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OZET
FARKLI IMMOBILIZASYON YONTEMLERI ILE ETANOL URETIMI
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Diinya enerji tiikketiminin %80' den fazlasi fosil yakitlardan karsilanmakta, bu da
cevresel sorunlara ve iklim degisikligine yol agmaktadir. Fosil yakitlarin azalmasi,
kiiresel 1sinmaya, iklim degisikliklerine ve diger sorunlara yol agmasi gelismis iilkeleri
biyoyakitlar gibi yenilenebilir enerji kaynaklarina yonlendirmistir. Biyoyakatlar,
biyokiitleden elde edilen ve gevresel etkisi az olan enerji kaynaklaridir. Biyoetanol,
ozellikle ulastirma sektoriinde yaygin olarak kullanilan ve yiiksek verimliligi ile 6ne
cikan bir biyoyakattir.

Bu tez calismasinda etanol tiretimi amaciyla immobilize edilmis Saccharomyces
cerevisiae (S. cerevisiae) mayalarindan yararlanilmistir. Biyoetanol verimliliginin
arttirllmas1 zaman, maliyet ve enerji agisindan olduk¢a onemlidir. Bu amagla bu tez
kapsaminda farkli immobilizasyon islemleri ve besiyeri optimizasyonu {izerine
calismalar gergeklestirilmistir. Oncelikle immobilizasyon i¢in 4 farkli PKD (Plastik
Kompozit Destek) materyali ve 4 farkli 3D materyali (Hex, grid, X, W) arasinda etanol
iretimi agisindan en iyi materyal olarak PKD2 (%5 soya fasulyesi unu, %5 maya
ekstrakti, 5% sigir albiimin iceren destek malzemesi) ve Hex materyalleri secilmistir.
Karbon kaynagi olarak beyaz dut kurusu kullanilmistir ve verimin artmasi i¢in optimum
kosullarda ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Immobilizasyon i¢in en iyi materyal se¢imi
ve besiyeri optimizasyonu asamalari beyaz dut kurusu hidrolizatinin modifiye ortamda
(45 g/L glukoz, 45 g/L fruktoz, 1 g/L sakkaroz) yapilmis. Modifiye ortama farkli
miktarlarda yedi ¢esit besiyeri bileseni eklenmis ve 10 ¢esit besiyerinin PBD (Plackett-
Burman Designs) yontemiyle formiilasyonu hem PKD materyalleri ile hem de 3D
materyalleri ile uygulanmig, fermentasyonlar1 yapilmis ve PKD materyallerinde
maksimum etanol {iretimi i¢in 20 g/L pepton ve 0.5 g/L KH2PO4 eklenmesi optimum
besiyeri bileseni olarak belirlenmis. Hex materyalleri i¢in ise 20 g/L pepton, 3g/L
KH2PO4, 2 g/L (NH4)2S04 ilavesi oldugu saptanmis. Dogrulama fermentasyonu ise hem
beyaz dut kurusu hidrolizati ile hem de modifiye besiyer ile yapilmistir. Son asamada
dogrulama fermentasyonu sonuglarina goére beyaz dut kurusu hidrolizati ile siirekli etanol
fermentasyonu gergeklestirilmis. Ayrica her fermentasyonun sonunda seker tiiketimi,
etanol iiretimi, etanol verimi, spesifik gelisim hizi, ikiye katlanma siiresi ve siirekli
sisteme ait kinetik parametreler hesaplanmustir.

ANAHTAR KELIMELER: Besiyeri optimizasyonu, Biyoetanol, Fermentasyon,
Immobilizasyon, Saccharomyces cerevisiae
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ABSTRACT

ETHANOL PRODUCTION WITH DIFFERENT IMMOBILIZATION
METHODS

Seyedeh Helrya HASSANI
MSc in Food engineering
Supervisor: Prof. Dr. irfan. TURHAN
July 2024; 106 pages

More than 80% of the world's energy consumption comes from fossil fuels, which
leads to environmental problems and climate change. The decline in fossil fuel resources,
leading to global warming, climate change and other problems, has led developed
countries towards renewable energy sources such as biofuels. Biofuels are energy sources
derived from biomass and have low environmental impact. Bioethanol is a biofuel that is
widely used especially in the transportation sector and stands out with its high efficiency.

In this thesis study, immobilized Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) yeast
cells were utilized for ethanol production. Increasing bioethanol productivity is very
important in terms of time, cost and energy. For this purpose, immobilization, medium
optimization were performed in this thesis. First of all, PCS2 (support material containing
5% soybean meal, 5% yeast extract, 5% bovine albumin) and Hex materials were selected
as the best materials for ethanol production among 4 different PCS (Plastic Composite
Support) and 4 different 3D materials (Hex, grid, X, W) for immobilization. Dried white
mulberry was used as carbon source and its extraction was carried out under optimum
conditions to increase the yield. The best material selection for immobilization and
medium optimization steps were performed in synthetic medium (45 g/L glucose, 45 g/L
fructose, 1 g/L sucrose) of dried white mulberry hydrolysate. Different amounts of 7
different nutrient components were added to a synthetic medium, and the Plackett-
Burman designs was used to formulate 10 different nutrient combinations. These
formulations were applied using both PCS materials and 3D materials, fermentations
were conducted and for maximum ethanol production in PCS materials, the optimum
nutrient composition was determined to be 20 g/L peptone and 0.5 g/L KH2PO4 and 20
g/L peptone, 3 g/L KH2POg4, 2 g/L (NH4)2SO4 for Hex materials. Validation fermentation
was performed with both white mulberry dried hydrolysate and synthetic medium. In the
last step, continuous ethanol fermentation was carried out with dried white mulberry
hydrolysate according to the results of validation fermentation. Additionally, at the end
of each fermentation, sugar consumption, ethanol production, ethanol yield, specific
growth rate, doubling time and kinetic parameters of the continuous system were
calculated.

KEYWORDS: Bioethanol, Fermentation, Immobilization, Media optimization,
Saccharomyces cerevisiae
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ONSOZ

Gilinimiizde, enerjinin biiyiik bir kismi fosil kaynakli yakitlardan saglanmaktadir.
Ancak petrol ve diger fosil kaynakli yakitlar yakin bir zamanda tiikenmekte, kiiresel
1sinmaya yol agmakta ve su ve hava kirliligine sebep olmaktadir. Bu sorunlarin ¢éziimii
ve enerji talebinin kargilanmasi amaciyla arastirmacilar ve 6zel sektor firmalari ¢ok
sayida proje gerceklestirmektedir. Diinyanin enerji ihtiyacin1 karsilayip petrol
kullanimin1 azaltmak i¢in alternatif enerji kaynagi olarak yenilenebilir ve c¢evresel
olumsuz etkisi az olan kaynaklar1 kullanmak olduk¢a 6nem arz etmektedir.

Yenilenebilir enerji kaynaklarindan birisi olan biyokiitle enerjisi; biyoetanol,
biyodizel ve biyogaz olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Biyoetanoliin dikkate deger
avantajlar1 arasinda; biyodegradasyona ugrayabilme yetenegi, siirdiirtilebilirlige katkida
bulunmasi, fosil kaynakli yakitlara kiyasla daha diisiik sera gazi emisyonlar1 liretmesi ve
tarimcilar i¢in yeni is firsatlari olusturabilme kabiliyeti yer almaktadir. Tiim bu avantajlar
g6z Oniine alindiginda, fosil yakitlara olan bagimliligi asamali olarak azaltmaktadir.
Etanol, basta gida ve kimya enddistrileri olmak iizere cesitli sektorlerde yaygin bir
kullanima sahiptir. Ayrica, ara¢ yakitlarinda belirli oranlarda fuel-oil ile karigtirilarak
kullanilabilir. Bu yani sira, etanoliin diinya genelinde igecek iiretimi, gida katki maddesi
ve diger alanlarda da yaygin bir sekilde kullanildig: bilinmektedir.

Diinyada biyoetanol iiretimi i¢in karbon kaynagi olarak tatli sorgum, seker
pancari, seker kamisi, musir, bugday ve diger seliiloz iceren lriinler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu tez kapsaminda, karbonhidrat kaynagi1 olarak seker icerigi yiiksek,
fermentasyon oncesindeki on islemleri (up-stream) lignoseliilozik materyallere gore daha
az ve gida endiistrisi disinda yeterince degerlendirilemeyen beyaz dut kurusu hidrolizati
kullanilmistir. Beyaz dut kurusunun optimum sartlarda ekstraksiyonu yapildiktan sonra
immobilizasyon i¢in 3D kiireler ve PKD malzemesi arasinda en iyisi segilerek
fermentasyon gergeklestirilmistir. Fermentasyonda verimin artmasi igin besiyeri
optimizasyonu yapilmistir. Son olarak her iki biyoreaktor tiirlinde S.cerevisiae mayasi
kullanilarak siirekli fermentasyon yapilmistir.

Yiiksek lisans tezimde egitimim boyunca bana giivenen, hep beni dinleyen ve
tecriibeleriyle bana rehberlik eden saygili hocam Prof. Dr. irfan TURHAN a ¢ok tesekkiir
ediyorum.

Caligmalarim boyunca ayni laboratuvar ortamini paylastigim kiymetli calisma
arkadaslarim Selime Benemir ERKAN, Hatice Gézde HOSTA YAVUZ, Ali OZCAN,
Hilal Nur GURLER, Selin BASMAK, Goék¢ce KUCUK, Ercan YATMAZ, Miige
CANATAR, Giilsiim CANKIRAN ve diger lisansiistii 6grenci arkadaslarima tesekkdir
ederim.

Son olarak hep benim yanimda duran ve beni maddi ve manevi agidan hep
destekleyen ve benim gelismem i¢in elinden geleni yapan kiymetli aileme sonsuz
tesekkiir ederim. Ayrica hayatimi aydinlatan sevgili nisanlim Nawaf AL-MURISH’e
tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler
% : Yiizde

AP : Etanol iiretimi (g/L)

AS : Seker tiiketimi (g/L)
AX  : Biyokiitle gelisimi (g/L)
°C - Santigrat derece

dp/dt : Uretim orani

ds/dt : Tiiketim orani

dx/dt : Gelisme orani

g : Gram

L - Litre

M : Molar

mL  : Mililitre

N : Normal

P : Uriin

pH : Hidrojen iyonlarinin eksi logaritmasi

QP . Spesifik iiretim hiz1 (g/L/h)
QS  : Spesifik tiiketim hiz1 (g/L/h)
QX  : Spesifik gelisim hiz1 (g/L/h)

Rpm : Devir/dakika

S . Seker
t : Zaman (saat)
td : Ikiye katlanma siiresi (saat)

Xi



viv : Hacim/hacim

w/v

YP/S

. Agirlik/hacim

: Etanol verimi (%)

YXI/S : Biyokiitle verimi (%)

Bu tez kapsaminda ondalikli sayilarin ayrimi i¢in ,” kullanilmistir.

Kisaltmalar
ATCC

Batch
Continuous
D. KO

D. KT

DNSA

Down stream

Down time
EPS
Fed-batch
GRAS
HCI

HPLC

M. alba L
M. nigra L.
M. rubra L.
M.

NaOH

PBD

: Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu
: Kesikli

: stirekli

. Diizeltilmis kareler ortalamasi

: Diizeltilmis kareler toplami

: 3,5-dinitrosalisilik asit

: Fermentasyon sonrasi iglemler

: Bekleme siiresi

. Hiicre dis1 polimerik maddeler

. Kesikli beslemeli

: Genel Olarak Giivenli Kabul Edilir
: Hidroklorik asit

. Yiiksek performansli s1vi kromatografisi
: Beyaz dut

: Karadut

: Kirmiz1 dut

: Morus

: Sodyum hidroksit

: Olasilik

. Plackett Burman Designs
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PKD : Plastik Kompozit Destek

PPS : Polipropilen destekli

ProAlcool : Ulusal Alkol Programi

S. cerevisiae : Saccharomyces cerevisiae

SD : Serbestlik derecesi

SH : Standart hata

TARKIM : Tarimsal Kimya Teknolojileri Sanayi ve Ticaret A.S.
TEZKIM : Tarimsal Kimya Insaat Sanayi ve Ticaret A.S.

Up stream : Fermentasyon oncesi islemler
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1. GIRIS

Diinyada tiiketilen enerjinin %80’inden fazlas1 komiir, petrol ve dogal gaz gibi
fosil kaynaklardan saglanmaktadir. Ancak bu artan fosil yakit kullanimi, sera gazi
emisyonlarini arttirarak, asit yagmurlar1 gibi ¢evresel sorunlara ve kiiresel 1sinmaya yol
acmaktadir (Giines vd. 2020). Ayrica diinya niifusunun ve enerji talebinin artisiyla
orantil1 olarak fosil yakitlarin miktar1 giderek azalmaktadir. Bu durum gelismis tilkeleri
alternatif ¢oziimler aramaya tesvik etmistir. Fosil yakitlarin yerine alternatif olarak
cevresel olumsuz etkisi az olan ve yenilenebilir enerji kaynaklarindan biri olan
biyoyakitlar karsimiza ¢ikmaktadir. Biyoyakitlar; biyokiitle kaynagindan elde edilen ve
cesitli termokimyasal iglemler sonucu iretilen enerji kaynaklaridir (Giines vd. 2020).
Biyoyakitlar arasinda biyodizel, biyogaz ve biyoetanol, 6ne ¢ikan yenilenebilir enerji
kaynaklaridir. Ozellikle ulastirma sektdriinde, biyoetanol en yaygin kullanilan
biyoyakittir (Bhadana ve Chauhan 2016). Ayrica etanol, yiiksek verimliligi ve gevresel
etkileri g6z Oniine alindiginda, yenilenebilir enerji kaynaklar1 arasinda onemli bir
konumda bulunmaktadir (Turhan vd. 2010).

Biyoyakit tiretimi, fosil yakitlara kiyasla daha maliyetli oldugu icin, uygun
maliyetli teknolojilerin gelistirilmesi glinlimiizde biiyiik bir 6neme sahiptir (Giines vd.
2020). Bu dogrultuda fermentasyon yoluyla iiretilen onemli bir biyoyakit tiirii olan
biyoetanoliin verimliliginin arttirilmasi i¢in ¢esitli on islemler ve fermentasyon
yontemleri (immobilizasyon, sus gelistirilmesi, farkli suslarin bir arada kullanilmasi,
optimizasyon vb.) kullanilmaktadir.

Biyoetanoliin dikkate deger avantajlar1 arasinda; biyodegradasyona ugrayabilme
yetenegi, stirdiiriilebilirlige katkida bulunmasi, fosil yakitlara gére daha diisiik sera gazi
emisyonlar1 iiretmesi, zararli yakitlarin alternatifi olmasi ve tarimcilar i¢in yeni is
firsatlar1 olusturabilme kabiliyeti yer almaktadir (Giines vd. 2020). Tiim bu avantajlar g6z
oniine alindiginda, fosil yakitlara olan bagimliligi asamali olarak azaltmaktadir.

Etanol, basta gida ve kimya endiistrileri olmak tizere ¢esitli sektorlerde yaygin bir
kullanima sahiptir. Ayrica, ara¢ yakitlarinda belirli oranlarda fuel-oil ile karistirilarak
kullanilabilir. Bunun yani sira, etanoliin diinya genelinde igecek liretimi, gida katki
maddesi ve diger alanlarda yaygin bir sekilde kullanildig1 bilinmektedir (Adigiizel 2013;
Erkan 2020).

Diinyada biyoetanol iiretimi i¢in karbon kaynagi olarak tatli sorgum, seker
pancari, misir, bugday ve diger seliiloz icerikli hammaddeler kullanilmaktadir. Bu ¢esitli
hammaddeler genel olarak (a) sakkaroz i¢eren hammaddeler (seker pancari, seker kamisi,
meyveler, tath sorgum, peynir alt1 suyu vb.), (b) nisasta igceren hammaddeler (muisir,
bugday, patates), (c) lignoseliillozik hammaddeler (tarimsal atik, odun, ¢imen, saman)
olmak {iizere 3 gruba ayrilmaktadir (Bengisu 2014). Giinlimiizde, iiretilen biyoetanoliin
onemli bir boliimii seker icerikli ve nisasta icerikli hammaddelerden elde edilmektedir
(Balat vd. 2008; Bengisu 2014). Diinya genelinde biyoetanoliin en 6nemli kaynaklari
arasinda, seker pancari, misir ve seker kamisi bulunmaktadir (Giines vd. 2020).

Seker pancari, seker kamusi, tatli sorgum ve meyve gibi sakkaroz igerikli
hammaddeler etanol iiretimi i¢in daha uygun ve islemesi kolaydir. Nisasta igeren
hammaddeler i¢in fermentasyondan once Sakkarifikasyon islemi yapilmaktadir.
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Giliniimiizde, lignoselilloz igeren hammaddeler, biyoetanol iretiminde
kullanilmakta ve ekonomik ve verimli kaynaklar olarak kabul edilmektedir. Ancak bu
hammaddelerin yiiksek miktarda lignin igerdigi i¢in g¢esitli On islemlere ihtiyag
duymaktadir (Giines vd. 2020). Endistriyel diizeyde lignoseliilozik hammaddeler
kullanilarak etanol iiretimi hala zor bir ig olarak sayilmaktadir ve ayrica diigiik etanol
titreli fermantasyon sivisinin damitilmasi i¢in yiiksek buhar enerjisi tiiketilmektedir
(Bhadana ve Chauhan 2016).

