma hizlarinda
biyoetanol iiretimi (OTR=5 mmol O,/L/h). Cizelge degerleri ayni siirede alinan 2 6rnegin

ortalamasidir.

Siire | Glikoz |Fruktoz Ayva

(sa) | 150rpm | 150 rpm | 200 rpm | 300 rpm | 400 rpm | 500 rpm

0 0 0 0 0 0 0

24 | 14,22+0,3 [13,08+0,5|9,244+0,3 | 12,52+0,5 |11,78+0,2|12,01+£0,4

48 | 23,2240,1 |20,29+0,1 [14,45+0,2/19,66 +0,8 [19,74 +0,7|20,15+0,3
(2)

Siire | Glikoz | Fruktoz Elma

(sa) | 150rpm | 150rpm | 300 rpm | 400 rpm | 500 rpm

0 0 0 0 0 0

24 | 14,22+0,3 | 13,08+0,5 [10,62+0,4| 11,21+0,2 | 11,59+0,3

48 | 23,22+0,1 | 20,29+0,1 |14,86+0,1| 16,72+0,4 |17,12+0,5

(b)

Cizelge 4.20 Cesitli karbon kaynaklarindan degisik karistirma hizlarinda elde edilen
biyoetanol verim ve verimliligi (OTR=5 mmol O,/L/h)

Kullanilan Verimlilik
Substrat Karistirma hizi (rpm) Ypss (g/g) (&/L/h)
Glikoz 150 0,39 0,48
Fruktoz 150 0,36 0,42

200 0,22 0,30
300 0,36 0,41
Ayva 400 0,36 0,41
500 0,36 0,42
300 0,26 0,31
Elma 400 0,32 0,35
500 0,32 0,36
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60 g/L glikoz destekli LB ortami kullanilarak elde edilen son iiriin
konsantrasyonu 23,22 g/L. ve 60 g/L fruktoz destekli LB ortami kullanilarak
elde edilen son iirlin konsantrasyonu 20,29 g/L. iken; ayni konsantrasyonda
indirgen seker iceren ayva kullanildiginda ayni siirede {iretilen etanol
konsantrasyonu 19,66 g/l olmaktadir. Benzer olarak 60 g/L. indirgen seker
iceren elma posast substrat olarak kullanildiginda ise {iretilen etanol

konsantrasyonu 16,72 g/L kadardir (Sekil 4.17, Cizelge 4.20).

25 +
20
=—t=—G-150 rpm
=== F-150 rpm
_:15 ete A-200 rpm
SN
— =>¢=A-300 rpm
o
.‘..“z’ === A-400 rpm
w
10 A-500 rpm
===E-300 rpm
E-400 rpm
E-500 rpm
5
0 T T T T 1

0 10 20 30 40 50
Zaman (saat)

Sekil 4.17 Cesitli karbon kaynaklarindan biyoetanol {iretimi i¢in farkli karistirma
hizlarinda iiretilen etanol konsantrasyonu (OTR=5 mmol O,/L/h). Veriler ayni siirede alinan 2

ornegin ortalamasiyla olugturulmustur. G: Glikoz, F: Fruktoz, A: Ayva, E: Elma (p<0,05).
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Sekil 4.18 Meyve posalarindan biyoetanol iretimi igin gesitli karistirma hizlarinda
ortamda biriken indirgen seker konsantrasyonu (OTR=5 mmol O,/L/h). Veriler ayn1 siirede

alinan 2 6rnegin ortalamasiyla olusturulmustur. G: Glikoz, F: Fruktoz, A: Ayva, E: Elma.
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Sekil 4.19 Meyve posalarindan biyoetanol iretimi igin ¢esitli karistirma hizlarinda

tiretilen kuru hiicre agirligi (OTR=5 mmol O,/L/h). G: Glikoz, F: Fruktoz, A: Ayva, E: Elma.

Ayvanin, glikoza oranla daha yiiksek miktarda fruktoz icermesi
nedeniyle, biyoreaktérde elde edilen iiretim sonuglar1 fruktoza benzemektedir
(p>0,05). Veriler dogrultusunda, rE. coli’den biyoetanol iiretiminde karbon
kaynag1 olarak Onislem uygulanmamis (sadece 1 mm’lik kesim ve kurutma)

ayva posasinin kullanilabilecegi soylenebilmektedir.

4.5. Biyoetanol Uretiminde Ol¢ek Biiyiitme
4.5.1. Damkahler sayis1

Yatigkin olmayan hal metoduyla belirlenen maksimum oksijen transfer

hiz1 gibi, yatiskin olmayan hal metoduyla oksijen alim hizi (OUR) de hesaplanabilir.
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2 L ¢aligma hacmine sahip 7E. coli KO11 erlenlerde belirlenen (Bkz. 4.1) en
uygun kosullar1 saglayan iiretim ortaminda maksimum spesifik biiyiime hizina
ulagsana kadar (8. saat, Cizelge 4.15) 0,035 vvm hava beslemesiyle
gelistirilmistir.  Bu  noktada hava  beslemesi  durdurulup  oksijen

konsantrasyonundaki azalma kaydedilmistir (Cizelge 21, Sekil 4.20).

Cizelge 4.21 Maksimum mikrobiyal bilylime sirasinda, organizma tarafindan ortamdaki

oksijenin zamanla tiiketilmesi.

Zaman
(dak) % DO CL =CL*%DO)
0,00 17,3 1,15
0,17 16,1 1,07
0,33 15 1,00
0,50 14,2 0,95
0,67 13,6 0,91
1,00 13 0,87
1,33 12,5 0,83
1,67 12,1 0,81
2,00 11,8 0,79
2,67 11 0,73
3,33 10,1 0,67
4,00 9,2 0,61
5,00 7,2 0,438
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1,2

y=-0,113x + 1,035
R%2=0,928
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Sekil 4.20 Biyoreaktorde iiretim ortamindaki ¢éziinmiis oksijen konsantrasyonunun

zamanla degisimi.

Oksijen alim hiz1 Sekil 4.20’nin egiminden hesaplanir ve bu deger 0,11
mg/L/dak (0,21 mmol/L/h) olarak belirlenmistir. Buna gore Da simgesiyle
gosterilen Damkohler sayist (OURmax/OTRmax)=0,042 olur. Da<l oldugu
igin prosesin biyokimyasal reaksiyon hizi limit bir faktordiir ve biyoetanol
iiretimi i¢in oksijen transfer hizi kritik bir role sahiptir. Biyoetanol iiretiminde
kiitle transferi; hiicre i¢ine oksijen ve substrat transferi ve hiicrede olusan
etanoliin ortama ge¢isi mekanizmalarinda etkin rol oynar. ki a, dizayn ve 6lgek
bliyiitme icin 6nemli bir miihendislik parametresidir (Marques et al., 2009).
Olgek biiyiitme parametrelerinden; benzer kra sayilar1 (Kia), benzer karisma
stiresi (tm) ve benzer karistirict ucu hizi (Vi) ile 10 L Sartorious B plus
biyoreaktorde etanol tiretimi gerceklestirilip en verimli Olgek biiyiitme

parametresi belirlenmistir.
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4.5.2. Olgek biiyiitme parametrelerinin etkisi

Olgek bilyiitiiliirken farkli parametrelerin 6zellikleri baz alinir ve iiretilen
madde, biyokatalizor, ortam sartlart vb. gibi durumlar i¢in farkl 6lgek biiyiitme
parametreleri uygulanir (Marques et al., 2009). Biyoetanol {iretimi i¢in en iyi
parametrenin belirlendigi ¢calismada (Bkz 3.2.6); benzer karistirma siiresi (ty),
benzer karistirict ucu hizi (Vs) ve benzer kra degeri (Kpa) ile 10 L’lik
biyoreaktérde yapilan havalandirmali biiylik 6lcek denemelerinde elde edilen

veriler Cizelge 4.22 ve Sekil 4.21°de goriilmektedir.

Benzer Kpa ile yapilan 6lgek biiylitmede 48. saatte liretilen etanol
konsantrasyonu 19,01 g/L iken verim 0,32 g/g ve hacimsel verimlilik 0,4
g/L/h’tir. Benzer t, denemesinde ise, liretilen etanol konsantrasyonu 2 L’lik
olgekteki 19,66 g/L’den 23,46 g/L’ye cikartilmistir. Ayrica benzer tn
denemelerinde verim 0,40 g/g’a arttirillirken, verimlilik 0,49 g/L/h’ye
ulasmstir. Uretimler kiyaslandiginda en yiiksek verim ve verimlilik benzer t,,
ile yapilan denemede elde edilmistir (Cizelge 4.23); ancak verimlilik
bakimindan t, denemesiyle 2 L’lik iiretim arasindaki fark istatiksel olarak
anlamsizdir (p>0,05). Buna karsin, Vg ile yapilan dlgek biiyiitmede elde edilen
iriin konsantrasyonu diger parametre sonuglarindan ve 2 L’lik {iretim
sonuclarindan Onemli derecede azdir; ayrica 48. saatte ortamdaki hiicre
konsantrasyonu 7,66 g/L’dir. Bunun nedeni 225 rpm karigtirma hizinin yetersiz
olmasiyla 6lii bolgelerin varligidir. Uretim sonunda ortamda harcanmadan