Bu tez kapsaminda, karbonhidrat kaynagi olarak dut kurusu ekstrakti (sakkaroz
icerikli) kullanilarak 3D materyallerle ve PKD (Plastik Kompozit Destek) malzemelerle
immobilizasyon ve biyofilm reaktorii dizayn edilerek kesikli ve siirekli fermantasyon
islemleri ile etanol tretimleri gergeklestirilmistir. Bununla birlikte her fermentasyonun
sonunda seker tiikketimi, etanol {iretimi, etanol verimi, maksimum tiiketim hizi, spesifik
gelisim hizi, ikiye katlanma siiresi ve siirekli sisteme ait kinetik parametreler
hesaplanmustir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Fosil Yakitlar

Fosil kaynakli yakitlar, organik maddelerin milyonlarca yil boyunca yiiksek
sicaklik ve basing altinda olusur. Bu fosil yakitlar, yakildigi zaman yiiksek miktarda
karbon dioksit (CO.) ve metan gazi (CHa) iiretirler. Fosil kaynakli yakitlar, diinyadaki
cogu enerji ihtiyacin1 karsilamak icin kullanilan, yenilenebilir olmayan kaynaklardir
(Giines vd. 2020). Mevcut petrol ve gaz yeterli goriinse bile fosil kaynakli yakitlarin
hepsi 100-200 y1l i¢inde sona erdigi ongodriilmektedir (Anonymous 1; Giines vd. 2020).

Hemen hemen tiim yakitlar ve karbon igerikli kimyasallar, 6nemli 6lgiide fosil
kaynaklardan elde edilmektedir (Rass-Hansen vd. 2007; Giines vd. 2020). Fosil yakitlarin
kullanilmast ve endiistriyel faaliyetlerin sonucunda sera gazi emisyonlarinin yaklasik
%76's1 olusmaktadir (Moustafa 2017; Glines vd. 2020). Tiim bu olumsuz faktorler goz
oniline alindiginda, yakit tiretimi i¢in geleneksel olarak kullanilan petrol ve dogal gaz
yerine, yenilenebilir gida ve gida olmayan biyokiitle kaynaklarindan enerji elde etmek
onem kazanmaktadir (Lee vd. 2019; Giines vd. 2020). Biyoyakit grubunda yer alan
biyoetanol veya biyodizel siirdiiriilebilir ve giivenilir olan yenilenebilir enerji
kaynaklaridir.

2.2. Biyoyakitlar

Biyokiitle; bir organizma toplulugunun belirli bir zamandaki toplam kiitlesi olarak
tanmimlanirken, ek olarak organik karbon seklinde de tanimlanabilmektedir (Anonim 4;
Giines vd. 2020).

Gilinlimiizde, diinya genelindeki enerji ihtiyacinin yalnizca %7'si, yenilenebilir
enerji kaynaklarindan (hidroelektrik ve biyokiitle enerjisi) saglanmaktadir. Ancak
gelecekteki 20 y1l i¢inde bu oranin %60"n {izerinde bir artis géstermesi 6ngoriilmektedir
(Singh ve Dwevedi 2019; Giines vd. 2020).

Biyokiitle, elektrik ve 1s1 enerjisi liretiminin yani sira, ulasim sektoriinde yakit ve
kimyasal hammadde olarak da kullanilabilen bir kaynaktir. Bu ¢ok yonlii kaynaktan elde
edilen enerji, tasimacilik sektoriinde kullanilan biyoyakit olarak adlandirilir. Giliniimiizde
biyoyakitlar 2 ana formda (biyoetanol ve biyodizel) iiretilmektedir. Seker ve nisasta
bakimindan zengin mahsuller, glinlimiizde iiretilen biyoetanoliin neredeyse tamaminin
kaynagini olusturur. Ayrica seker ve misirin 6tesinde, bugday, seker pancari, arpa, patates
kabugu ve lignoseliiloz iceren bitkiler gibi diger 6nemli iriinler de kullanilmaktadir
(Bayrag vd. 2020).
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Biyokiitle

Elektrik-1s1 Kimyasal

enerjisi
Ulasim hammadde

sektorinde

Sekil 2.1. Biyokiitle kullanim alanlar1

Biyoyakitlarin benzin ve motorinle rekabet etmesinde, devlet tarafindan saglanan
destek ve tesvikler gerekmektedir. Bu destek politikalari, tiretim ve tiiketim tesvikleri,
arastirma gelistirme faaliyetlerini destekleme, dagitim ve ulastirma konularinda yapilan
desteklemeleri icerir (Hatunoglu 2010; Bayrag vd. 2020).

Biyoyakit iiretimi icin saglanan iiretime yoOnelik baslica destekler, iiretim
maliyetini azaltmayi ve iirlin arzin1 artirmay1 hedefler. Bu desteklemeler arasinda,
iiretimde hammadde olarak kullanilmis olan tarim iirlinlerine verilen siibvansiyonlar,
maliyetin distirtilmesi agisindan Kritik bir rol oynar. Ayrica, hiikiimet tarafindan
belirlenen taban fiyat uygulamasi gibi diger maliyet azaltma onlemleri de bulunmaktadir
(Hatunoglu 2010; Bayrag vd. 2020).

2.2.1. Biyoyakitlarin siniflandirilmasi

Biyoyakitlar iiretim kaynagina gore, birinci, ikinci ve tugtincii nesil olarak
siniflandirilmaktadir.  Bitkilerden, sekerlerden, nisastadan, bitkisel ve hayvansal
yaglardan tiretilmis olan biyoyakitlar birinci nesil biyoyakit olarak bilinmektedir (Glines
vd. 2020). Baska bir deyisle birinci nesil biyoyakitlarin hammaddesi, gida olarak da
kullanilabilen bitkilerdir (Bayra¢ vd. 2020). ikinci nesil biyoyakitlar; lignoseliilozik
materyallerden, tarim {iriinlerinin artiklar1 gibi gida olmayan biyokiitleden ve endiistriyel
atiklardan elde edilmektedir. Ugiincii nesil biyoyakitlar, gida dis1 kaynaklardan elde
edilen ve entegre biyorafineri teknolojisi ile iretilmis olan yakitlar1 temsil eder. Bu
biyoyakitlarin tiretiminde genetigi degistirilmis olan tohumlar, bitkiler ve mikro algler
kullanilabilir (Bayrag ve ark. 2020).
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2.2.2. Biyoyakitlarin yararlari

Biyoyakitlar, CO, ve CHs gibi sera gazi emisyonlarinin ve kiiresel 1sinmanin
azaltilmasi, sosyoekonomik yapinin ve tarimin korunmasi gibi bir dizi konuda oncelikler
sunmaktadir. Bununla birlikte; biyokiitle kaynaklarmin kolaylikla temin edilebilir
olmalar1 hem g¢evre ve ekonomi i¢in hem de tiiketiciler ig¢in avantajlidir. Ayrica
biyoyakitlar biyolojik olarak pargalanabildigi i¢in siirdiiriilebilirlige katkida bulunurlar
(Demirbas 2008; Giines vd. 2020).

Biyokiitle enerjisi, diger yenilenebilir enerji kaynaklarina gore daha avantajhdir,
ciinkii kolayca depolanabilir. Bunun yani sira, yerli kaynaklardan elde edilebilir (Bayrag
vd. 2020). Ayrica biyoyakit iiretimi, yeni istihdam alanlar1 yaratmasinda ve atil durumda
olan tarim alanlariin yeniden iiretime alinmasinda katkida bulunmaktadir (Bayra¢ vd.
2020).

Fosil kaynaklarindan etanol tiretildiginde, sera gazi olan karbon dioksit atmosfere
yayilmaktadir. Ancak biyoetanol iiretimi karbon nétr olarak bilinmektedir. Bunun nedeni
biyoetanoliin liretimi sirasinda karbon dioksitin bitkiler tarafindan kullanilmasi ve bu
bitkilerin tekrar biyoetanol liretimi i¢in kullanilmasidir. Bu dongii sayesinde karbon ayak
izi en aza inmektedir (Giines vd. 2020). Ayrica etanoliin, petrol yakitlarina kiyasla enerji
esdegeri %68 daha diisiik olmasina ragmen, yanma siireci daha temizdir, ¢linkii oksijen
icermektedir. Bu nedenle, emisyonlardaki toksik maddelerin seviyeleri daha diistiktiir
(Krylova vd. 2008; Mussatto vd. 2010).

Ogiitme islemi
Eaiﬂ?ﬂﬂan n gr\ gg ﬁ S S:k binﬂz{{;smda
- C % = Bislm:i} *
dut, bitki ve
otz CO2
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kullatilmast

Sekil 2.2. Dut kurusu gibi karbonhidrat kaynaklarindan biyoetanol
iretiminin karbon dongiisii




KAYNAK TARAMASI S.H. HASSANI

2.3. Etanol

Etanol, C2HsOH kimyasal formiiliine sahip bir bilesik olup, molekiiler agirlig:
yaklasik olarak 46,47 g/mol ve kaynama noktasinin 78,3°C oldugu bilinmektedir (Erkan
2020).

Biyoetanol {tiretilmesi i¢in hammaddelerin kaynagi esas olarak biyokiitledir.
Biyoetanol, biyokiitledeki kullanilabilir karbonhidratlarin fermantasyonu ile firetilir.
Biyokiitle igindeki basit sekerler asagida verilen tepkime yolu ile biyoetanol ve
karbondioksite doniistiiriiliir (Adigiizel 2011; Bengisu 2014).

CnH2nOn (seker) — n /3 CoHsOH + n/3 CO» + 1s1

Teorik olarak, 1 kg glukozdan 0,51 kg etanol ve 0,49 kg karbondioksit tiretilebilir.
Ancak pratikte kullanilan mikroorganizmalar, glukozun tamamim tliketemezler
(Demirbas 2005; Bengisu 2014). Bu sebeple mikroorganizmalar kullanilarak elde edilen
verim teorik verimin altinda olmaktadir.

Fermentasyonla iiretilen biyoetanoliin en ¢ok kullanim alani (%92 civarinda) yakit
ve tasimacilik olarak bilinmektedir (Bader 2017). Etanol, benzin gibi fosil yakitlara
karistirilarak kullanilabilir. Biyoetanoliin baska yakat tiirleriyle karistirilmasi, ileride daha
kaliteli ve temiz enerjiye erisimi arttiracaktir (Giines vd. 2020).

Diinyadaki etanol tiretimi (Sekil 2.3) 1975 ten giinlimiize kadar bir artis halindedir
(Bengisu 2014). Sekil 2.3’e gore diinyada etanol iiretimi yaklasik 22 milyon galona
ulagmistir (Anonim 3; Bengisu 2014).

Biyoetanol Uretimi (milyon galon)
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Sekil 2.3. Diinyadaki biyoetanol tiretimi (1975-2010), (Anonim 3; Bengisu
2014).
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Diinyadaki en biiyiik biyoetanol iiretici lilkeler Sekil 2.4°te gdsterilmektedir. ABD
diinya biyoetanol tiretiminde % 56,7 pay ile lider konumunda yer almakta ve biyoetanol
iiretimi i¢in hammadde olarak misir1 kullanmaktadir. ABD’den sonra Brezilya 2. sirada
yer almakta ve biyoetanol tiretimi i¢in hammadde olarak seker kamisini kullanmaktadir.
3. sirada yer alan Avrupa kitasinda ise biyoetanol iiretimi i¢in temel hammadde olarak
bugday kullanilmaktadir (Melikoglu ve Albostan 2011; Bengisu 2014).

Biyoetanol Uretiminin Dagilim
2,3
2,9

2’2 3,1

= ABD

5,8 = Breziya
Avrupa

= Cin

= Hindistan

= Kanada

= Diger

Sekil 2.4. Diinyadaki tilkelerin biyoetanol iiretme oranlar1 (Bengisu 2014).
2.3.1. Tarihge

Etanoliin yakit olarak kullanimi, uzun bir tarihe sahiptir. 19. yiizyilda Samuel
Morey ve 1876'da Nicholas Otto tarafindan iiretilen i¢ten yanmali motorlarin ilk
prototipleri, etanolii yakit olarak kullanabilme 6zelligine sahip oldugu bilinmektedir
(Demirbas vd. 2009; Mussatto vd. 2010).

1896'da Henry Ford tarafindan iiretilen ilk otomobil, saf etanolii yakit olarak
kullanabilme 6zelligine sahip iken, 1908'de seri liretilen ilk otomobil olan Ford Model-T
ise etanolii de yakit olarak kullanabilen daha esnek bir aragtir. Bu aragta benzin veya
benzin/etanol karisimi yakit olarak kullanilmaktadir (Solomon vd. 2007; Mussatto vd.
2010).

Biyoetanoliin yakit olarak kullanimi 1900 yillarin baslarma dek Avrupa ve
ABD’de oldukga yaygindi. Ancak Birinci Diinya Savagi'ndan sonra iiretimi petrol bazl
yakitlardan daha maliyetli hale geldigi i¢in etanol talebinde bir diisiis yasand1 (Mussatto
vd. 2010).

Brezilya, 1927 yilindan itibaren otomobiller i¢in alkol iiretimine yonelik bir 6ncii
programi baglatt1. Ik alkol pompasmin kuruldugu tarihten itibaren bu program, bir
sonraki on yilin baslarina kadar devam etti (Balat ve Balat 2009; Mussatto vd. 2010).

1975 yilinda Brezilya’da olusturulan Ulusal Alkol Programi (ProAlcool) seker
kamigiin hammadde olarak kullanilmasina dayaniyordu ve benzin yerine etanoliin genis
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capta kullanimini hedefliyordu (Mussatto vd. 2010). 1984 yilinda, Brezilya'da yeni satilan
bir¢ok otomobilde, yakit olarak %96 biyo-etanol ve %4 su iceren hidratli biyo-etanol
kullanmak gerekiyordu. Seker-etanol endistrisi gelistikge, politikalar degisti ve
ProAlcool programi 1999'da asamali olarak sona erdi. Esnek yakitli araclarin yaygin
sekilde kullanilmast (vergi tesvikleri araciligiyla desteklenmektedir) artan petrol
fiyatlariyla birlesince, 2000 yilindan bu yana biyoetanol ve seker kamisi tiretiminde hizl
bir biiylime olmustur. Giinlimiizde, Brezilya'nin mevcut otomobil iiretiminin %80'inden
fazlas1 esnek yakit kapasitesine sahiptir (Mussatto vd. 2010).

Amerika Birlesik Devletleri, yakit etanol endiistrisini Brezilya'dan daha yavas bir
sekilde dizayn etmistir. Ancak bugiin etanol iiretimi ve kullanim1 agisindan diinya lideri
konumundadir (Anonim 5; Mussatto vd. 2010). Bu amagla 6zel olarak tasarlanmis
araglarda E85 olarak adlandirilan harmanlanmis yakit kullanilmaktadir. Bu yakit, %85
biyo-etanol ve %15 benzin igermektedir. Hiikiimet, bu karisimin gelistirilmesini tesvik
etmekte ve Ford, Chrysler, GM gibi bir¢cok otomobil iireticisi, saf benzinden E85'e kadar
benzini ve etanolii kullanabilen esnek yakitli araglarin iiretimini arttirmistir. Su anda
etanol, diinyada en yaygin kullanilan biyoyakittir ve kullanimi giderek artmaktadir
(Bastos 2007; Mussatto vd. 2010).

2.4. Biyodizel

Biyodizel, hayvansal veya bitkisel yaglar ve bu yaglarin atiklarindan elde
edilmektedir. Kimyasal olarak da, uzun zincirli yag asidi mono alkil esteri seklinde
tanimlanabilmektedir (Alptekin ve Canake1 2006). Biyodizel olarak isimlendirilen mono
esterlerin, bitkisel ya da hayvansal yaglarin transesterifikasyon yoluyla tretildigi
bilinmektedir. Transesterifikasyon, bir trigliserit molekiiliiniin bir alkol ve katalizor
esliginde reaksiyona girerek, gliserin ve yag esterleri iiretmesi olarak bilinmektedir
(Alptekin ve Canak¢1i 2006). Transesterifikasyon yoluyla biyodizel iiretimi
gosterilmektedir. Biyodizel, genellikle yagli tohumlardan {iretilmektedir. Biyodizel
iiretiminde baslica kullanilan bitkiler arasinda kolza, kanola, ay¢igegi, soya, pamuk, aspir,
keten, kenaf, kenevir, miskantus bitkiler bulunmaktadir (Ozertan 2008; Bayrag vd. 2020).

ABD ve Brezilya biyodizel iiretiminde hammadde olarak soyayi, Avrupa iilkeleri
kanolay1, Hindistan ise jatropa bitkisini kullanirlar (Horuz vd. 2015; Bayrag vd. 2020).
Biyodizelin enerji verimliligi biyoetanol ile karsilastirildiginda daha yiiksektir ve ayni
zamanda biyoetanole gore daha yliksek yogunluga sahiptir (Bayrag vd. 2020).

Bitkisel yaglarin motor yakiti olarak kullanilmasi ge¢mise dayanan bir
uygulamadir. Ancak, bitkisel yaglar dizel motorlarinda kullanimi1 maliyet agisindan
zorlayicidir. Genellikle acil durumlar veya petroliin yeterli olmadigi zamanlarda
kullanilmaktadir. Atik yaglarin kullanimi ise maliyet agisindan oldukg¢a avantajlidir.
Tiirkiye'de yilda 300 bin ton atik yag olusmaktadir. Bu atik yaglarin biyodizel {iretimi
icin kullanilmasi durumunda her yil 480 milyon YTL kazan¢ elde edilebilecektir.
Bununla birlikte, atik yaglarin biyodizel iiretiminde kullanilmasi, motorin kullanimina
gore atmosfere yayilan CO miktarin1 900 bin ton azaltabilme potansiyeline sahiptir
(Alptekin ve Canake¢1 2006). Bu nedenle, tarim iilkesi olan Tiirkiye'de bitkisel veya
hayvansal yaglardan iiretilen biyodizel, biyodizel iiretimi i¢in Oncelikli bir se¢enektir
(Alptekin ve Canakg1 20006).
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2.5. Ulasim icin Biyoetanol Kullanimi

Biyoetanol, diinya genelinde en yaygin bilinen biyoyakit tiiriidiir ve modern
araglarda herhangi bir degisiklik gerektirmeksizin benzinle karistirilarak kullanilabilir ve
ayrica ara¢ performansini olumsuz etkilemez.