kalan 8,98 g/L seker konsantrasyonu bu sonucu desteklemektedir (Sekil 4.22).
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Cizelge 4.22 Biiyiik 6lgek denemelerinde LB destekli ayva posalariyla iiretilen etanol
konsantrasyonlarinin 2 L’lik havalandirmali iiretimle kiyaslanmasi. Sonuglar herhangi bir
zamanda alinan 2 Ornegin ortalamasinin standart sapmasiyla birlikte verilmistir (p<0,05). ty:
Benzer karigma zamani ile dlgek biiyiitme, Kya: Benzer kpa sayilariyla dlgek biiyiitme, Vs:

Benzer bigak ucu hiziyla 6lgek biiyiitme.

tm Vs KLa 2L
Zaman
Etanol Etanol Etanol Etanol
(saat)
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
0 0 0 0 0
24 14,66+0,6 | 11,52+0,3 13,57+0,5 12,52+0,5
48 23,461 18,13+0,1 19,01+0,1 19,66+0,8

Cizelge 4.23 Substrat olarak ayva kullanilan biiyiik 6lcek denemelerinde ilk 48 saatte
verim ve verimliligin 2 L’lik havalandirmali iiretimle kiyaslanmasi (p<0,05). t,: Benzer
karisma zamani ile dlgek biiylitme, K;a: Benzer kja sayilariyla Slgek biiyiitme, Vs: Benzer

bicak ucu hiziyla dlgek biiyiitme.

tm Vs | Kra | 2L
Yess (g/g) 0,40 | 0,36 | 0,32 | 0,36
Verimlilik (g/L/h) 0,49 | 0,38 | 0,40 | 0,41
Biyokiitle (g/L) 8,6 | 7,66 9 8,3
Tiiketilen Seker (g/L) 58,47 | 51,02 | 59,33 | 54,99
Yp/x 2,72 | 2,37 | 2,11 | 2,37
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Sekil 4.21 Farkli parametrelere gore yapilan dlgek biiyiitmelerin (a) biyoetanol ve (b)
biyokiitle iiretimine etkisi. t,: Benzer karigma zamani ile 6lgek biiyiitme, KLa: Benzer ki a

sayilartyla 6l¢ek biiyiitme, Vs: Benzer bigak ucu hiziyla 6lgek biiyiitme.
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Sekil 4.22 Farkli parametrelere gore yapilan dlgek biiyiitmelerine gore ortamda kalan
seker miktar1. t,,: Benzer karigma zamant ile 6lgek biiylitme, KLa: Benzer k; a sayilartyla 6l¢ek

biiyilitme, Vs: Benzer bigak ucu hiziyla 6l¢ek biiyiitme.

Benzer Kia, t, ile dlgek biiyiitme calismalarinda 48. saatte iiretilen
biyokiitle konsantrasyonu sirasiyla 9 ve 8,6 g/L’dir. Buna gore birim hiicre
basina iiretilen {iriin konsantrasyonu Kja ile 2,11 g/g iken t,, ile 2,72 g/g’dir.
Kra benzerligi esas alinarak yapilan 6lgek biiylitmede ortamdaki sekerin %
98,88’inin tiikenmesi ve 2 L’lik reaktdr denemesinden daha yiiksek biyokiitle
konsantrasyonu, mikroorganizmalarin oksijeni t, ve Vg’tan daha iyi
kullandiklarmin gostergesidir. Ancak Kya verimi 0,32 g/g iken t; veriminin

0,40 g/g olmasinin nedeni hiicrelerin 8 saat oksijenli solunum yaparken, t,,’te
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biyokiitleyi etanol iiretmek i¢in kullanmalarindan kaynaklanmaktadir. Buna

karsin Ky a ile biyokiitle {iretimi arttirilmaktadir.