Etanoliin belirli oranlarda benzinle karistirilmasi, etanoldeki oksijenin karbon
atomlartyla reaksiyona girerek CO ve egzoz gazlarinin azaldigi bir sonu¢ dogurmustur.
Ek olarak, etanoliin yiliksek oktan sayisi igerdigi i¢in yakit olarak kullanildiginda
performansi arttirir (Maryana ve Wahono 2009; Giines vd. 2020).

Etanoliin benzinle karistirilip yakit olarak kullanilmasinin, Brezilya, Amerika
Birlesik Devletleri ve Avrupa’da yaygin oldugu belirtilmektedir (Glines vd. 2020).

Yakit olarak kullanilan biyoetanol %5, %10 ve %85 oranlarinda benzinle
karistirilabilir. Ozellikle %10°luk etanol (%90 oraninda benzin igerir) E10 karigimi, 2000
yilindan itibaren tiim araglarda kullanimi tavsiye edilmektedir. Bu karigim en yaygin
bilinen yakit se¢enegidir (Giines vd. 2020).

Brezilya'da, E100 etanol kullanan esnek yakit sistemine sahip araglar yaygindir.
Yiiksek oranda etanol igerigi, bu araglar i¢in uygunluk saglarken, %5 ila %10 etanol
iceren yakitlar ise motorlarda herhangi bir degisiklik gerektirmeksizin kullanilabilir
(Gtines vd. 2020).

2.6. Etanol Uretimi i¢in Giincel Teknolojiler
2.6.1. Hammaddeler ve prosesler

Biyoetanoliin {iretilmesi igin ¢esitli hammaddeler kullanilmaktadir; ABD'de
genellikle misir, Brezilya'da seker pancari ve Avrupa'da ise bunlarla birlikte seker kamisi
ile bugday kullanilmaktadir. Diinya ¢apinda biyoetanoliin hammaddesi olarak genellikle
seker pancar1 ve musir kullanilmaktadir. Biyodizelin tiretilmesi igin ise soya fasulyesi ve
palm yag1 kullanilmaktadir (Giines vd. 2020).

Su anda etanoliin biiylik bir kismi1 biyoteknolojik yontemle iiretilmektedir. Diinya
capinda Tretilen etanoliin neredeyse %95'1 tarim {iriinlerinden elde edilmektedir.
(Rossillo-Calle ve Walter 2006; Mussatto vd. 2010). Seker kamis1 ve seker pancari gibi
seker bitkilerinden elde edilen etanol, iiretilen toplam biyoetanoliin yaklasik %40'in1
olustururken, iiretilen etanoliin yaklasik %6011 da nisasta bitkileri temsil etmektedir
(Anonymous 2; Mussatto vd. 2010).
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Cizelge 2.1. Farkli hammaddelerin biyoetanol potansiyelleri

Bitkisel kaynak Biyoetanol iiretim potansiyeli (It/ton)
Seker kamisi 70
Seker pancari 110
Tatl patates 125
Patates 110
Manyok 180
Misir 360
Celtik 430
Arpa 250
Bugday 340
Tatli sorgum 60
Posa ve diger seliilozik biyokiitleler 280

Etanol iiretilmesi temel olarak ii¢ asamada gergeklesir. Ik asamada, fermente
edilebilir seker elde edilir ve ardindan, sekerler fermentasyon ile etanole doniistiiriiliir.
Son olarak, etanol genellikle damitma, rektifikasyon ve dehidrasyon islemleri ile
aynistirihip saflastirilir (Demirbas 2005; Mussatto vd. 2010). Fermantasyondan onceki
adim, etanol liretim siireclerinde temel bir farki ortaya koyar; bu adim, basit seker, nisasta
veya lignoseliillozik malzemeden fermente edilebilir seker elde etmeyi igerir (Sekil 2.5).

Seker pancari, seker kamisi, meyveler ve baska sakkaroz igeren hammaddelerin,
fermantasyona kadar ekstraksiyonu i¢in genelde sadece 6giitme islemine tabi tutulur.
Sekerlerin ¢oziicii stviya kolaylikla difiize oldugu bu tip kaynaklarda ekstraksiyon disinda
herhangi bir hidroliz islemi gerekmemektedir. Bu durum, sekerin etanole
dontstiiriilmesini igeren nispeten basit bir siire¢ haline getirir. Bu siirecte etanol,
dogrudan seker kamisi ekstrakti veya pancar ekstraktindan elde edilebilecegi gibi,
genellikle beyaz seker iiretimindeki ekstraksiyonundan sonra geriye kalan melastan da
fermentasyonla iiretilebilmektedir (I¢6z vd. 2009; Mussatto vd. 2010).

Tahil, misir ve manyok gibi nisasta iceren hammaddelerde, fermantasyondan 6nce
sakkrifikasyon islemi gerekmektedir. Sakkrifikasyon asamasinda, nisasta ¢irislendirilir
ve mikroorganizmalar tarafindan fermente edilebilen glukoz monomerleri olusturmak
tizere enzimatik hidrolize tabi tutulur (Mussatto vd. 2010).

Etanol iiretimi icin kullanilabilecek bagka bir basit seker kaynagi ise bir siit
enddistrisi atig1 olan peynir alt1 suyudur. Peynir iiretimi sirasinda yan iiriin olarak yiiksek
miktarlarda peynir alt1 suyu iiretilmektedir. Peynir alt1 suyu proteini, peynir alti suyundan
ultrafiltrasyon yontemiyle elde edildikten sonra, geriye kalan siiziintii, daha yiiksek laktoz
icerigi elde etmek amaciyla verimli fermantasyon i¢in ters ozmoz kullanilarak konsantre
edilir. Peynir alt1 suyu stiziintiisiindeki laktoz, Kluyveromyces marxianus mayasinin bazi
oOzel tiirleri tarafindan fermente edilmektedir (Dragone vd. 2009; Mussatto vd. 2010).
Ayrica alternatif olarak genetigi degistirilmis S. cerevisiae suslari da kullanilabilmektedir
(Mussatto vd. 2010).

Lignoseliilozik hammaddelerden etanol iiretimi i¢in kullanilan teknolojiler daha
karmagiktir ve etanol iiretim maliyetleri seker kamisi, seker pancari veya misir gibi

10
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hammaddelerle karsilastirildiginda daha yiiksektir. Ancak, lignoseliilozik hammaddelerin
cogu, tarimsal faaliyetlerin ve endistriyel kalintilarin yan iriinleri olarak ortaya
cikmaktadir ve diinyada biyoyakit iiretilmesi icin biiyiik bir potansiyel gostermektedir.
Lignoselillozik biyokiitlenin gelecekte etanol iiretimi igcin ana hammadde olarak
kullanilmasi diistiniilmektedir (Mussatto vd. 2010).

Lignoseliilozik hammaddeden etanol iiretimindeki temel islem asamalar sirasiyla
(1) On islem (mekanik, kimyasal): Seliiloz ve hemiseliilozun sonraki asamalarda daha
erisilebilir hale getirilmesi amaciyla uygulanir. On islem tipik olarak parcacik boyutunu
kiictiltmek i¢cin mekanik bir adimi ve biyokiitleyi daha sindirilebilir hale getirmek igin
kimyasal bir 6n islemi (seyreltilmis asit, alkalin, solvent ekstraksiyonu, buhar patlamasi
vb.) igermektedir; (2) Hidroliz: Polisakkaritlerin asidik veya enzimatik hidroliz ile basit
sekerlere parcalanmasi; (3) Sekerlerin (heksozlar ve pentozlar) mikroorganizmalar
tarafindan etanole fermantasyonu; (4) Damitma, diizeltme ve dehidrasyon yoluyla
iiretilen etanoliin ayrilmasi ve konsantre edilmesi basamaklarindan olugsmaktadir (Sekil
2.5) (Sanchez ve Cardona 2008; Mussatto vd. 2010).

11
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Sekil 2.5. Diinyadaki tilkelerin biyoetanol iiretme oranlar1 (Bengisu 2014).
2.7. Tiirkiye’de Biyoetanol Uretimi

Yerli biyoyakitlardan elde edilen enerji, diger yakitlarin fiyat belirsizliklerini
azaltarak onemli bir stabilite saglayacaktir. Tiirkiye'de yerli hammaddeler olan bugday,
musir ve seker pancari kullanilarak yilda yaklasik 162 milyon litre biyoetanol iiretilmekte,
bunun 76 milyon litresi yakit olarak degerlendirilmektedir. Biyoetanoliin %92'si,
Tiirkiye’de benzin ile karigtirilarak kullanilirken, %8'inin ise ihrag edildigi bilinmektedir
(Canan ve Ceyhan 2017; Gilines vd. 2020).

Ulkemizde biyoetanol iiretimi gerceklestiren sirketler arasinda Tarimsal Kimya
Teknolojileri Sanayi ve Ticaret A.S. (TARKIM), Tezkim Tarimsal Kimya Insaat Sanayi
ve Ticaret A.S. (TEZKIM) ve Konya Seker Sanayi ve Ticaret A.S. bulunmaktadir.

12
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Toplamda 149,5 milyon litre biyoetanol iiretme kapasiteleri olan bu sirketlerin,
net ticaret miktar1 ise 70 milyon litredir. Konya Seker Fabrikasinda melas, diger
fabrikalarda ise misir ve bugday substrat olarak kullanilmaktadir. Tiirkiye nin biyoetanol
iiretim kapasitesi, benzin tiikketiminin yaklasik %7'sini karsilamaktadir. Ancak, pazardaki
biyoetanoliin benzin tiiketiminin %1'inin altinda oldugu belirtilmektedir (Adigiizel 2012;
Anonim 1; Kapluhan 2014).

2.8. Etanol Uretici Mikroorganizmalar

Endiistriyel Olgekte etanol iiretimi igin ¢esitli maya, bakteri ve mantar tiirleri
kullanilmaktadir. Ancak etanol iiretiminde en ¢ok Saccharomyces cerevisiae mayalarinin
kullanildig1 bilinmektedir. Bununla birlikte Schizosaccharomyces pombe tiirii mantarlari
kullanilabilmektedir. Bu mantarlar ozmotik basinca dayaniklidir (Giines vd. 2020). S.
cerevisiae ve Zymomonas mobilis mikroorganizmalari; etanol fermentasyonu igin
glukozu hizlica tiiketip yiiksek oranda etanol {retirler. Ancak séz konusu
mikroorganizmalar, pentoz karbonhidratlari etanole doniistiiremezler (Chen ve Fu 2016).
Scheffersomyces stipitis, Candida shehatae ve Pachysolan tannophilus maya tiirleri
heksozlarin yaninda pentozlari da hizlica fermente edebilirler (Chandel vd. 2007). Etanol
tiretimi i¢in kullanilan diger bir mikroorganizma Pichia stipitis’tir. Bu mikroorganizma
ksilozu kullanip etanol iiretebildigi i¢in dikkat ¢ekmektedir (Gupta ve Verma 2015).

2.9. Fermentasyonda Kullanilan Saccharomyces cerevisiae Mayasi

Mayalar, tek hiicreli mikroorganizmalar olup Okaryotik yapili mantarlar olarak
bilinmektedir (Webster ve Weber 2007).

Etanol genellikle, ekmek mayas1 olarak bilinen Saccharomyces cerevisiae
tarafindan karbonhidratlarin fermentasyonu yolu ile iiretilir. S. cerevisiae etanol tiretimi
icin en ¢ok kullanilan mikroorganizma olarak bilinmektedir (Bhadana ve Chauhan 2016).
Bu tez calismasinda biyoetanol iiretimi amaciyla immobilize edilmis S. cerevisiae
mayalar1 kullanilmistir.

S. cerevisiae suslar1 30-37°C araliginda karbonhidratlar1 etanole fermente
edebilmekte ve glukoz, fruktoz, maltoz ve sakkaroz gibi sekerleri karbon kaynagi olarak
kullanabilmektedir (Erkan 2020). S. cerevisiae, endiistriyel diizeyde etanol iiretimi igin
filamentli mantarlardan, bakterilerden ve diger maya tiirlerine kiyasla gesitli fizyolojik
ozellikleri acisindan iistiindiir (Bhadana ve Chauhan 2016).

Endiistride S. cerevisiae’nin etanol iiretimi i¢in yaygin tercih edilmesinin sebebi
(Bengisu 2014; Bhadana ve Chauhan 2016; Erkan 2020);

. Etanol {iiretimi veriminin yiiksek olmasi ve anaerobik kosullarda sakkarozun
%95°ni 20 saatte etanole doniistiirebilmesi,

J Diger etanol iireticilerine kiyasla yiiksek etanol konsantrasyonuna kars1
toleransinin daha yiiksek olmasi,

J Genis ve asidik pH araligin1 tolere edebilir olmasi Ozelligi sayesinde
kontaminasyonlarin engellenmesi,
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o Glukozun yani sira sakkarozu da karbon kaynagi olarak kullanabilmesi,

o GRAS (The Generally Recognized as Safe, Genel Olarak Giivenli Kabul Edilir)
listesinde olmasi ve giivenle kullanilabilmesi,

sebep olarak gosterilmektedir.

S. cerevisiae seliilozik heksoz sekerlerini (glukoz, mannoz vb.) fermente edebilirken
hemiseliilozik pentozlari (6zellikle ksiloz ve arabinoz gibi) fermente edemez. Bu yiizden
S. cerevisiaemin pentozu fermente edebilen suslari, ¢esitli metabolik miihendislik
stratejileri sayesinde ksiloz ve arabinoz yollarim1 kodlayan genlerin bakteri ve
mantarlardan alinmasiyla ortaya ¢ikmistir (Mussatto vd. 2010).

2.10. Etanol Fermantasyonu i¢in substrat olarak kullanilan Dut Kurusu

Dut, Moraceae familyasinda yer alan Morus (M.) cinsine aittir. Morus cinsi
yaklasik 19 iiye i¢cermektedir (The Plant List 2017; He vd. 2018) ve en yaygin olarak
yetistirilen tiirler arasinda beyaz dut (M. alba L.), karadut (M. nigra L.) ve kirmiz1 dut
(M. rubra L.) bulunmaktadir (Ercisli ve Orhan 2007; He vd. 2018). Bu iig tiir arasinda M.
alba baskin olanidir ve Cin'e 6zgiidiir ve ayn1 zamanda diger bolgelerde de genis bir
sekilde yetistirilmis ve dogallastirilmistir (He vd. 2018).

Dut, genis bir iklim yelpazesi, farkli topografik o6zellikler ve cesitli toprak
kosullarina uyum saglayabilme o6zelligiyle yaygin bir sekilde yetisebilmektedir (Ercisli
ve Orhan 2007; He vd. 2018).

M. alba L. agac1 kisa 6miirlii, hizh biiyiiyen, kii¢iik ila orta boyda ve yaprak doken
bir agactir. Gliniimiizde M. alba L., esasen Giiney Avrupa, Kuzey Amerika, Dogu ve
Giliney Dogu Asya, Glineydogu Avustralya ve ayrica Afrika'nin bazi kisimlarini igeren
iliman ve tropik bolgelerde dagilmis durumdadir (Anonymous 3; He vd. 2018).

Dut yetistiren iilkelerin cogunda, 6zellikle Hindistan ve Cin'de dut yapraklar1 ipek
bocegini (Bombyx mori L.) beslemek i¢in kullanilir. Bu iilkelerde, dut yetistiriciligi
genellikle yaprak tiretimini artirmaya odaklanmistir (Ercisli ve Orhan 2007; He vd. 2018).
Ancak Tiirkiye ve Yunanistan gibi birgcok Avrupa iilkesinde dut, yapraktan ziyade meyve
iiretimi i¢in yetistirilmektedir (He vd. 2018). Dut yapraklari, dnemli biyoaktif bilesenleri
icermekte ve dut yapragi ¢ayi, dut yapragi gazli igecekler gibi cesitli fonksiyonel gidalarin
iretiminde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Thirugnanasambandham, Sivakumar ve
Maran 2015; Zhang vd. 2016).

2.10.1. Tiirkiye’de dut meyvelerinin yetistirilmesi

Tiirkiye'nin Anadolu Bolgesi, 6zellikle Morus alba, Morus nigra ve Morus rubra
gibi yliksek kaliteli dut meyvelerinin yetistirilmesi i¢in uygun kosullara sahiptir (Yaltirik
1982; Ercisli ve Orhan 2007). Tiirkiye'de 2005 yilinda dut iiretimi 78.000 ton olarak
kaydedilmistir (Anonim 2005; Ercisli ve Orhan 2007). Dut, Tiirkiye'de 400 y1l1 askin bir
siiredir yetistirilmekte olup, bu iilkede yetisen dut agaclarinin %95'i M. alba, %3'i M.
rubra ve %2'si M. nigra tiirlerinden olusmaktadir (Ercisli ve Orhan 2007; He vd. 2018).
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2.10.2. Dutun kullanim alanlari

Tiirkiye'de, geleneksel olarak dut pekmezi, dut pestili ve dut kome gibi iiriinler
duttan elde edilmektedir. Bu meyveler sadece taze olarak tiiketilmez, ayni zamanda
marmelatlar, meyve sulari, likorler, dogal boyalar ve kozmetik endiistrisinde de kullanilir
(He vd. 2018).

Binlerce yil boyunca, beyaz dutun tiim pargalar1 Geleneksel Cin Tibbi'nda
kullanilmustir (He vd. 2018). Ozellikle yapraklari, meyveleri, dallar1 ve kék kabugu, Cin
Farmakopesi'nin 2015 baskisinda belirtilmistir (He vd. 2018). Dut tarihsel olarak, Asya'da
cesitli bulasici ve dahili hastaliklarin tedavisinde geleneksel bir ilag olarak kullanilmistir.
Insan saghigm gelistirebilecek zengin bir biyoaktif bilesik kaynagi olarak kabul
edilmektedir. Ancak bugiine kadar, degerlendirilmesi icin kabul edilmis ve
standartlastirilmis bir metodolojinin bulunmamasi nedeniyle resmi veya bilimsel olarak
taninmamistir (Wen vd. 2019).

Dut meyveleri, solucan oldiiriicii, dizanteriye karsi care, hipoglisemik ve
kusturucu, miishil, odon talgik, antelmintik ve balgam soktiiriici olarak
kullanilabilmektedir (Ercisli ve Orhan 2007; He vd. 2018).

2.10.3. Beyaz dutun polisakkarit icerigi

Dut meyvelerinin ana aktif bilesenleri, polisakkaritlerdir (Wen vd. 2019). Bu
caligmada kullanilan dutun ana karbonhidratlar1 glukoz ve fruktozdur. Mevcut literatiire
gore, beyaz dut meyvesinin monosakkarit bilesimi temel olarak glukoz, galaktoz,
arabinoz ve galakturonik asit icermektedir (Chen vd. 2015; He vd. 2018). Beyaz dutun
polisakkaritlerinin ¢ogunlugunun asidik heteropolisakkaritler oldugu gosterilmis olsa da
bunlarin ayn1 zamanda o, B-glikozidik baglara sahip olan bir glukan kaynagi oldugu
belirtilmektedir (Xia vd. 2009; Zhang vd. 2013; Tian 2014; He vd. 2018).

Ayrica beyaz dut yapraklarinin monosakkarit bilesimi agirlikli olarak glukoz,
galaktoz, arabinoz, fruktoz, ksiloz, ramnoz, glukuronik asit, galakturonik asit ve az miktar
da mannoz ve sorboz icermektedir (He vd. 2018).

2.11. Fermentasyon

Fermentasyon, glukoz, fruktoz ve sakkaroz gibi sekerleri hiicresel enerjiye geviren
ve etanol ile karbon dioksit gibi yan iiriinler tireten biyolojik bir siiregtir (Giines vd. 2020).
Fermantasyon, tipik olarak 20-40°C sicaklik aralarinda ve 48-168 saat siireyle
yapilmaktadir. Ayrica glukoz ve fruktoz gibi 6 karbonlu sekerlerinin ¢ogu tipik olarak 48
saat i¢cinde fermentasyona ugramaktadir (Thangavelu vd. 2014; Bader 2017).

Teorik olarak, 1 mol heksozdan 2 mol etanol elde edilirken, 1 mol pentoz
kullanildiginda daha diisiik bir verim elde edilmektedir (Bader 2017).

Ancak, karbonhidratlarin bir boliimii hiicre gelisimi i¢in kullanildigi i¢in deneysel
olarak edinilen verimler, teorik degerlerden farklilik gosterebilir.  Ayrica,
mikroorganizmalar etanolle beraber diger metabolitleri de iiretebildigi i¢in nihai verim
azaltilabilir (Bader 2017).
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Fermantasyon, kesikli (batch), kesikli beslemeli (fed-batch) ya da siirekli
(continuous) olmak tizere 3 sekilde yapilabilir. En elverisli yontemin se¢ilmesi igin;
islemin maliyeti, mikroorganizmalarin kinetik 6zellikleri ve kullanilan hammadde tiiriine
dikkat edilmelidir (Chandel vd. 2007; Bader 2017).

2.11.1. Kesikli fermantasyon

Kesikli fermentasyon sistemlerinin ¢ogu, pH'1 kontrol etmek i¢in asit ya da alkali
ilavesi ve aerobik fermentasyonlarda hava verilmesi harig, inokiilasyon sonrasi herhangi
bir ilave yapilmayan kapal1 sistemler olarak ifade edilmektedir (Waites vd. 2018).

Kesikli fermantasyon siirecinde, mikroorganizmalar baglangi¢ asamasinda yiiksek
bir substrat konsantrasyonunda calisirlar ve bu siire¢ sonunda iiriin konsantrasyonu
yliksek olmaktadir (Olsson ve HanHagerdal 1996; Bader 2017). Alkollii iceceklerin, ¢ogu
amino asitlerin, enzimlerin ve organik asitlerin iiretimi kesikli fermentasyon yontemiyle
elde edilir (Waites vd. 2018).

Avantajlan

Kesikli sistemlerin avantajlari arasinda baslangic yatirim maliyetinin daha diisiik
olmasi, kontaminasyon durumunda fermentasyonun sonlandirilmasinin ve yeni bir tiretim
baslatmanin kolay olmas1 bulunmaktadir. Bununla birlikte, kesikli fermentasyon sistemi,
birgok geleneksel fermentasyon {irlinliniin ve antibiyotik gibi ikincil metabolitlerin
iiretiminde basariyla kullanilabilmektedir (Waites vd. 2018).

Kesikli fermentasyon sistemi, biyokiitle ve birincil (liremeye bagli) metabolik
iirinlerin iiretimi i¢in daha verimsiz bir iiretim yontemidir. Bunun nedeni, her kesikli
fermentasyon dongiisiiniin sadece sinirlt bir boliimii iiretim agisindan verimlidir. Ciinkii
mikroorganizmanin iireme evreleri dikkate alindiginda, mikroorganizma lag fazini
tamamladiktan sonra logaritmik {ireme fazina gecip iiriin iiretimi gerceklesmektedir. Bu
nedenle her fermentasyon dongiisiinde lag fazinda zaman ve verimlilik acisindan kayip
meydana gelmektedir (Waites vd. 2018).

Kesikli sistemin diger dezavantajlar1 arasinda iiretimden {retime iriinde
degisikliklerin gozlenebilmesi; her iiretimde temizlik, sterilizasyon, dolum ve sogutma
gibi igslemlerin tekrarlanmasi ve bu nedenle verimsiz bir bekleme siiresinin (down time)
olmast bulunmaktadir. Sterilizasyon sayisinin artmasi, ekipman ve elektrotlarda
yipranmaya neden olabilir. Ayrica, stok kiiltiirlerin hazirlanmasi ve saklanmasi i¢in
gereken maliyet daha yiiksektir ve kesikli baslatma ve kapatma operasyonlar1 i¢in daha
fazla personel gerekebilir (Waites vd. 2018).

2.11.2. Kesikli beslemeli fermantasyon

Kesikli beslemeli fermentasyon sistemi, kesikli sistemden biraz farklidir ve
ekmek mayas1 ve penisilin gibi liretimlerde uzun yillardir basartyla kullanilmaktadir
(Waites vd. 2018). Bu sistemde ilave besin maddeleri, fermentasyonun ilerleyen
asamalarinda ortama eklenmekte ve boylece fermentasyon ortaminin hacmi artmaktadir.
Kesikli beslemeli fermentasyon sistemi, kesikli sistem gibi baslar ancak bu sistemde
hiicreler logaritmik lireme fazinin sonuna yaklasirken ilave besin eklenmesi siirekli
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olarak, araliklarla ya da tek seferde gergeklestirilmektedir. Bu sayede {iriin olusum fazi
uzatilabilmektedir (Waites vd. 2018).

Bu yontemin, Ozellikle substrat viskozite sorunlarina neden oldugunda veya
yiiksek konsantrasyonlarda mikroorganizmaya toksik etki yaptiginda oldukca kullanish
oldugu bilinmektedir (Waites vd. 2018). Ayrica kesikli beslemeli sistemin patik oldugu
icin Brezilya’da yaygin olarak kullanilmaktadir (Busi¢ vd. 2018; Giines vd. 2020).

Kesikli beslemeli fermentasyonunun avantajlari arasinda, besin azalmasi
sonucunda mikrobiyal gelisimi etkilenmemekte ve ayrica substrat inhibisyonu yoktur.
Bununla birlikte, ortaya ¢ikan etanoliin mikroorganizma i¢in metabolik bir inhibitor bir
maddedir ve ilave besin maddeleri eklenmesi ile ortadan kaldirilabilmektedir (Sanchez
ve Cardona 2008; Bader 2017).

2.11.3. Siirekli fermantasyon

Stirekli sistem; taze besiyerinin fermentdre siirekli olarak ilave edildigi ve aym
hizda da igeriden iriiniin alindig1 ve fermentoriin ¢alisma hacminin sabit olan acik bir
sistem olarak ifade edilmekledir (Waites vd. 2018). Bu fermantasyon siireci, farkli reaktor
tiplerinde tek bir fermentor veya birden fazla fermentdriin seri halinde kullanilmasiyla
gergeklestirilebilir (Bader 2017).

Siirekli sistemlerde, hiicreler 6nceden belirlenen bir iireme hizinda, uzun bir
zaman araliginda logaritmik olarak gelisirler. Bununla birlikte siirekli sistemlerin,
kisitlayici besin maddesi konsantrasyonu ve hiicre sayisinin zaman i¢inde degismedigi
kararli bir duruma (steady-state) ulasma 6zelligine sahip oldugu bilinmektedir (Waites
vd. 2018).

Siirekli fermantasyonun iiretkenligi diger fermantasyon yontemlerine gére daha
yliksek olmaktadir. Ayrica diisiik seyreltme hizlarinda en yiiksek verimliligi saglama
avantajina sahiptir (Chandel vd. 2007; Bader 2017).

Stirekli fermentasyon sistemlerinde, fermentoriin  kontrolii daha kolay
saglanabilmektedir. Bu fermentasyon sisteminde; temizleme, besiyeri hazirlama,
sterilizasyon ve diger islemler i¢in harcanan zamanin ¢ogu ortadan kalkar. Siirekli
fermentasyonda hiicreler logaritmik fazda ¢alistig1 i¢in hiicre yogunlugu ¢ok yiiksektir.
Bu nedenle kesikli fermantasyon (24-60 saat) sistemine kiyasla daha yiiksek bir
uretkenlik ve genellikle kisa bir proses siiresi (4-6 saat) elde edilir. Bu durum, énemli
Olciide tasarruf saglar ve ayn1i zamanda yatirim maliyetlerini azaltir (Chandel vd. 2007;
Bader 2017).

Stirekli sistem uygulamalarinda sikca rastlanan sorunlar, igletme siirelerinin 20-
50 giin ve lizerinde oldugu durumlarda sterilitenin korunmasi ve sabit bir bilesime sahip
fermentasyon ortaminin siirekli olarak saglanmasindaki zorluklar1 igermektedir. Ancak
s0z konusu zorluklar iyi tiretim uygulamalar1 ve iyi mikrobiyolojik uygulamalarla basarili
bir sekilde asilabilmektedir. Biitiin bu cabalarin yani sira, siirekli sistemin isletim
kosullari, uygun mikroorganizmanin segilmesini zorunlu kilmaktadir. Genetik stabilitesi
diisiik olan mikroorganizmalarin kullanilmas1 durumunda, diisiik {iretim verimine sahip
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mutant mikroorganizmalarin gelismelerine ve zaman igerisinde ortamda baskin hale
gelmelerine yol acabilmektedir (Waites vd. 2018).

Siirekli fermantasyon sistemlerinde mikroorganizmanin gelisimi son derece
kritiktir. Sicaklik, substrat konsantrasyonu ve diger fermentasyon parametrelerindeki en
kiigiik degisiklikler bile verim f{izerine olumsuz etki yaratabilir. Bu dezavantajlar
nedeniyle arastirmacilar ¢esitli ¢oziimler Onermistir. Sanchez ve Cardona (2008),
verimliligin arttirmasi1 ve negatif fermentasyon parametrelerinin etkilerini indirmek
amaciyla hiicreleri kalsiyum aljinat, kriyolit vd. maddelerle immobilize etmeyi ya da
biyofilm reaktorlerinde hiicre sabitleme teknolojilerin kullanilmasini onermektedir
(Bader 2017).

Cizelge 2.2. Cesitli fermentasyon sistemlerinde S.cerevisiae ile etanol tiretimi (Waites
vd. 2018).

Fermentasyon Tiirii Etanol Uretim Hizi1 (g/L/h)
2,5-3,5
Kesikli
5,0-6,5

Stirekli (karistirmali tank reaktor)

Stirekli (immobilize maya hiicreleri)
>100

2.12. Immobilizasyon

Herhangi bir biyoproses isleminin uygulanabilirligi ve siirdiirtilebilirligi, iiretim
diizeyine bagh olarak degerlendirilmektedir. Diisiik hacimsel verimlilikler, kar {izerinde
kritik bir etkiye sahiptir ve bu zorluga ¢oziim getirmek adina mikrobiyal hiicre
immobilizasyonu &nerilmistir (Nene 2014). Immobilizasyon; hiicrelerin aktivitelerini
kaybetmeden belirli bir tutuklama materyalindeki bosluga tutulmasi ya da hapsedilmesi
olarak tanimlanmaktadir (Uygun 2006; Erkan 2020). Immobilizasyonda biyokatalizor
(mikroorganizma) popiilasyonunun yogunlugu Onemli oOlgiide artirarak fermentor
verimliligi iki veya {i¢ katina ¢ikarmaktadir (Najafpour vd. 2004; Yu vd. 2007). Lee vd.
(2011), ayn1 kesikli fermantasyon kosullar1 altinda, aljinat boncuklarinda immobilize
edilen maya hiicrelerinin, serbest hiicrelerle kiyaslandiginda daha yiiksek etanol verimi
elde ettigini ve daha kisa fermantasyon siirelerine sahip oldugunu bulmustur.
Calismalarinin sonuglarina gore, serbest hiicrelerle gerceklestirilen fermantasyon siiresi
24 saat iken, aljinat boncuklarinda immobilize edilen maya hiicreleri kullanilarak bu siire
10-14 saat olarak belirlenmistir (Nene 2014).

Hiicrelerin immobilizasyonu, biyoreaktdrde daha yiiksek hiicre yogunluklarina
neden olur, bu da reaksiyon hizlarinda ve iiretkenlikte bir artig saglar. Bu avantajlarla
birlikte, daha kisa kalis siireleri ve daha kiiciik reaktor boyutlari kullanilabilir. Karragenan
ve Ca aljinat gibi jellerde hiicre tutma, en yaygin kullanilan immobilizasyon
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yontemlerindendir (Yu vd. 2007). Ayrica, Kitin, kitosan, aljinat ve zeolit gibi tasiyicilar,
kolay bulunabilirlikleri ve ekonomik olmalari nedeniyle immobilizasyon islemlerinde
sitkca kullanilan malzemeler arasinda yer almaktadir (Kasavi 2006). Hiicre
immobilizasyonu su anda eczacilik, gida isleme, c¢evre koruma, biyoyakit iiretimi,
tarimsal biyoteknoloji ve atik su aritma gibi alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Rathore vd. 2013; Nene 2014).

2.12.1. immobilizasyon isleminin avantajlari

Immobilize hiicre teknolojisinin geleneksel sistemlere gére birgok avantaji
bulunmaktadir. Kourkoutas vd. (2004)’e gére bunlar;

1. Biyokatalizoriin uzun siireli aktivitesi ve stabilitesi, immobilizasyon tasiyicisinin
(desteginin) koruyucu Ozellikleri sayesinde pH, sicaklik, ¢oziiciiler ve agir metallerin
fizikokimyasal etkilerine kars1 direng gosterebilir,

2. Yiiksek hiicre yogunlugu; yiiksek iiretkenlige, daha kisa bir fermantasyon siiresine
olanak tanir,

3. Atik s1vi miktarinin azalmasi,

4. Yiiksek hiicre yogunlugu sebebiyle mikrobiyal kontaminasyon riskinin
azaltilmasi,

5. Substrat aliminin artmasi ve buna bagl olarak verimdeki artis,

6. Stirekli islemlerde uygulanabilmesi,

7. Yiiksek substrat konsantrasyonuna karsit artan tolerans ve son {iriin

inhibisyonunun azaltilmasi

8. Uriin kalitesinin iyilestirilmesine yol acan diisiik sicaklikta fermantasyonun
gergeklestirilebilmesi,

9. Ayirma ve filtreleme gerekliliklerinin azaltilmasi ve bdylece fermentasyon
sonrasi (down-stream) maliyetlerinin diisiiriilmesi,

10.  Kesikli fermentasyonda biyokatalizoriin biyoreaktdrden ¢ikarilmadan uzun siire
boyunca yenilenmesi ve yeniden kullanilabilmesi,

11. Basitlestirilmis proses tasarimlar1 sayesinde daha kiiciik biyoreaktorlerin
kullanilabilmesi ve bdylece sermaye maliyetlerinin diisiiriilmesi,

12. Baz iirlinlerde olgunlagma siirelerinin kisaltilabilmesi,
13.  Kiitle transferinin gelistirilmesi,
14.  Reaksiyon segiciligini arttirilmasi,

15.  Hiicre yakinlig1 saglanmasi,
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16.  Mekanistik ¢aligmalar i¢in uygun olmast,
17. Hiicrelerin kesme kuvvetine karsi korunmasidir.
2.12.2. immobilizasyonda kullanilan tasiyicilar

Immobilizasyon isleminde ¢esitli 6zelliklere sahip tasiyicilar kullanilmaktadir ve
tastyic1 se¢imi biiyiik bir 5Sneme sahiptir (Kasavi 2006). immobilizasyonda, bircok dogal
veya modifiye organik ve inorganik materyal kullanilabilir. Tastyicilar arasinda
membran, suda ¢oziinmeyen kat1 veya polimer gibi se¢enekler bulunmaktadir (Bozkurt
ve Aslim 2004).