Kra ile olgek biiyiitme, genel olarak tiim proses boyunca aerobik
kosullarda yapilan iiretimlerde en iyi sonucu vermektedir (Marques et al.,
2009). Vs ise hiicrelerin hasar orani yiiksekse, misel kiiltiirleri gibi kayma
geriliminin ylksek oldugu veya ortam morfolojisinin degisken oldugu

durumlarda bir 6l¢ek biiylitme parametresi olarak kullanilmalidir.

Karisma zamani, reaktore tek bir noktadan eklenen etkenin reaktor icinde
homojen dagilmasimna kadar gecen siire olarak tanimlanmaktadir. Karigma
zamani reaktor i¢cindeki akim ve karistirma performansiyla ilgili 6nemli bilgiler
verir. Bu nedenle onemli bir 6lgek bliyiitme parametresidir (Demirci, 2010).
Genel olarak karistirict ucu hizinin 2 - 3,2 m/s olmasi istenir ancak bu deger
kullanilan ~ mikroorganizmaya ve sivi  reolojisine  gore  farklilik
gosterebilmektedir (Marques et al, 2009). Yapilan o6l¢ek biiylitme
denemelerinden ¢ikarilacak sonug; rE. coli’den biyoetanol iiretimi i¢in biiyiik
Olcege gecilirken, istenen herhangi bir hacim i¢in dikkat edilmesi gereken
parametre, 17 saniye karistirma siiresine sahip karistrma hizinin

ayarlanmasidir.

4.6. Pervaporasyonla Etanol Ayrimi

Verimli bir etanol {iretiminin yayginlasabilmesi i¢in alt akim iglemlerinin
ucuz, pratik ve siirekli bir sekilde saglanmasi1 gerekmektedir. Etanoliin ortamda
birikiminin, substrati iiriine donilistim verimine verdigi negatf etkinin 6nlenmesi
icin on-line bir ayrim sistemine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu sekilde iiretim
ortamiyla paralel ilerleyen siirekli bir ayrim yapilarak ortamdaki ({irlin
konsantrasyonu diisiiriiliir ve ortamda biriken etanoliin iiretimdeki inhibisyon
etkisi ~ Onlenebilir.  Calisma  kapsaminda  yiiriitilen  pervaporasyon

denemelerinde nihai amag; iiretim ortamindan on-line uzaklastirilan bir etanol
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ayrimina model bir ¢alisma basamagi olusturarak, iiretim verimini arttiracak

pervaporasyon denemeleri i¢in 6n deneme kosullarini belirlemektir.

Pervaporasyon islemi, hidrofilik bir membranin iki ylizeyi arasindaki
basing farkinin yiiriitiicii kuvvet olarak kullanilmasiyla karisimdaki hidrofilik
komponentlerin permeat sivistyla uzaklastirilmasi esasina dayanmaktadir. 10
L’lik reaktorde (8 L calisma hacmi) 35°C ve 330 rpm calkalama hizinda (pH 6)
ayva posast destekli LB ortami kullanilarak benzer karigsma siiresi ile 6l¢ek
biiyiitiilerek yapilan 48 saatlik {iretim sonucu santrifiigasyon islemiyle (5000 g,
5 dakika, 5°C) agirlik¢a etanol fraksiyonu % 2,3 olan 5 L siipernatant elde
edilmistir. Bu 5 L’lik siipernatanttaki etanolii konsantre edebilmek amaciyla
Sulzer marka pervaporasyon cihazi kullanilarak alt akim islemi

gergeklestirilmistir.

100 L/h (2,78x107° m*/s) besleme debisi (Q) i¢in 1 cm hidrolik caplt (dp)

besleme borusundaki sivinin akis hizi (v, m/s) ve Re sayisi;

| Q

v=0,35m/s

p.v.d
u

Re =

Denklem 4.6
Re = 4885,19

Re<500 ise akim rejimi laminar, 500<Re<2000 ise ge¢is ve Re>2000 ise
akim tiirblilanstir (Aroujalian and Raisi, 2009). Pervaporasyon denemelerinde
Re sayist 4885,19 olarak hesaplanmistir ve buna gore rejim tiirbiilanstir.
Pervaporasyonda akim tiirbiilans iken 2,25 segicilik degeri ile en yliksek ayrim

yapilabilmektedir (Aroujalian and Raisi, 2009).