Immobilizasyonun yeni bir stratejisi; hiicrelerin dogal olarak yapisabilecegi
destek materyallerini (saman, talas, piring kavuzu ve diger dogal lifli materyaller)
icermektedir (Igbal ve Saeed 2005; Bader 2017).

Immobilizasyon igin kullanilan tasiyicilarda, gesitli dzellikler aranmaktadir. Bu
ozellikler arasinda; hidrofilik karakter, suda ¢oziinmeme, gozenekli (pordz) yapi, gozenek
capinin; substratin igeri girmesine ve lriinlerin disar1 ¢ikmasina yetecek kadar genis
olmas1 ve ayn1 zamanda hiicrelerin destek i¢inde kalmasini saglayacak kadar dar olmasi
bulunmaktadir. Uygun parcacik formu da onemlidir. Kovalent baglamada kullanilacak
tastyicilar, yumusak kosullarda tepki verebilen gruplart tagimalidir. Ayrica,
mikroorganizmalara kars1 direngli olmali, ekonomik olmali, zehirsiz olmali ve rejenere
edilebilmelidir (Demirel 2003; Bozkurt ve Aslim 2004). Tasiyici, gida endiistrisinde
kullanilabilir saflikta olmali, kalan kalintilar trin kalitesini etkilememeli ve tiiketiciler
tarafindan kolayca kabul edilebilir olmalidir. Ayrica, hiicrelerin tutunabilecegi
fonksiyonel gruplara sahip genis bir yilizeye sahip olmali, 1yi bir mekanik, kimyasal,
termal ve biyolojik stabiliteye sahip olmalidir. Enzimler, solventler, basing degisiklikleri
veya kesme kuvvetleri nedeniyle kolayca bozulmamali ve Olgek biiyiitmeye uygun
olmahdir (Kourkoutas vd. 2004). karragenan, aljinat ve ksantan gibi polimerler, bu
ozellikleri igeren destek materyalleridir (Bozkurt ve Aslim 2004).

Argiriou vd. (1996), mineral Kissiris {izerine immobilize edilmis bir S. cerevisiae
susunun hiicrelerinin 0°C'de ardisik olarak korunmasinin hem kesikli hem de siirekli
islemlerde yaklasik 2,5 yil boyunca etanol verimliligini ve biyokatalitik stabiliteyi
arttirdigim1 bulmuslar (Kourkoutas vd. 2004). Diger bir calismada Immobilize maya
hiicrelerinin, bakteriyel seliiloz-aljinat siingeri kullanilarak 15 dongii boyunca tekrar
tekrar kullanilabilecegi bulunmustur (Kirdponpattara ve Phisalaphong 2013; Tesfaw ve
Assefa 2014).

2.12.3. Immobilizasyon teknikleri

Hiicre immobilizasyonu i¢in bir¢ok yontem bulunmaktadir. Mikroorganizmalarin
immobilizasyonu; bir destek materyaline tutturma ve hapsetme olmak iizere genellikle iki
temel tipte gergeklestirilmektedir. Bu yontemlerden en yaygin tercih edileni hapsetme
metodudur (Demirel 2003; Bozkurt ve Aslim 2004).

Bir¢ok mikroorganizma, dogadaki ¢esitli yiizeylere tutunma yetenegine sahiptir.
Immobilizasyon teknikleri, bir¢ok biyoteknolojik silirecte avantajlidir ve bu nedenle
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cesitli teknikler ve destek materyalleri Onerilmistir. Bu teknikler, kullanilan fiziksel
mekanizmaya bagl olarak dort temel kategoriye ayrilabilir (Sekil 2.6) (Pilkington
vd.1998; Kourkoutas vd. 2004):

(a) Kat1 tastyict yiizeylere baglanma veya adsorpsiyon,
(b) Gozenekli bir matris i¢cinde hapsedilme,
(c) Dogal Topaklasma veya capraz baglama maddeleri kullanilarak yapay topaklasma,

(d) Bariyerlerin arkasinda hiicre tutulmasi.

(A1) (A2) (A9)
Bir yiizeye Kats tagryics yiizeylere Bir ylizeye kovalent
elektrostatik baglanma bazlanma veya baglanma
(€1) adsorpsiyon ©2)
Gézenekli bir matris iginde Dogal topaklagma Capraz baglama maddeleri
hapsedilme kullanilarak yapay topaklagma
D2) D3)
L § B B N N N NI
I N N N N .
. o Ara yiizey Mikro gozenekli membran
Mikmeakapediasyon mikroenkapsilasyonu arasmndaki hapsetme
(ozinmeyen tastyict A. Kati bir tagtyicimin yiizeyinde
— L immobilizasyon
Gézenekli matris B. Gozenekli bir matris iginde
mwmwwww Mikro gdzenekli membran ha})sedllme
- C. Hiicre topaklagmasi
Copraz by D. Bir bantyerin arkasinda mekanik
i, i ii Elektrostatik kuvvetler muhafaza

Sekil 2.6. Hiicre immobilizasyonunun temel yontemleri (Kourkoutas vd. 2004).
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a. Kati tasiyic1 yiizeylere baglanma veya adsorpsiyon

Bircok mikroorganizma, kat1 ylizeylere yapisma yetenegine sahiptir. Bu
immobilizasyon, elektrostatik kuvvetler (van der waals kuvvetleri, iyonik ve hidrojen bag
etkilesimleri vb.) nedeniyle fiziksel adsorpsiyon veya hiicre zari ile tastyici arasindaki
kovalent baglanma yoluyla gerceklestirilebilir (Kourkoutas vd. 2004). Ayrica, fiziksel
adsorpsiyonda hidrofobik baglanmanin gerceklesebilecegi ve en eski immobilizasyon
yontemi olarak bilindigi belirtilmistir (Kasavi 2006). Bu sekilde, baz1 memeli hiicreleri
polistiren, kolajen, agaroz ve seliiloz gibi malzemelere baglanabilirler (Bozkurt ve Aslim
2004).

Mikroorganizmalarin kat1 yiizeylere yapismasiyla hiicre filminin kalinlig1
genellikle bir hiicre katmanindan 1 mm veya daha fazlasina kadar degisebilir. Bu tiir
immobilizasyonun goreceli kolaylig1 nedeniyle, yiizeyde immobilize edilmis hiicreleri
kullanan sistemler genis bir popiilerlik kazanmistir. Hiicrelerle ¢6zelti arasinda herhangi
bir engel olmamasi nedeniyle, adsorbe edilmis ve serbestce asili olan hiicreler arasinda
potansiyel bir denge kurularak hiicre ayrilmast ve yeniden konumlandirilmasi
miimkiindiir. Bu tip immobilizasyonda kullanilan kati tastyicilara 6rnek olarak seliilozik
malzemeler (DEAE-seliiloz, ahsap, talas, delignifiye talas) ve inorganik malzemeler
(poligorsit, montmorilonit, hidromika, gozenekli porselen, gdzenekli cam, vb.) verilebilir.
Ayrica cam veya seliiloz gibi kat1 malzemelerin adsorblanabilirliklerini arttirmak i¢in
polikatyonlar, kitosan veya diger kimyasallarla islenebilmektedir (Norton ve D'Amore
1994; Navarro ve Durand 1977; Kourkoutas vd. 2004).

b. Gozenekli bir matris icinde hapsolma

Bu immobilizasyon yonteminde, hiicrelerin ya diger hiicrelerin varligi nedeniyle
hareketlilikleri engellenene kadar gézenekli matrise niifuz etmelerine izin verilir ya da
gozenekli malzeme, yerinde bir hiicre kiiltiirii olusturacak sekilde diizenlenir. Her iki
hapsetme yontemi de hiicrelerin ortama yayilmasini 6nlemek amaciyla kat1 bir ag
icerisine dahil edilmesine dayanir. Aym1 zamanda, besinlerin ve metabolitlerin kiitle
transferine izin verirler. Yani bu kati agin goézenekleri, hiicre molekiiliinden kiigiik,
substrat ve iriin molekiillerinden biiyiiktiir. Bu tip immobilizasyonun karakteristik
ornekleri, aljinatlar, k-karragenan, agar, kitosan ve poligalakturonik asit gibi polisakkarit
jellerin veya jelatin, kollajen ve polivinil alkol gibi diger polimerik matrikslere
hapsedilmesidir (Norton ve D'Amore 1994; Park ve Chang 2000; Kourkoutas vd. 2004).

Gozenekli matristeki hiicre gelisimi, tasiyicinin gozenekliligi ve daha sonra
biriken biyokiitlenin etkisinin neden oldugu difiizyon kisitlamalarina baglhidir. Bu durum,
homojen olmayan bir hiicre popiilasyonu modelinin gelismesine neden olabilir, bu da
yilizeye yakin hiicrelerin, boncuk icindeki kismen a¢ hiicrelere kiyasla farkli davranis
sergileyebilecegi anlamina gelir (Freeman ve Lilly 1998; Kourkoutas vd. 2004).
Polisakkarit jel gibi gozenekli bir matris i¢inde hiicre hapsedilmesinin bir sorunu,
boncuklarin dis yiizeyinde yer alan hiicrelerin boncuktan salinma yetenegidir. Bu durum,
hareketsiz ve serbest hiicrelerden olusan bir sistemle sonuglanabilir. Bu sorunu ¢6zmek
icin, hidrojel boncuklarin; hiicreleri igceren bir i¢ ¢ekirdege ve hiicrelerin ¢ekirdekten
kagmasini 6nleyen bir dig katmana sahip ¢ift katmanli boncuklar gelistirilmistir (Tanaka
vd. 1989; Taillandier vd. 1994; Kourkoutas vd. 2004).
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C. Hiicre topaklasmasi

Hiicre topaklagmasi, hiicrelerin daha biiyiik bir birim olusturacak sekilde bir araya
gelmesi veya siispansiyonlardaki hiicrelerin kiimeler halinde yapismasi ve hizla
cokelmesi olarak belirtilmektedir. Ayrica ¢cevresel kosullar, hiicrelerin bir araya gelmesini
tesvik edebilmekte (Bozkurt ve Aslim 2004) ve hiicre topaklasmasinin; hiicre duvari
bilesimi, pH, ¢0ziinmiis oksijen ve ortam bilesimi gibi ¢esitli faktorlerden etkilendigi
bilinmektedir (Kourkoutas vd. 2004).

Mikroorganizmalarin biiylik kiimeleri, reaktorlerde kullanilabilmektedir. Bu
nedenle, flokiilasyon, bir immobilizasyon teknigi olarak diisiiniilebilir. Bu tiir reaktorler,
dolgulu yatakli, akiskan yatakli ve siirekli karistirmali tank reaktorleri gibi ¢esitli reaktor
tiplerini icerebilir. Agregat olusturma (bir araya gelme) yetenegi temel olarak kiif, mantar
ve bitki hiicrelerinde gozlemlenir. Ancak yapay topaklastirict maddeler veya capraz
baglayicilar, dogal olarak topaklanmayan hiicre kiiltiirlerinde topaklanmay1 arttirmak
amaciyla kullanilabilir (Kourkoutas vd. 2004). Organizmalarin hiicre duvarlari, serbest
amino ve/veya karboksil gruplarini icerir. Glutaraldehit, benzidimin, toluen diizosiyanat
gibi ¢apraz baglayicilar kullanilarak hiicre duvarindaki fonksiyonel gruplar arasinda bir
capraz Orgii olusturularak birikme saglanabilmektedir (Bozkurt ve Aslim 2004).

d. Bariyerlerin arkasinda hiicre tutulmasi

Hiicrelerin bir bariyerin arkasinda tutulmasi, mikro gozenekli membran
filtrelerinin kullanilmasiyla, hiicrelerin bir mikrokapsiil icinde hapsedilmesiyle veya iki
karigmayan sivinin  etkilesim  yiizeyi lizerinde hiicre immobilizasyonuyla
gerceklesebilmektedir. Bu tip immobilizasyon, hiicre icermeyen iiriinlerin ve minimum
diizeyde kiitle transferinin gerektigi durumlarda idealdir (Park ve Chang 2000;
Kourkoutas vd. 2004). Mikro gozenekli membranlar aracilifiyla yapilan hiicre
immobilizasyonunun temel dezavantajlari, kiitle transferindeki sinirlamalar1 (Kourkoutas
vd. 2004) ve hiicre biiyiimesinden kaynaklanan potansiyel membran biyolojik
Kirlenmesidir (Gryta 2002; Kourkoutas vd. 2004).

Mikrokapsiil tipi immobilizasyon i¢in bircok kapsiilleyici materyal
bulunmaktadir. Bu materyaller arasinda en sik kullanilanlar aljinat, agaroz, x-karragenan,
nisasta ve jelatindir (Burgain vd. 2011; Nene 2014). Dogal polimerler biyolojik olarak
oldukc¢a uyumlu olup, diisilk molekiiler agirlikli besinlerin ve metabolitlerin yiiksek
gecirgenligine olanak tanir, bu da kapsiillenmis mikrobiyal hiicrelerin en uygun ¢alisma
kosullarinda bulunmasina katki saglar (Brun-Graeppi vd. 2011; Rathore vd. 2013; Nene
2014). Modifiye polimerler de kullanilmistir, ancak dogal polimerlerle kiyaslandiginda
daha yiiksek mekanik mukavemet ve daha iyi kimyasal stabilite saglamalarina ragmen,
zayif biyo uyumluluklar1 nedeniyle kullanimlar1 engellenmektedir (Rathore vd. 2013;
Nene 2014). Poliakrilamid ve polivinil alkol, modifiye polimer 6rnekleri arasinda yer
almaktadir. Ayrica, modifiye polimerlerle kapsiil iretimi, hiicre canlihigini ve
biitiinliiglinii etkileyen zor kosullar1 gerektirmektedir (Nene 2014). Buna karsilik, dogal
polimerlerle kapsiil {iretimi yumusak ve toksik olmayan kosullar altinda gerceklesir,
bdylece hiicre biitlinliigiinii ve canliligin1 olumsuz etkilemez (Rathore vd. 2013; Nene
2014).

23



KAYNAK TARAMASI S.H. HASSANI

Biyoteknolojik bir siiregte, herhangi bir adimin ortadan kaldirilmasi kar1 dogrudan
etkiler. Enkapsiilasyonla immobilizasyon, kapsiillerin kolay tasinmasit ve geri
kazanilmasi, teknolojiyi daha da ¢ekici hale getirmektedir. Bu durumun nedeni, {iriin geri
kazanimi i¢in kullanilan santrifiijleme gibi yiiksek enerjiye bagimli siirecleri ortadan
kaldirabilmesidir (Park ve Chang 2000; Nene 2014). Ancak, biiyiik 6l¢ekli tiretimde steril
bir ortam saglama endiseleri, istenen tiim 6zelliklere sahip bir kaplama malzemesi ve seri
kapsiil iiretimi i¢in gelismis teknolojinin heniiz bulunmamis olmasi gibi bazi zorluklari
beraberinde getirir (Park ve Chang 2000; Rathore vd. 2012; Westman vd. 2012; Nene
2014).

2.12.4. immobilizasyonun hiicrelerde neden oldugu degisiklikler

Hem maya hem de bakteri tiirlerinde hiicre immobilizasyonu, hiicre biiytimesi,
fizyolojisi ve metabolik aktivitesinde degisikliklere sebep olabilir. Cesitli ¢alismalar,
immobilize edilmis hiicrelerin farkli metabolik davraniglarinin nedenlerini ele almistir
(Kourkoutas vd. 2004).

Bu degisikliklerin nedenleri arasinda, difiizyonla kiitle transferi sinirlamalari
(Webb vd. 1986; Kourkoutas vd. 2004), biliyiime diizenindeki bozukluklar (Doran ve
Bailey 1986; Kourkoutas vd. 2004), yiizey gerilimi ve ozmotik basing etkileri
(Vijayalakshmi vd. 1979; Kourkoutas vd. 2004), su aktivitesinde azalma (Mattiasson vd.
1984; Kourkoutas vd. 2004), hiicreler arasi iletisim (Shuler 1985; Kourkoutas vd. 2004),
hiicre morfolojisinde degisiklikler (Shirai vd. 1988; Kourkoutas vd. 2004), membran
gecirgenliginde degisiklik (Brodelius ve Nilsson 1983; Kourkoutas vd. 2004) ve besiyeri
bilesenlerinin kullanilabilirligi gibi ¢esitli parametrelerin etkili oldugu diisiiniilmektedir
(Chen vd. 1990; Kourkoutas vd. 2004).

Immobilize ve serbest hiicreler {iizerinde gerceklestirilen karsilastirmali
caligmalar, maya enerjik metabolizmasinin  aktivasyonunu, polisakkaritlerin
depolanmasinda artisi, biliylime oranlarinda degisiklikleri, substrat aliminda ve {iriin
veriminde artis1, fermantasyon yan triinlerinin daha diisiik verimini, daha yiiksek hiicre
ici pH degerlerini, toksik ve inhibitér bilesiklere karsi toleransin artmasini ve artan
invertaz aktivitesini icermektedir (Norton ve D'Amore 1994; Kourkoutas vd. 2004).

2.13. Destek Materyallerinin Ustiinliikleri

Son zamanlarda, destek malzemelerinin ucuz ve kullaniminin kolay olmasi
nedeniyle, genel olarak etanol iiretiminde klasik immobilizasyon ajanlarindan daha
avantajli oldugu belirtilmektedir. Ornegin, lignoseliiloz bazli immobilize materyaller,
sodyum veya kalsiyum aljinat gibi yaygin olarak kullanilan destek materyallerine kiyasla
daha etkili bir sekilde etanol tiretimini desteklemistir (Singh vd. 2013; Tesfaw ve Assefa
2014). Bunun ana nedeni; Ca-aljinatin fosfatlara kars1 kararsizligidir. Bununla birlikte,
fermantasyon sirasinda CO2 olugmasi sonucunda jel pargaciklari bozulmaktadir. Ayrica,
hiicrelerin tasiyici yiizeyine elektrostatik etkilesimler veya kovalent baglanmasi yoluyla
baglandigindan, iki 6nemli dezavantaj ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar; tasiyici ylizeyinin
biyokiitle yiikiinii sinirlamasit ve g¢esitli faktorlerin hiicre desorpsiyonuna neden
olabilmesidir. Bunun sonucunda, operasyonel stabilite sinirlanmaktadir (Yu vd. 2007).
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2.14. Biyofilmler

Biyofilm, mikrobiyal olarak {iretilmis organik bir polimer i¢ine gdmiilmiis ve kat1
ylizeylere geri donililemez sekilde yapisan bir mikroorganizma toplulugu ve hiicre
immobilizasyonunun dogal bir seklidir (Cheng vd. 2010). Ilk biyofilmler Van
Leeuwenhoek tarafindan dis yiizeyinde kesfedilmis ve mikroorganizmalar ile kat1 destek
malzeme arasindaki etkilesim, van der Waals'in ¢ekim ve itme kuvvetleri arasindaki
dengenin sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (Cheng vd. 2010). Islak biyofilm kiitlesinin
%90'mdan fazlasini su igerir ve polisakkaritler ve glikoproteinler iceren hiicre disi
polimerik maddeler (EPS), kuru biyofilm kiitlesinin %70'inden fazlasini olusturur (Melo
ve Oliveira 2001; Cheng vd. 2010). Biyofilm reaktorlerinin olaganiistii stabilitesi, diistik
besin gereksinimleri ve uzun vadeli ekim potansiyeli, 6zellikle etanol ve organik asitler
gibi katma degerli Uriinlerin biiyiik 6l¢ekli iiretimi i¢in potansiyellerini gostermektedir
(Cheng vd. 2010).

Biyofilm reaktorlerinde PKD’ler kullanailarak biyokiitle arttirilabilir boylece
fermentasyon verimi artmaktadir. Ornegin, Saccharomyces cerevisiae veya Zymomonas
mobilis mikroorganizmalar1 ig¢in biyofilm reaktorlerinde, siispansiyon kiiltiiriine kiyasla
3 ve 8 kat daha fazla etanol verimliliginin elde edildigi belirtilmektedir (Kunduru ve
Pometto 1996; Cheng vd. 2010). Bunun nedeni; {iretim oranlarinin artmasi, yliksek
seyreltme oraninda siirekli bir fermantasyon uygularken yikanmanin (wash out)
azaltilmasi, tekrarlanan kesikli fermantasyon sirasinda yeniden asilama ihtiyacinin
ortadan kaldirilmasi ve fermentasyon sirasinda PKD’lerin kademeli olarak besinleri
ortama serbest birakmasidir (Fukuda 1995; Cheng vd. 2010).

Sekil 2.7. PKD materyalleri

2.14.1. Biyofilm olusumu

Tipik bir biyofilm olusumu 3 ana asamada gergeklesmektedir (Bryers 2000;
Busscher ve van der Mei 2000; Lewandowski ve Beyenal 2007; Demirci vd. 2007; Cheng
vd. 2010). Bunlar; baglanma, kolonizasyon ve gelismedir. {1k asama olarak baglanma;
ptrtizliilik ve yilik gibi yiizey 6zelliklerinden ve ylizeye taginan mikroorganizmalarin
hizindan etkilenmektedir. Mikroorganizmalarin yilizeye baglanmas1 elektrostatik
etkilesime dayali olan adsorpsiyonla gergeklesmektedir. Ikinci ve iigiincii asamalar yani
kolonizasyon ve gelisme, besin taginmasi ve difiizyonu, toplu akisin kesme kuvveti ve
mikroorganizmalarin gelisme hizi gibi faktorlerden etkilenir. Baglanma asamasinda

25



KAYNAK TARAMASI S.H. HASSANI

stvidaki mikroorganizmalar yiizeye difiizyon, konveksiyon ya da kendi kendine hareket
etme yoluyla taginip kat1 ylizeyle zayif, tersine cevrilebilir bir adhezyon olusturur. 2.
Asamada olan kolonizasyonda ise, mikroorganizmalarin salgiladigi EPS ve substrat
arasinda polimer kopriilerin olugsmasi sonucunda geri doniisii olmayan bir yapisma
meydana gelir (Busscher vd. 1995; Azeredo vd. 1999; Bryers 2000; Cheng vd. 2010).
Kolonizasyondan sonra besin varligina bagli olarak mikroorganizmalar gelisme
asamasina gecer ve son olarak da gelisme ve ayrilma arasinda denge saglandiginda
biyofilm maksimum ortalama kalinligina ulagsmakta ve sistem kararli duruma varmaktadir
(Melo ve Oliveira 2001; Cheng vd. 2010).

2.15. PKD Materyalinin I¢cerigi

Plastik kompozit destek, polipropilen ve g¢esitli tarim iriinlerinden yapilan
ekstriizyonla kat1 bir destektir (Cheng vd. 2009). Polipropilen bir matris olarak gorev
yapmakta ve Ogiitiilmiis soya fasulyesi kabuklari, soya fasulyesi unu gibi tarimsal
karigimlart ve si@ir albiimini, kirmizi kan hiicreleri, maya ekstrakti ve pepton gibi
mikrobiyal besin maddeleri ile birlikte mineral tuzlarmmi da entegre eder. Bunun
sayesinde; PKD, biyofilm olusmasi igin uygun bir fiziksel yap1 saglamanin yani sira
fermantasyon sirasinda besin maddelerini kademeli olarak serbest birakir (Cheng vd.
2009).

PKD halkal1 biyofilm reaktorleri ile tek basimna polipropilen destekli (PPS)
biyofilm reaktdrleri karsilastirildiginda; PKD malzemeleri kullanilarak iki ila on kat daha
yliksek etanol verimliligi elde edildi. Bunun nedeni; PKD halkalar1 iizerindeki yavasga
salinan nitrojen kaynagi, biyofilm canlilig1 korumasidir (Ho vd. 1997; Cheng vd. 2010).

2.16. 3D Materyaller Kullanilarak Hiicre immobilizasyonu

Immobilizasyon uygulamalarinda, hiicrelerin organik veya inorganik bir matris
ylizeyine adsorpsiyon yontemi, jel matrislerinde hapsedilme yontemine goére bazi
avantajlar1 bulunmaktadir. Bunlar; daha hizli kiitle transferi ve matrisin 6zellikle hiicre
biiyiimesi s6z konusu olunca bozulmamasidir (Kourkoutas vd. 2004; Belgrano vd. 2018).
Hiicre adsorpsiyonunun verimliligini belirlemek i¢in, matris Ozellikleri (Boyut,
gozeneklilik, yiizey ozellikleri vb.), yilik ve hidrofobiklik olduk¢a onem tagimaktadir
(Samonin ve Elikova 2004; Kilonzo vd. 2011; Belgrano vd. 2018). Bu matrisler, dogal
veya modifiye olabilir, ayrica hiicre adsorpsiyonunu tesvik etmek amaciyla kimyasal
modifikasyon gerektirebilir (Belgrano vd. 2018).

Immobilizasyon yénteminde son yillarda yeni bir uygulama olan 3D materyallere
hiicrelerin adsorpsiyonu, basarili bir sekilde gerceklestirilerek fermentasyon verimliligi
artabilmektedir. 3D materyaller, uygun geometri, boyut ve yazici teknolojisi kullanilarak
immobilizasyon i¢in kullanilabilmektedirler. Bu materyallerin darbeye dayanikls,
otoklavlanabilir, inert, gida sinifi ve yiiksek ylizey alani gibi 6zelliklere sahip olmasi
gerekmektedir (Unsal vd. 2023). Bu ¢alismada 3D naylon materyaller kullanilarak hiicre
immobilizasyonu gergeklestirilecektir.
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Sekil 2.8. 3D materyaller (Hex)

Bu tez calismasinda immobilizasyon amaciyla 3D materyaller ve PKD
malzemeleri kullanilmistir. Daha 6nce dut ekstraktinda 3D materyal ve PKD materyalleri
ile hiicre immobilizasyonu ve etanol iiretimi {izerine bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu g¢alismada, immobilize edilmis Saccharomyces cerevisiae hiicreleri
kullanilarak iiretim hizi ve verimi agisindan fermentasyon prosesinin performansi
gelistirilmistir. Ayrica slirekli fermentasyon denemeleri gergeklestirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Bu calismada karbon kaynagi olarak kuru dut (Morus alba L.) ekstrakti
kullanilmistir. 1k olarak beyaz dut kurusu 0,5-1 mm’ye kadar giitiilmiistiir, sonrasinda
su banyosunda ekstrakte edilmistir ve daha Once yapilan arastirmalara gére optimum
ekstraksiyon kosullar1 3 saat, 80°C ve 1:4 g/ml (kat1 stv1 oran1) olarak belirlenmistir.
Ayrica saf karbon kaynagi olarak 45 g/L glukoz (Sigma-Aldrich, Lot.SZBF0140V,
Germany), 45 g/L fruktoz (sigma, Lot. SLBN4536V) ve 1 g/L sakkaroz (merck KGaA
6427, 1.07651.1000, Germany) kullanilmistir. Bu 3 karbonhidrat, kuru dutun seker
bilesenlerini olusturdugu i¢in bu ¢alismada kullanilmistir.

‘ i S s Lo ~ A
[ gt Wy e Q»‘
Sekil 3.1. Materyal olarak kullanilan
beyaz dut kurusu

2. Fermentasyonda Kullanilan Mikroorganizma

Etanol iiretiminde kullanilacak olan S. cerevisiae (ATCC 36858) Amerikan Tip
Kiiltiir Koleksiyonu (Monnos, VA)’dan temin edilmis olup laboratuvarimizda mevcuttur.
Mikroorganizmanin gelismesi i¢in; 50 g/L glukoz, 6 g/L maya ekstrakti, 4 g/L
(NH4)2S04, 1,5 KH2PO4, 1 g/L MgS04.7H20 ve 0,3 g/L CaCl2.2H20 icecek sekilde bir
besiyeri ortami hazirlanmistir ve bu besiyerine %1 maya inokiilasyonu yapilmistir.
Ardindan 30°C'de 48 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir (Turhan vd. 2010). Bu
asamadan sonra, mikroorganizma, +4 °C’de stok kiiltiir formunda muhafaza edilmekte ve
canlilig1 korunmak icin 2 ayda 1 yenilenmektedir. Bu ¢alismada hiicreler 3D materyaller
(Unsal vd. 2023) ve PKD malzemeleri (Bader 2017) ile immobilize edilerek
kullanilmustir.
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Sekil 3.2. Fermentasyonda kullanilan S. cerevisiae
mayasinin gelistirilmesi

3.3. Plastik Kompozit Destek Malzemeleri

Biyofilm reaktorlerinde PKD materyalleri destek malzemesi olarak kullanilmistir.
Bu materyaller %50 (w/w) tarimsal malzemelerinden ve %50 oraninda (w/w)
polipropilenden olusmaktadir. PKD materyallerinin yapisindaki besin maddeleri (soya
fasulyesi govdesi, soya fasulyesi unu, maya 0ziitli, kirmizi kan hiicreleri, sigir albiimini
yalya da mineral tuzlar1 ve tarimsal tirtinler) hiicre gelismesini tesvik etmektedir (Germec
vd. 2015). Cizelge 3.1.de bu ¢alismada kullanilan 4 farkli PKD materyalinin
formiilasyonu verilmistir.

Cizelge 3.1. PKD materyallerinin bilesimi (Germec vd. 2015).

PKD Kii¢iik tarimsal materyal(ler) (w/w)
SH? —SF* —_YE®-S 5% soya fasulyesi unu—5% maya ekstrakti
SH-SF-YE-BAY-S 5% soya fasulyesi unu—5% maya ekstrakti—5% sigir
albumin
SH-SF-S

10% soya fasulyesi unu
SH-SF-YE-RBC® -

sf 5% soya fasulyesi unu—5% maya ekstrakti—5% kirmizi kan

@ SH: Ogiitiilmiis 20 gdzenekli ve vakumlu kurutulmus soya gévdeleri (Cargill Soy
Processing Plant, lowa Falls, 1A, USA).

® SF: vakumlu kurutulmus soya fasulyesi unu (Archer Daniel Midland Co, Decatur, IL,
USA).

® YE: Maya ekstrakti (Ardamine-Z, Champlain Industries, Chifton, NJ, USA).
4 BA: Kurutulmus sigir albumin (American Protein Corporation, Ames, [A, USA).

¢ RBC: Kirmizi1 kan hiicreleri (American Protein Corp., Ames, lowa).
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fS: Tuzlar.

3.4. 3D Materyaller

3D materyaller, uygun geometri, boyut ve yazict teknolojisi kullanilarak
immobilizasyon i¢in basaril bir sekilde kullanilabilmektedirler. Bu materyallerin darbeye
dayanikli, otoklavlanabilir, inert, gida sinifi ve yiiksek yiizey alani gibi 6zelliklere sahip
olmas1 gerekmektedir (Unsal vd. 2023). Bu calismada ilk olarak kafes yapis1 agisindan 4
farkl: tip kiireler (Hex, grid, X ve W) karsilastirilmistir ve etanol iiretimi agisindan en iyi
3D kiireyi segmek iizere ¢alkalamali inkiibatorde fermantasyon gergeklestirilmistir.

Sekil 3.3. Immobilizasyonda kullanilan 3 D materyalleri; a) Hex; b) Grid; ¢) X; d) W

3.5. Etanol Uretimi icin Uygulanan Deneme Deseni

Bu tez kapsaminda yapilan fermentasyon denemeleri asagida verilmistir; 1-7
asamalar1 beyaz dut kurusu hidrolizatinin modifiye ortamimda (45 g/L glukoz, 45 g/L
fruktoz, 1 g/L sakkaroz) yapilmistir. Diger asamalar ise beyaz dut kurusu hidrolizatinda
uygulanmaistir:

1) Modifiye ortamda kontrol fermentasyonu (45 g/L glukoz, 45 g/L fruktoz, 1 g/L
sakaroz)

2) S. cerevisiae (ATCC 36858) mayasi kullanarak modifiye ortamda 4 ¢esit 3D
materyali i¢inden etanol tiretimi agisindan en iyi materyalin se¢ilmesi

3) S. cerevisiae (ATCC 36858) mayast kullanarak modifiye ortamda 4 ¢esit PKD
materyali iginden etanol iiretimi agisindan en iyi materyalin se¢ilmesi

4) En iyi 3D materyali kullanilarak modifiye ortamda PBD (Plackett Burman Designs)
ile besiyeri bilesiminin optimizasyonu

5) En iyi 3D materyalleri i¢in PBD besiyeri optimizasyonunun validasyonu

6) En iyi PKD materyali kullanilarak modifiye ortamda PBD ile besiyeri bilesiminin
optimizasyonu

7) En iyi PKD materyalleri i¢in PBD besiyeri optimizasyonunun validasyonu
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8) Zenginlestirilmemis beyaz dut kurusu hidrolizati ortaminda immobilizasyon olmadan
yapilan kontrol fermentasyonu

9) En iyi 3D materyalleri ile zenginlestirilmemis dut hidrolizatinda fermentasyon
10) En iyi PKD materyalleri ile zenginlestirilmemis dut hidrolizatinda fermentasyon

11) Beyaz dut kurusu hidrolizati ortaminda en iyi 3D materyalleri kullanilarak PBD ile
belirlenen parametrelerle dogrulama fermentasyonunun gergeklestirilmesi

12) Beyaz dut kurusu hidrolizati ortaminda en iyi PKD materyalleri kullanilarak PBD ile
belirlenen parametrelerle dogrulama fermentasyonunun gergeklestirilmesi

13) Zenginlestirilmemis beyaz dut kurusu hidrolizat1 ortaminda PKD materyalleri
kullanilarak siirekli fermentasyon

14) Zenginlestirilmis beyaz dut kurusu hidrolizatt ortaminda (20 g/L pepton, 3 g/L
KH2PO4, 2 g/L (NH4)2S04) 3D materyalleri kullanilarak siirekli fermentasyon