Pervaporasyon denemesi i¢in 10 L’lik reaktorde ayva posasi kullanilarak

yapilan tiretimin hiicre ve kat1 posadan ari 4 L’lik siipernatanti pervaporasyon
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initesine 2 ayr1 deneme igin (65 ve 700C) 2’ser L hacimle beslenmistir.
Kullanilan membranin hidrofilik 6zellikli olmasi nedeniyle permeat kisminda
su, retentant kisminda ise sudan arindirilmis etanol bulunmakta; bu retentant
tanka tekrar gonderilip yeni ayrim yapilmaktadir. Bu nedenle retentant kismina
besleme denilebilmektedir. Membranin iist kismindaki atmosfer basinca (~1
bar) karsilik, alt kismindaki akim basinci 7 mbar’dir ve akis, bu iki yiizey
arasindaki basing farkinin sagladigi yiiriitiicii giicle saglanmaktadir. 65 ve
70°C’de yapilan pervaporasyon denemelerinde permeat kisminda hidrofilik
komponentler toplanmaktadir. Bu nedenle o degeri permeattaki etanol
konsantrasyonu hakkinda bilgi verir ve ne kadar diigilkse ayrim o kadar iyi
yapilmustir. Cizelge 4.24’te de goriildiigii gibi, 10. saatin sonunda 70°C’de a
degeri 0,005 iken, 65°C’de o degeri 0,011°a cikmustir. Ayrica permeattaki
etanol konsantrasyonu 10. saatin sonunda 70°C’de 0,03 g’a kadar diismiisken,
65°C’de 0,05°tir. Buna karsin, 70°C’de 7 mbar alt akim basmcinda yapilan
denemede besleme kismindaki etanol konsantrasyonu 2,3 kat arttirilarak
agirhkeca % 2,3’ten % 5,3’e ¢ikartilmistir; ancak 65°C membran sicakliginda
beslemedeki agirhik fraksiyonu % 2,3’ten % 4,11°e kadar konsantre
edilebilmistir (Cizelge 4.24). Chovau et al. (2010) pervaporasyonla etanol
uzaklagtirdiklar1 calismada 3 mbar alt akim basinci kullanarak 12. saatin
sonunda etanol konsantrasyonunu agirlik¢a % 5’ten % 30,7’ye ¢ikartabilmisler

ve pervaporasyonda caligma basarisinin basinca bagl oldugu belirtmislerdir.

Pervaporasyon denemelerinde kullanilan membran organofilik 6zellikli
ise ayrim faktoriiniin (o) artmasi, pervaporasyonun performansinin arttigini ve
permeattaki etanoliin agirlik¢a yiizdesinin yiikseldigini gostermektedir. Ancak
bu c¢alismada da oldugu gibi, hidrofilik membranla su ayrimi yapildiginda o
degeri azaldikca, suyla birlikte uzaklastirilan etanol yiizdesi azalirken, besleme
tankinda depolanan etanol yiizdesi artmaktadir. Buna goére ayrim performansi
ile o ters orantilidir. Cizelge 4.24 ve Sekil 4.25’te gorildiigii gibi 65 ve
70°C’de yapilan pervaporasyon denemesinde o degeri zamanla azalmaktadir;

ancak 70°C membran sicakliginda azalma, 65°C’den daha hizhidir ve 10.
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saatteki 0,005 olan ayrim faktérii 65°C’de elde edilen 0,011 ayrim faktoriinden
0,45 kat daha disiiktiir (p<0,05).

Cizelge 4.24 Farkl sicakliklarda 10 saatlik pervaporasyon iglemi sonuglari. Baglangi¢

beslemesi agirlikca % 2,3 etanol icermektedir. Veriler ayni siirede alman 2 Ornegin

ortalamasiyla olusturulmustur.

Permeat Besleme
J top J EtOH CEtOH CEtOH
Mo, (8) 2 2 o p
(g/m*/h) | (g/m*/h) | (Y g/g) (% g/g)
% 353,24+0,1 | 2744,67 1,31 0,05+0,1 | 0,011 | 0,011 4,11
=)
% 425,91+0,2 | 3499,27 1,05 0,03+0,1 | 0,005 | 0,006 5,30
c~
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Sekil 4.23 Sicakligin pervaporason siiresince permeat ve besleme hattindaki etanol
konsantrasyonuna etkisi. Baglangi¢ beslemesi agirlikca % 2,3 etanol igermektedir. Veriler ayni

siirede alinan 2 drnegin ortalamasiyla olusturulmustur.