3.6. PKD Materyalinin Secimi i¢in Falkon Tiiplerinde Fermentasyon

Dort farkli PKD materyali (Sekil 3.4) S. cerevisiae (ATCC 36858) mayasi i¢in
uygun besiyeri igeriklerinde (45 g/L glukoz, 45 g/L fruktoz ve 1 g/L sakkaroz) falkon
tiiplerinde fermentasyona birakilmistir. Her bir falkon tiiplinde paralel bir sekilde 2,9 g
PKD diskleri konulmustur. Bu PKD diskleri sterilizasyon i¢in 121°C'de 30 dakika
boyunca otoklavlanmistir. Otoklavlandiktan sonra oda sicakligina sogutulmustur.
Ardindan her bir falkon tiipiine 10 ml steril glukoz, fruktoz ve sakkaroz karigimi ilave
edilmistir. Bu PKD’li tiipler 24 saat boyunca 30°C'de inkiibe edilmistir. inkiibasyonunun
ardindan 10 ml taze glukoz, fruktoz ve sakkaroz karisimi ortama tekrar ilave edildikten
sonra (yani 2. giinde) tiiplere 0.1 ml (%1) S. Cerevisiae mayasi inokiile edilip 30°C'de
inkiibasyona birakilmistir. Falkon tiiplerindeki besiyeri her giin belli bir saate steril
kabinde aseptik olarak bosaltilmistir ve bu islem 6 giin boyunca 5 kere yapilmistir. Son
aktarimdan sonra seker, etanol ve biyokiitle analizleri igin 6rnek alinmistir (Germec vd.
2015). Bu analizlerden sonra en iyi PKD materyali etanol {iretimi agisindan segilerek
fermentasyon onunla yapilmistir. Sekil 3.4’te inkiibasyondan 6nce ve sonrasinda PKD
materyalleri gosterilmistir.
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Sekil 3.4. Fermentasyonda kullanilan PKD diskleri; a)
inokiilasyon 6ncesi; b) inokiilasyon sonrasi

Sekil 3.5. Fermentasyonda kullanilan PKD diskleri {izerinde
gelisen S. cerevisiae mayasi

3.7. 3D Materyalin Secimi icin Erlenmayerlerde Fermentasyon

Ilk olarak erlenmayerlere 100 mL glukoz, fruktoz ve sakkaroz karisimi eklenmis
ve 3D kiirelerden ayr olarak sterilize edilmistir. 3D kiirelerin sterilizasyonu 100 ml
deiyonize su icinde yapilmistir. Daha sonra 3D kiireler aseptik olarak steril glukoz,
fruktoz ve sakkaroz ortamina eklenmistir. Kiirelerin besiyerine eklendikten sonra her
erlenmayere %1 (1 mL) S. cerevisiae (ATCC 36858) mayasinin inokiilasyonu yapilmis
ve immobilizasyon i¢in 30 °C, 150 rpm c¢alkalamali inkiibatorde (New Brunswick
Scientific Excella E24 inkubator Shaker Series) inkiibe edilmis (Unsal vd. 2023).
Hiicrelerin kiireler lizerinde immobilize edilmesi i¢in ortam 5 giin boyunca giinliik olarak
degistirilmistir. Besiyeri degistirmenin ilk giiniinde (24. saatte), fermente besiyerinin
%901 90 ml steril glukoz, fruktoz ve sakkaroz karisimi besiyeri ile degistirilmistir (10 mL
eski besiyeri kalacak sekilde). Daha sonra 5. giine kadar her giin tiim besiyeri 100 ml
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steril glukoz, fruktoz ve sakkaroz karisimi besiyeri ile degistirilmistir. 5 kere aktarimin
sonunda, her bir erlenmayerin kullanilmis besiyerinde etanol, seker ve biyokiitle
analizleri yapilmistir. Bu analizlerden sonra en iyi 3D materyali etanol iiretimi agisindan
secilerek fermentasyon onunla yapilacaktir. Ayrica, kontrol fermantasyonlari, steril
glukoz, fruktoz ve sakkaroz karisimi besiyeri ile yenilenmesi suretiyle askidaki hiicrelerle
yapilmistir. Analiz yapmak ve kinetik parametreleri hesaplamak i¢in farkli zamanlarda
numuneler alinmstir.

_ |
Sekil 3.6. 3D materyaller kullanilarak ¢alkalamali inkiibatorde fermentasyonun
yapilmasi

3.8. Beyaz Dut Kurusuna Uygulanan On islem

On islem igin kuru dut materyalleri, bir degirmende (Waring 8011 EB modeli)
ortalama 20 saniye 0,5-1 mm’ye kadar 6giitilmiistiir. Béylece kuru dut materyallerinin
ylizey alani artmakta ve daha hizli ve verimli hidroliz i¢in hazir hale gelmektedir.

<%
s
OO s Y

Sekil 3.7. Beyaz dut kurusuna uygulanan 6n islem ve ekstraksiyon
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3.9. Beyaz Dut Kurusunun Ekstraksiyonu

Sarni¢ ve Esen (2023) tarafindan yapilan bir ¢alismada beyaz dut kurusunun
ekstraksiyonu i¢in optimum kosullar; kati-sivi oranimnin 1:4 g/ml, siirenin 3 saat ve
sicakligin 80°C oldugu saptanmistir. Bu kosullarda elde edilen fermente seker miktar
182,57 g/L’dir (Sarni¢ ve Esen 2023).

3.10. Besiyeri Bilesiminin Optimizasyonu

Bu caligmada optimum besiyeri formiilasyonu Plackett Burman Design ile
belirtilmistir. PBD’de kullanilan besiyeri bilesenlerinin seviyeleri i¢in literatiir
caligmalarina gére minimum ve maksimum deger araliklar1 Cizelge 3.2°de belirtilmistir.
Bu besiyeri ayrica 45 g/L glukoz, 45g/L fruktoz ve 1 g/L sakkaroz icermektedir.
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Cizelge 3.2. PBD yonteminde kullanilan minimum ve maksimum seviyedeki
parametrelerin konsantrasyon araliklari

Besiyeri Bilesimi | En diisiik seviye | En yiiksek seviye Referans
(9/L) () (+)
Maya ekstrakti
(Merck KGaA, 05 5 [zmirlioglu ve
VM1018053, ’ Demirci 2015
Germany)
Pepton
(Bacto, REF: 2 20 Wang vd. 2007
211677, France)
(NH4)2S04 .
2 6 Izmirlioglu ve
(Sigma-Aldrich, Demirci 2015
Lot.SZBB2870V)
MgSO4.7H20
02 5 [zmirlioglu ve
(Sigma-Aldrich, ' Demirci 2015
Lot. BCBD6849V)
KH2PO4
(ISOLAB, Lot. 05 3 Izmir_liO_glu ve
MC1151302ALW, Demirci 2015
Germany)
FeS04.7H20
(Merck KGaA, 0,01 01 Izmir.lio.glu ve
A730765 633, Demirci 2015
Germany)
CaC|2.2H20
(Merck KGaA, 0,3 3 Izmir.lio.glu ve
A608782 630, Demirci 2015
Germany)
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Cizelge 3.3. PB yonteminde kullanilan parametreler
Deneme eli\:fr‘}a’ﬁu Pepton | (NH4)2S0s | MgS04.7H,0 | KHoPOs | FeS04.7Ho0 | CaClo.2H20 | Glukoz | Fruktoz | Sakkaroz
Numarast | =0,y (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (/L) | (9/L) (9/L)
1 0,50 20 2 2,0 3,00 0,100 0,30 45 45 1
2 5,00 20 2 0,2 3,00 0,010 3,00 45 45 1
3 2,75 11 4 1,1 1,75 0,055 1,65 45 45 1
4 5,00 2 2 2,0 0,50 0,100 3,00 45 45 1
5 0,50 20 6 2,0 0,50 0,010 3,00 45 45 1
6 2,75 11 4 1,1 1,75 0,055 1,65 45 45 1
7 5,00 20 6 0,2 0,50 0,100 0,30 45 45 1
8 5,00 2 6 2,0 3,00 0,010 0,30 45 45 1
9 0,50 2 6 0,2 3,00 0,100 3,00 45 45 1
10 0,50 2 2 0,2 0,50 0,010 0,30 45 45 1
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3.11. Toplam Seker Analizi

Hidrolizatlardaki ve fermentasyon sirasinda alinan orneklerdeki indirgen seker
konsantrasyonu DNSA (3,5-dinitrosalisilik asit) yontemi ile belirlenmistir (Miller 1959).
DNSA ¢ozeltisi; 10 g/ NaOH, 10 g/LL DNSA ve 0.5 g/L sodyum siilfitin oncelikle saf
suda ¢Oziindiiriiliip ardindan 1 L hacminin tamamlanmasi ile hazirlanmistir. Potasyum
sodyum tartarat c¢ozeltisinin  (KNaCsHs06.4H20O) hazirlanmasi igin de 40 g
KNaCsH406.4H,0 tartilip saf su ile 100 mL hacminin tamamlanmasiyla %40’ lik
KNaCsH406.4H20 ¢ozeltisi kullanilmaya hazirlanmistir.

Seker analizi i¢in, 50 uL 6rnege 1.95 mL saf su eklenmis, ardindan 40 pL 12 M
HCI ile karigtirllmistir. Bu Karigim, 100°C’deki su banyosunda 10 dakika bekletilerek
hidrolize edilmistir. Su banyosundan ¢ikarilan hidrolizatlar iizerine 100 uL 5 N KOH
eklenip karistirllmistir. Ardindan her bir karisim igerisinden 640 uL hacim disariya
atilmistir. Boylelikle her bir test tiiplindeki hacim 1,5 mL olmustur ve iizerlerine 1,5 mL
DNSA ¢ozeltisi eklenmistir. Bu sirada 1,5 mL saf su tizerine 1,5 mL DNSA ¢6zeltisi ilave
edilerek kor ornekler hazirlanmistir. Bu soliisyonlar vorteks cihazinda karistirildiktan
sonra 100°C’lik su banyosunda 15 dakika boyunca bekletilmistir. Renk stabilizasyonun
saglanmasi icin her bir karisimin {izerine 0.5 mL %40’lik potasyum sodyum tartarat
cozeltisi ilave edilmistir. Ardindan oda sicakligina sogutulduktan sonra
spektrofotometrede 575 nm dalga boyunda okutulmustur. Elde edilen absorban degerleri,
Esitlik 3.1°de yerine yazilarak indirgen seker konsantrasyonu hesaplanmaistir.

=59,9826*x+0,7817 (3.1)
y

Sekil 3.8. Toplam seker analizi

3.12. Biyokiitle Analizi

Calkalamali inkiibatérden belirli zaman araliklarinda alinan Orneklerde canli
gelisimini takip etmek amaciyla canli hiicre miktar1 analiz edilmistir. Bu amagla her bir
ornekten 0,1 mL alinip tizerine 0,9 mL saf su ilave edilerek 10 kat seyreltilmistir. Kor
olarak saf su kullanilmistir. Canli hiicre miktarinin hesaplanmasi igin spektrofotometrede
(ThermoScientific, Evolution 201, UV Visible Spectrophotometer) 620 nm dalga
boyunda olgiilen absorbans degerlerine gore Saccharomyces cerevisiae canli hiicre
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miktar1 esitlik 3.2 kullanilarak g/L olarak hesaplanmistir (Demirci ve Pometto 1995;
Demirci vd. 1997).

y=0,666019*x+0,10634 (3.2)

Sekil 3.9. Biyokiitle analizi
3.13. Etanol Analizi

Fermentasyon oOrneklerinde etanol iiretimini belirlemek amaciyla Thermo
Scientific UltiMate 3000 HPLC cihazi kullanilmistir. Analiz i¢in hazirlanan 6rnekler ultra
saf su ile 20 kat seyreltilmistir. Ardindan kat1 partikiillerinin uzaklastirilmasi i¢in filtreden
(Chromafil PET-45/25) gegirilmistir. Filtrelenmis 6rnekler siringa kullanilarak viallere
aktarilmistir. Bu analiz; 0,5 mL/dk akis hizinda gergeklestirilmis olup, 20 puL enjeksiyon
hacmi kullanilmistir. Mobil faz olarak 0,01 N H2SO4 kullanilmis ve analiz islemi 70°C
sicaklikta Transgenomic ICSep ORH-801 (Apple Valley, MN) kolonu {izerinde
yapilmistir (Germec vd. 2017).

Sekil 3.10. HPLC cihaz1
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3.14. PKD Materyalleri Kullanilarak Siirekli Etanol Fermentasyonu

Calkalamal1 inkiibatorde, test tiiplerinde en iyi plastik kompozit destek materyali
(PKD 2) belirlendikten sonra, 5 L’lik bir kap (1 L’lik ¢alisma hacmi) ile karistirilan bir
tank biyofilm reaktoriinde (Sartorius Biostad B Plus, Goettingen, Almanya) siirekli etanol
fermantasyonlar1 gergeklestirilmisitr. Biyofilm reaktorii i¢in, 4 adet PKD materyali (65
mm uzunluk ve 10,5 mm genislik), karistirict saftina 1zgara benzeri bir sekilde
baglanmistir. PKD'li reaktor kabi, deiyonize su ile doldurularak 60 dakika boyunca
121°C'de otoklavlanip oda sicakligina kadar sogutulmasinin ardindan, su bir peristaltik
pompa ile reaktorden disar1 pompalandi, ardindan 1 L taze sterilize zenginlestirilmis
glukoz igeren besiyeri steril biyofilm reaktor kabima aseptik olarak ilave edilmis (Bader
2017). Reaktor ortaminin berrakligina bakarak sterilite kontrolii amaciyla reaktor 30°C'de
24 saat boyunca bekletilmistir. Ardindan bu glukoz igeren besiyeri reaktdrden peristaltik
pompa araciliyla disartya cekilmis ve steril beyaz dut kurusu hidrolizati ortama
eklenmistir. Reaktore %1 oraninda (v/v, 10 mL) calkalamali inkiibatorde 30°C’de 24 saat
boyunca 150 rpm’de inkiibe edilen S. cerevisiae (ATCC 36858) 6n kiiltiiriinden inokiile
edilmistir. Biyofilm olusmasi amaciyla fermantasyon 30°C, 5.5 pH ve 150 rpm karistirma
hizinda yapilmistir (Turhan vd. 2010). pH kontrolii, otomatik olarak ilave edilen 2N
NaOH ve 4N HCL c¢ozeltisi ile yapilmistir. PKD2 materyalleri tizerinde biyofilmin
olusmasi igin 6 giin boyunca 5 kez transfer ile immobilizasyon yapilmistir. Biyofilm
olusmasi i¢in, reaktoriindeki besiyeri her 24 saatte bir yenilenmistir. Ayrica her 24 saatte
bir 6rnekler alinmustir. Alinan 6rneklerde seker, etanol ve biyokiitle analizleri yapilmistir
(Germec vd. 2015).

3.15. 3D Materyalleri Kullanilarak Siirekli Etanol Fermentasyonu

PKD materyalleri ile benzer bir sekilde, calkalmali inkiibatérde erlenmayerlerde
en iyi 3D materyali (Hex) belirlendikten sonra 5 L’lik bir kap (1 L’lik ¢alisma hacmi) ile
karigtirilan bir tank biyofilm reaktoriinde siirekli etanol fermantasyonlar1 yapilmistir.
Bunun i¢in, 30 adet 3D materyali (Hex) biyorektére koyulmus ve reaktér kabi, 1 L
deiyonize su ile doldurularak 15 dakika boyunca 121°C'de otoklavlanip oda sicakligina
kadar sogutulmasinin ardindan, su bir peristaltik pompa ile reaktérden disari
pompalanmis, ardindan 1 L steril ve zenginlestirilmis (20 g/L pepton, 3g/L KH2POg, 2
g/L (NH4)2S034) beyaz dut kurusu hidrolizat1 steril biyofilm reaktor kabina aseptik olarak
ilave edilmistir. Reaktore %1 oraninda (v/v, 10 mL) ¢alkalamali inkiibatérde 30°C’de 24
saat boyunca 150 rpm’de inkiibe edilen S. cerevisiae (ATCC 36858) 6n kiiltiiriinden
inokiile edilmistir. Biyofilm olusmasi amaciyla fermantasyon 30°C, 5.5 pH ve 150 rpm
karistirma hizinda yapilmistir (Turhan vd. 2010). Hex materyalleri {izerinde ve i¢inde
biyofilmin olugmasi i¢in 6 giin boyunca 5 kez transfer ile immobilizasyon yapilmaistir.
Biyofilm olugmasi i¢in, reaktdriindeki besiyeri her 24 saatte bir yenilenmistir. Ayrica her
24 saatte bir 6rnekler alinmistir. Alinan 6rneklerde seker, etanol ve biyokiitle analizleri
yapilmistir (Germec vd. 2015).

Biyofilm reaktoriinii siirekli sistemde g¢alistirmak igin Watson-Marlow 323E/D
modeli peristaltik pompa kullanilmistir, bu pompa hiz1 kontrol edilebilir 6zelliktedir.
Bununla birlikte, biyoreaktor iginde sabit bir s1vi seviyesi saglamak i¢in bir hasat pompasi
da kullanilmistir. Bu hasat pompanin ucu tam 1 L’nin {lizerinde durdugu i¢in calisma
hacmi 1 L olarak sabit kalmistir. Diliisyon oranlar1 0,06 ila 0,16/saat olarak belirtilmistir.
Diliisyon oranlarinin belirtilmesi i¢in ¢alkalamali inkiibatdrde 2 erlenmayerde paralel bir
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sekilde herhangi bir immobilizasyon olmadan beyaz dut kurusu hidrolizat1 ortaminda
fermentasyon gerceklestirilmistir ve mikroorganizmanin spesifik gelismesi dikkate
alinmustir.

Stirekli fermentasyonda mikroorganizmalarin logaritmik fazinda gerceklestirilir.
Bu fermentasyonda 6liim hiz1 sifir olarak dikkate alindigi i¢in diliisyon orani ve spesifik
gelisme hiz1 esit olmaktadir.

u=D=F/V (3.3)

(p: spesifik gelisme hiz1 (1/h); D: diliisyon orani (1/h); F: besleme hiz1 (mL/h); V:
hacim(mL)).