Pervaporasyon denemelerinde aki, etanol ayrimi ic¢in yazilan kinetik
modellerin olusturulmasinda 6nemli role sahiptirler (Staniszewski, 2007;
Wang, 2010). Yapilan denemede 65 ve 70°C sicaklikta toplam aki zamanla
arttirlmustir (Sekil 4.24). 65°C membran sicakliginda 10 saat sonra ulasilan
toplam aki 2744,67 g cm™ h' iken 70°C membran sicakliginda aymi siire
sonunda 3499,27 g cm™ h' aki saglanmustir. Her iki denemede de toplam aki
6,5-7. saatler arasinda yatiskin duruma gelmistir (Sekil 4.24). Etanol akisi ise
her iki denemede de 5. saat sonrasi azalmaya baglamistir ve 7-8. saatin sonunda

yatigkin durumuna ulasmistir. Chen et. al (2001) 50°C iistiindeki hidrofilik
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membran sicakliginda toplam akinin (membranin sigsmesi nedeniyle) arttigini
ve ayrim faktoriinlin azaldigini belirtmislerdir. Ayrim faktoriindeki bu azalis,

yiikselen sicakliga bagli olarak molekiillerin hareketindeki artistan

kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.24 Sicakligin pervaporason siiresince permeat ve besleme hattindaki etanol akist
ve toplam akiya etkisi. Baslangic beslemesi agirlikga % 2,3 etanol icermektedir. Veriler aym

stirede alinan 2 6rnegin ortalamasiyla olusturulmustur.

Wang et al. (2010), en uygun pervaporasyon kosullarmin 70°C’de
yapildigini belirtirken; Thongsukmak et al. (2009) yiiksek sicakliklarda akinin
ve ayrim giiciiniin arttigin1 gostermislerdir. Chovau et al. (2010) ise organofilik
membran (PERVAP 4060) kullanarak 2 mbar alt akim basincinda 30°C’de
agirlikga % 5°lik etanol konsantrasyonunu % 30,7 ye ¢ikartabilmislerdir.



102

0,04 -

0,035 -

0,03 -

0,025 -

Ayrim Faktorii

0,02 -
=@ 650C

700C
0,015 -

0,01 -

0,005 -

Zaman (saat)

Sekil 4.25 Sicakligin pervaporason siiresince permeat ayrim faktoriine (a) etkisi.
Baslangi¢ beslemesi agirlik¢a % 2,3 etanol igermektedir. Veriler ayn siirede alinan 2 6rnegin

ortalamasiyla olusturulmustur.

Permeatla uzaklastirilan suya paralel olarak beslemedeki etanol
konsantrasyonu arttik¢ca ayrim faktorli azalmaktadir (Sekil 4.26). Sekil 4.24°te
goriildiigii gibi etanol akisi ile permeattaki etanol konsantrasyonu dogru
orantili olarak azalmaktadir. Benzer sonu¢ Kaseno et al. (1998)’in kullandiklar1
organofilik membranin alt akiminda 2 mbar basingla yaptiklar1 c¢alismada
akimin  1000’den 2000 g/m*h’ten ¢ikisma paralel olarak etanol
konsantrasyonun 150°den 350 g/L’ye ¢ikartilmasiyla elde edilmistir.
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Sekil 4.26 Beslemedeki etanol konsantrasyonunun pervaporason performasina etkisi.
Bagslangi¢ beslemesi agirlik¢a % 2,3 etanol icermektedir. Veriler ayni siirede alman 2 drnegin

ortalamasiyla olusturulmustur.
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5. SONUC ve ONERILER

250 ml’lik erlenlerde baglayan ve 5 ile 10 L’lik reaktorlerde olgek
blyiitiilerek yapilan deneme sonuglarinda, en yiiksek verime E. coli KO11
susuyla 35°C’de 330 rpm’de (pH 6), 10 L’lik reaktorde 8 L ¢alisma hacminde
60 g/L indirgen seker iceren ayva posasi destekli LB ortami kullanilarak ve ilk
8 saat 5 mmol/L/h oksijen igeren hava beslenerek 23,46 g/L etanol, 8,6 g/L
kuru agirlik ve % 97,83 seker tliketimiyle 48 saatlik iiretim sonunda
ulagilmistir. Burada elde edilen Yp/x degeri 2,72 g/g; verimlilik degeri 0,49 g/L

ve verim 0,4 g etanol/g substrat’tir (teorik verimin % 79’u kadar).

Erlen denemelerinden reaktor sistemlerine gegilirken “benzer karigsma
stiresi” ilkesine gore karistirma hizi belirlenmis; bu karistirma hizinda akim
rejiminin erlenlerde oldugu gibi tam tiirbiilans bolgede olmasi i¢in Re sayis1 da
hesaplanmistir. Erlenlerde disaridan yapilan orbital calkalamaya karsilik,
reaktorde icten karistirma sayesinde 0,28 g/g Yps verimi 0,36 g/g’a
cikartilmistir. Ayrica biyoreaktorlerde 1s1 ve kiitle transferi, erlenlere gore daha
kontrolliidiir. Bu nedenle ayva posasinin substrat olarak kullanildigi erlen
denemelerinde elde edilen 15,74 g/L. etanole karsilik, 5 L’lik biyoreaktdrde
19,66 g/L etanol iretilmigtir. Ancak reaktorlerde, minimum hava partikiilii
hareketi hizinin saglanmasi ve alevin kontrolii zorlasti§i i¢in inokulum
sirasinda kontaminasyon riski daha yiiksektir. Bunun yani sira erlen veya
reaktdrlerde yapilan iiretimlerde, hiicreler rekombinant oldugu icin standart bir
hiicre performansinin saglanmasi zordur. Etanol veriminin yapilan ¢aligsmalara

gore diisiik ¢citkmasinin nedeni su maddelerle agiklanabilir;

- Literatiirde yer alan yeni ¢alismalarda iiretim veriminin diigmesi susun
dejenerasyonunu gostermektedir.

-Olusan etanol yeni drlinlerin iiretiminde inhibisyon etkisi
gostermektedir.

- Yiiksek hiicre i¢i etanol konsantrasyonu {iriin verimini diistirmektedir.
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- Agro-endiistriyel atiklarin icerdigi farkli sekerlerin {iretim verimleri
birbirinden farklidir ve glukoza gore daha yiiksek fruktoz igeren atiklarin
verimi de bu nedenle daha diisiiktiir.

- Agro-endiistriyel atiklarda {iretim ortaminin yiliksek viskozitesi

homojenite lizerinde olumsuz etki gostermektedir.

Yapilan denemelerde agro-endiistriyel atiklarin glukoza gore daha diisiik
verimle etanol vermelerinin bir nedeni, yiiksek viskozitenin neden oldugu ol
bolgelerin varligi ve sirkiilasyon siiresinin yetersiz kalmasidir. Karistirma
hizinin belli bir degere kadar artmasi bu durumu onlese de, gelecek
caligmalarda hiicre verimine negatif yonde etki etmeyecek viskozite

diistiriiciilerin ortama katilmas1 bu problemi 6nleyebilir.

Ayva posasi igerigindeki sekerlerin karbon kaynagi olarak kullanildigi 10
L’lik tiretimden elde edilen 5 L’lik siipernatant ile pervaporasyon prosesinde en
iyl ayrim; 70°C’de 7 mbar alt akim basingla ¢alisan hidrofilik membranda,
agirhik fraksiyonu % 2,3 olan beslemedeki etanol oranm1 % 5,3 g/g’a
cikartilmigtir.  Prosesin ayrim faktorii (segicilik) 0,011°dir ve permeattaki

toplam aki1 2744,67 g/m?/h iken; etanol akis1 1,31 g/m*/h’dir.

Pervaporasyon ¢aligmalarinda ayrim giicii proses siiresine, sicaklifa ve
alt akim basincina baghidir. Etanolin daha iyi ayrilmasi i¢in sicakligin
arttirtlmas1 membranin sismesine ve dolayisiyla dmriiniin kisalmasina neden
olmakla birlikte, maliyeti arttirir. Bu nedenle diisiik sicakliklarda c¢alisarak;
membranin alt yiizeyine uygulanan alt akim basincinin diisiiriilmesi i¢in daha
yiiksek ¢ekis giicline sahip vakum pompasi kullanilmalidir. Bunun yani sira,
pervaporasyon  sisteminde  hidrofilik bir membran yerine pordz
politetrafloroetilen, polidimetilsiloksan veya poliorganofosfazen  gibi
organofilik bir membran tercih edilirse, etanoliin permeat akimiyla
uzaklastirilmasiyla ¢ok daha kisa siirede daha yiiksek ayrim performansina
sahip bir separasyon islemi elde edilebilmektedir. Pervaporasyon {initesiyle
entegre bir hiicresel geri doniisiim sistemiyle (ultrafiltrasyon gibi)

fermentasyon sicakliginda ayrim yapilarak, iretilen etanoliin fermantasyon
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ortamindan siirekli uzaklastirilmasiyla azalan iiriin konsantrasyonu sayesinde
iriin inhibisyonu engellenebilir ve proses sonunda elde edilen {iriin verimi
arttirilabilir. Uygun bir organofilik membranin yoklugu ve sistemin on-line
calismaya uygun olmamasi nedeniyle bu ¢alismada fermentasyona siirekli bir
ayrim islemi denenememistir. Sistemin kesikli ayrim tanki dinlenme tanki
olarak kullanilarak ve yanina konuslandirilmis biyoreaktore hiicresel geri
dontigimlii bir filtrasyon sistemi entegre edilerek, olusturulacak diizenek
sayesinde yeni bir pervaporasyon ekipmanina gerek duymadan daha yiiksek

konsantrasyonda iiretime ulasilabilir.

Petrole alternatif yakitlardan en ¢ok umut vaad eden etanoliin
biyoproseslerce lretimi i¢in Ozellikle son yillarda ¢ok Onemli calismalar
yapilmaktadir. Bu calismalar ¢esitli lignoseliilozik atiklar1 da iceren agro-
endiistriyel atiklarin degerlendirilebilmesi iizerinde yogunlasmistir. Ayrica
iriinlin ~ ortamdan  uzaklastirilmasi i¢in  fermentasyona entegre bir
pervaporasyon sisteminin kurulabilmesi i¢in denemeler yapilmaktadir. Avrupa
tilkelerinin ¢ogu ve Amerika basta olmak iizere, pek ¢ok lilkede bu ¢alismalara
hiz vermek i¢in destek yapilmaktadir. En biiyiik biyoetanol iireticilerinden olan
Brezilya’da 1970 yilinda “Yakit Alkolii Programi1” yiiriirliige girmistir. Ulkede
hiikiimet tarafindan konan vergi muafiyetleri ve destekler ile biyoetanol tiretimi
desteklenmektedir. Amerika’da ise yenilenebilir yakit standartlar1 ve yasal
diizenleme mevcuttur. Ayrica 2012'ye kadar 22 milyon ton biyoetanol
harmanlanmast zorunlu hale getirilmistir. Hindistan’da 2003 yilinda bazi
bolgelerde % 5 etanol iceren benzin (E5) satist zorunlu hale getirilmistir.
Kanada’da 2010 yilinda benzin tiikketiminin % 35'inin E10 olarak kullanilmasi
hedeflenmistir. Japonya’da ise 2003 yilinda E3 satisina izin verilmistir,
Petrobras ile Mitsubushi firmalarinin etanol iiretmek iizere fizibilite ¢calismalar1
siirdiiriilmektedir. Ulkemizde 2005 yili itibariyle 18012 bin ton musir, 122685
bin ton bugday, 15181 bin ton seker kamis1 tiretilmektedir.

Tiirkiye’de ise, kullanimda olan enerji kaynaklarinin tiikkenme siirecinin
baslamasiyla, son yillarda enerji ¢esitliligini artirmak, yayginlagtirmak ve belli

enerji kaynag: tiirlerine biiylik oranlarda bagimli olmamak amaciyla alternatif
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yakit arayisina girilmistir. Ormanlarin ve dogal kaynaklarin daha rasyonel
kullanimi, dogal ekolojik dengenin korunmasi ve karbon emisyon degerlerinin
diisiiriilmesi amaciyla iilkemizde de ¢esitli biyoetanol tesisleri kurulmustur ve

toplam iiretim kapasitemiz 132000 m® kadardur.

Ilerleyen yillarda biyoetanol iiretiminin ve kullamminin yayginlasmasi
ile, tarim sektoriiniin {riinleri daha iyi degerlenme imkani bulacak, bunun da
ciftciye olumlu yansimasi kaginilmaz olacaktir. Gelecekte biyoetanol karisim
oranina gelecek diizenlemelere bagli olarak, iilkemizdeki tiiketim miktarinin
artacagl beklenmektedir ve iiretimin agro-endiistriyel atiklardan saglanmasi
icin ¢aligmalar arttirllmaktadir. Tiim bu beklentiler dogrultusunda; rekombinant
E. coli KO11’den biyoetanol iiretimi i¢in ayva posasinin kullanilabilirligini
gostermesi, biiylik ¢apta iiretim i¢in en uygun parametrenin belirlenmesi ve
pervaporasyonla iiretilen etanoliin konsantre edilmesi, bu ¢aligsmanin literatiirde

calisilan diger konulara gore 6zgiin degerini olusturmaktadir.
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