Diliisyon orani 0,06 (1/h) alindiginda;
0,06 (1/h) =F/1000 (mL), F=60 mL/h

Besleme hizi 60 mL/h olarak belirlendikten sonra pompa hizinin (rpm)
belirlenmesi i¢in 1 h i¢inde 60 mL hacmin bir meziirde doldurulmasi i¢in pompanin hizi
ayarlanmistir. Boylece diger tiim diliisyon oranlari i¢in pompa hiz1 ayarlanabilir.

Cizelge 3.4. Siirekli sistemin kosullar1

p=D (1/h) F (mL/h) V (mL) Pompa Hizi (rpm)
0,06 60 1440 1,6

0,08 80 1920 2,14

0,1 100 2400 2,67

0,12 120 2880 3,2

0,14 140 3360 3,73

0,16 160 3840 4,27

Hacim, besleme hiz1*24 olarak hesaplanmistir. Ciinkii besiyeri her 24 saatte bir
yenilenmistir.
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Sekil 3.11. Biyoreaktor cihazi

3.16. Kinetik Parametreler

Kinetik parametreler fermentasyonlarin kinetik metabolik dogasi hakkinda daha
fazla bilgi sahibi olmak i¢in hesaplanmistir (Germec vd. 2017). Hesaplamalar substrat (S)
ve triin (P) kullanilarak asagida bulunan denklemlerle yapilmistir:

Seker Tiiketimi (g/L): S=Smax-Smin (3.4)
Etanol Uretimi (g/L): P= Pmax-Pmin (3.5)
Biyokiitle Gelisimi (g/L): X=Xmax-Xmin (3.6)
Etanol Verimi (%): YP/S=(P/S)*100 (3.7)
Biyokiitle Verimi (%): YX/S=(X/S)*100 (3.8)
Seker Kullanim Orani (%) =(S/Smax)*100 (3.9)
Teorik Etanol Verimi (%) =((YP/S)/51,5)*100 (3.10)

Maksimum Tiiketim Orani (g/L/saat): Seker kurvesinin en dik kisminin egimi (3.12)
Maksimum Uretim Orani (g/L/saat): Etanol kurvesinin en dik kisminin egimi (3.12)
Maksimum Gelisim Orani (g/L/saat): Biyokiitle kurvesinin en dik egimi (3.13)
3.17. Istatistiksel Analiz

Besiyeri bilesim optimizasyonunun istatistiksel analizi i¢in State College, PA,
USA merkezli Minitab 17 istatistiksel yazilimi kullanilmigtir. Tiim parametre degerleri
iki tekerriiriin ortalamasi olarak hesaplanmis ve tablolarda degerler ortalama + standart
sapma olarak sunulmustur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Modifiye Ortamda Kontrol Fermentasyonun Yapilmasi

Kontrol fermentasyon 3 D veya PKD materyalleri eklenmeden modifiye ortamda
(45 g/L glukoz, 45 g/L fruktoz, 1 g/L sakkaroz) yapilmistir. Bu fermentasyonda herhangi
bir immobilizasyon islemi yapilmamistir ve sadece 48 saat boyunca 2 erlenmayerde
paralel bir sekilde fermentasyon gergeklestirilmistir.

Sekil 4.1. Etanol fermentasyonu; a)
fermentasyon Oncesi; b) fermentasyon

sonrasi
Kontrol Fermentasyon
E 60,0 1,6
5 14 ~
S 500 ' =
= 12
5 40,0 10 E
] U
> 30,0 08 5
" > &0
s 04 2
O ! 4
5 100 ) 0.2 a%
E 00 e 0,0
M quo, Q v ) TN RN IR
ol zaman (h)
%
SEKER (G/L) *—~ETANOL —&—BiYOKUTLE

Sekil 4.2. Kontrol fermentasyonunun etanol iiretimi, seker tiiketimi ve biyokiitle gelisimi
grafikleri

Sekil 4.2°de goriildiigi gibi, seker miktarinda 8 ila 24 saat arasinda ¢ok biiyiik bir
diislis gozlenmektedir. Biyokiitle gelisimi ise 8 ila 24 saat arasinda ¢ok yiiksek bir
miktarda artmaktadir. Etanol iiretimi egrisine bakildiginda ise 30. saatte en yliksek
degerine (18,097 g/L) ulasmaktadir. Seker tiikketimi ise 30. saatte en diisiik miktarina
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(4,411 g/L) inmekte ve biyokiitle gelisimi de 30. saatte en yiiksek degerine (1,507 g/L)
ulastig1 gozlenmektedir.

Cizelge 4.1. Kontrol fermentasyonunun kinetik parametreleri

Kinetik parametreler Kontrol fermentasyon
Seker Tiiketimi (g/L) 48,556
Etanol Uretimi (g/L) 15,112
Biyokiitle Gelisimi (g/L) 1,350
Verim (Yp/s) 31,123
Mak. Tiiketim Orani, (-ds/dt)max 2,367
Mak. Uretim Orant, (dp/dt)max 0,472
Mak. Gelisim Orani, (dx/dt)max 0,049
Spesifik Gelisme Hiz1 (1/saat) 0,056
Ikiye Katlanma Siiresi (td, saat) 12,422
Seker Tiiketim Orani (%) 91,673
Etanol Verimliligi (%) 29,573

Cizelge 4.1’e¢ bakildiginda kontrol fermentasyonunun etanol {iretimi degeri
15,112 g/L, seker tiiketim oran1 %91,673 ve biyokiitle gelisimi 1,350 g/L olarak
belirtilmistir.

4.2. Biyofilm ve 3D Materyalinin Se¢imi

Biyoreaktorde kullanilacak en iyi PKD ve en iyi 3D kiire materyalini segmek
amaciyla 4 ¢esit PKD diski (Cizelge 4.2) ve 4 ¢esit 3D kiire materyali (Cizelge 4.3)
karsilastirilmistir. Bu amagla S. cerevisiae (ATCC 36858) mayasi kullanilarak
calkalamal1 inkiibatérde 6 giin boyunca 5 transfer ile immobilizasyon gerceklestirilmis,
ardindan 2 giin boyunca fermentasyon yapilmistir. Fermentasyonun farkli saatlerinde
ornek alinarak seker, biyokiitle ve etanol analizleri yapilmistir. Cizelge 4.2 ve 4.3’te
goriildiigii gibi 4 ¢esit PKD materyalleri ve 4 ¢esit 3D kiire materyalleri etanol iiretimi
acisindan karsilastirilmistir.

Cizelge 4.2. PKD materyallerinin etanol iiretimi agisindan karsilagtirilmasi

PKD PKD1 PKD?2 PKD3 PKD4
Etanol 27,068 + 0,457 | 28,3375+ 0,764 | 22,865 + 0,52 | 26,429 + 1,199
iiretimi (g/L)
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Cizelge 4.3. 3D materyallerinin etanol iiretimi agisindan karsilagtiriimasi

3D kiire Hex Grid X W

Etanol 33,076 £ 0,192 | 32,549 +1,014 | 31,7225 +0,524 | 31,1295 +0,937
uretimi

(g/L)

Cizelge 4.2°de goriildiigii gibi PKD 2 materyali 28,3375+ 0,764 g/L etanol tiretimi
ile en 1y1 materyal olarak secilerek fermentasyon onunla devam edilmektedir.

Cizelge 4.3 te goriildiigii gibi Hex materyali 33,076 + 0,192 g/L etanol iiretimi ile
en iyi materyal olarak segilerek fermentasyon onunla devam edilmektedir. Ayrica
maksimum iiretim orani (g/L/saat) Hex, grid, X, W materyalleri i¢in sirasiyla 1,4214,
0,9946, 1,0115, 1,1248 olarak belirlenmistir. Hex materyalleri en yiiksek maksimum
iiretim orani degerine (1,4214 g/L/saat) sahiptir.

4.3. Modifiye Ortam Bilesiminin Optimizasyonu

Fermentasyonlarda kullanilacak olan beyaz dut kurusu ekstraksiyonunun
modifiye ortam (45 g/L glukoz, 45 g/L fruktoz, 1 g/L sakkaroz) igerigi, PBD metodu
kullanilarak optimize edilmistir. PBD metoduyla belirtilen 2x10 = 20 (paralelli)
fermentasyon; besiyeri optimizasyonu literatiirdeki degerler ve bulgulara gore
belirlenmistir. Sonuclar PBD metoduna gore belirlenen her bir fermentasyon i¢in ayr1 ayri
Cizelge 4.24’°te verilmistir.

7 giin boyunca calkalamal1 inkiibatorlerde izlenen iki paralel fermentasyonda,
PBD yontemiyle optimize edilmis her bir besiyeri formiilasyonu kullanilmistir.
Fermentasyon siiresince mikroorganizmanin seker tiiketimi, etanol iiretimi ve biyokiitle
gelisimi grafikleri asagida ayrintili olarak sunulmustur.

4.4. PBD ile Hex Materyalli Besiyeri Bilesiminin Optimizasyonu

Daha 6nce belirtildigi gibi PBD yontemi ile toplam 10 deneme belirlenmistir.
Bunun igin 6ncelikle modifiye ortam hazirlanmistir. Sonrasinda her denem igin gerekli
olan parametreler tartilip modifiye besiyerine ilave edilmistir. Ardindan her erlenmayere
dorder adet Hex materyalleri konulup lizerine 100 mL saf su ilave edilmistir. Hex
materyalleri ile birlikte hazirlanan modifiye besiyeri 121°C’de 15 dk boyunca otoklavda
sterilize edilmistir. Oda sicakligina kadar sogutulan 100 mL modifiye besiyerine steril
kosullarda dorder Hex materyalleri eklenmistir. Steril bir sekilde de %1 S. cerevisiae
mayas1 inokiilasyonu yapilmigtir. Ertesi giin yani immobilizasyonun 1. Giiniinde
besiyerinin %901 bosaltilmistir. Diger 5 gilinde ise besiyerinin hepsi bosaltilip yeni
besiyeri eklenmistir. Boylece toplam 6 giin immobilizasyon yapilmistir.
Immobilizasyondan sonra 48 saat boyunca fermentasyon gergeklestirilmistir.
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Cizelge 4.4. PB 1 numarali besiyeri bilesimi (3D materyalleri i¢in)

Deneme eli\: ; Zlitl Pepton | (NH4)2SO4 | MgS0.4.7H,0 | KH2PO4 | FeSO4.7H,0 | CaCl,.2H,0
Numarasi (/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (a/L) (o/L)
1 0,50 20 2 2,0 3,00 0,100 0,30

Karbon kaynagi olarak 45 g/L glukoz, 45 g/L fruktoz ve 1 g/L sakkaroz kullanilmistir.

= 70,0 20
2 25 =
5 60,0 £
S 500 20 &
e 400 15 o
£ %00 10 =2
£ 200 2
: m
3 100 0.5
5 0,0 0,0
o Q a ™ oS N AN )
oS zaman (h)
“O‘D
SEKER ETANOL —o—BiYOKUTLE

Sekil 4.3. PB 1 numarali besiyeri bilesimine ait seker tliketimi, etanol iiretimi ve
biyokiitle gelisimi grafigi (3D materyalleri i¢in)

Cizelge 4.5. PB 1 numaral1 besiyeri bilesimine ait kinetik parametreler

Kinetik parametreler PB1
Seker Tiiketimi (g/L) 72,071
Etanol Uretimi (g/L) 35,630
Biyokiitle Gelisimi (g/L) 2,752
Verim (Ypss, %) 49,437
Mak. Tiiketim Orani, (-dS/dt)max 18,100
Mak. Uretim Orani, (dp/dt)max 4,018
Mak. Gelisim Orani, (dx/dt)max 0,085
Spesifik Gelisme Hiz1 (1/saat) 0,052
Ikiye Katlanma Siiresi (tq, saat) 13,384
Seker Tiiketim Orani (%) 90,541
Etanol Verimliligi (%) 69,726
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1 numarali besiyerinde etanol iiretimi 35,630 g/L, seker tiiketimi 72,071 g/L,
biyokiitle gelisimi 2,752 g/L. ve verim %49,437 olarak tespit edilmistir. Ayrica Sekil
4.3°te goriildiigii gibi etanol tiretimi 24. saatte 35,630 g/L degerine ulasarak maksimum
seviyeye ulasmaktadir.

Cizelge 4.6. PB 2 numarali besiyeri bilesimi (3D materyalleri i¢in)

Deneme li\ﬂfyit Pepton | (NH4)2S04 | MgSO4.7H20 | KH.PO, | FeS04.7Hz0 | CaCly.2H,0
Numarast | © (Z/rﬁ) " oL (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
2 5,00 20 2 0,2 3,00 0,010 3,00
) 100,0 PB2 3,0
E 900 ~
- 70,0 —
5—4 . 2,0
% 600 £
o J 500 15 g
22 400 g
s 30,0 1,0 2
5 200 05 &
S 100 ToA
5 0,0 0,0
Q%\o, Q o % T P RS
@%c}q’ zaman (h)
SEKER ETANOL == BiYOKUTLE

Sekil 4.4. PB 2 numarali besiyeri bilesimine ait seker tiiketimi, etanol iiretimi ve
biyokiitle gelisimi grafigi (3D materyalleri i¢in)
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Cizelge 4.7. PB 2 numarali besiyeri bilesimine ait kinetik parametreler (3D materyalleri

igin)
Kinetik parametreler PB2
Seker Tiiketimi (g/L) 79,809
Etanol Uretimi (g/L) 39,063
Biyokiitle Gelisimi (g/L) 2,480
Verim (Yp/s, %) 48,946
Mak. Tiiketim Orani, (-ds/dt)max 7,959
Mak. Uretim Orani, (dp/dt)max 7,287
Mak. Gelisim Orani, (dx/dt)max 0,287
Spesifik Gelisme Hizi (1/saat) 0,189
Ikiye Katlanma Siiresi (tg, Saat) 3,674
Seker Tiiketim Orani (%) 92,330
Etanol Verimliligi (%) 76,444

2 numarali besiyerinde etanol iiretimi 39,063 g/L, seker tiiketimi 79,809 g/L,
biyokiitle gelisimi 2,480 g/L ve verim %48,946 olarak tespit edilmistir. Ayrica Cizelge
4.7°de goriildiigi gibi sekerin yaklasik hepsinin tiikketimi (%92,330) sonucunda etanol
iiretimi 30. saatte 40,0325 g/L degerine ulasarak maksimum seviyeye ulagmaktadir.

Cizelge 4.8. PB 3numarali besiyeri bilesimi (3D materyalleri igin)

Maya

Deneme ckstrakti Pepton | (NH4)2SO4 | MgS04.7H,0 | KH2PO4 | FeS0O4.7H,0 | CaCl,.2H,0
Numarasi (/L) (/L) (o/L) (o/L) (o/L) (o/L)
3 2,75 11 1,1 1,75 0,055 1,65
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Sekil 4.5. PB 3 numarali besiyeri bilesimine ait seker tiiketimi, etanol iiretimi ve
biyokiitle gelisimi grafigi (3D materyalleri i¢in)

Cizelge 4.9. PB 3 numarali besiyeri bilesimine ait kinetik parametreler (3D materyalleri
i¢in)

Kinetik parametreler PB3
Seker Tiiketimi (g/L) 76,975
Etanol Uretimi (g/L) 38,070
Biyokiitle Gelisimi (g/L) 3,173
Verim (Yp/s, %) 49,457
Mak. Tiiketim Orani, (-ds/dt)max 9,782
Mak. Uretim Orant, (dp/dt)max 4,955
Mak. Gelisim Orani, (dx/dt)max 0,435
Spesifik Gelisme Hiz1 (1/saat) 0,246
Ikiye Katlanma Siiresi (tq, Saat) 2,818
Seker Tiiketim Orani (%) 96,410
Etanol Verimliligi (%) 74,500

3 numarali besiyerinde etanol tretimi 38,070 g/L, seker tiiketimi 76,975 g/L,
biyokiitle gelisimi 3,173 g/L ve verim %49,457 olarak tespit edilmistir. Ayrica Cizelge
4.9°da goriildiigii gibi sekerin yaklasik hepsinin tiiketimi (%96,410) sonucunda etanol
iretimi 8. saatte 40,8075 g/L degerine ulasarak maksimum seviyeye ulasmaktadir.
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Cizelge 4.10. PB 4 numarali besiyeri bilesimi (3D materyalleri igin)

Deneme ILVI taylzt Pepton | (NH4)2SO4 | MgS04.7H,0 | KH,PO4 | FeSO4.7H,0 | CaCl,.2H,0
Numarast | © (Sg/rf_‘) " @b (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
4 5,00 2 2 2,0 0,50 0,100 3,00
. 90,0 PB4 0,5
£ 800 05 _
2700 0.4 5
5 04 —
g 60,0 =
B 03 -2
o 350,0 Z
> S 0,3 A
= 240,0
E 02 =
s 300 02 I
= 200 0.1 b%
g 100 0.1
=00 0,0
Q%\Q Q 3 % SN SN &

3P zaman (h)

Q0

® SEKER ETANOL —o—BiYOKUTLE

Sekil 4.6. PB 4 numarali besiyeri bilesimine ait seker tiiketimi, etanol iiretimi ve biyokiitle
gelisimi grafigi (3D materyalleri igin)

Cizelge 4.11. PB 4 numarali1 besiyeri bilesimine ait kinetik parametreler (3D materyalleri
igin)

Kinetik parametreler PB4
Seker Tiiketimi (g/L) 55,456
Etanol Uretimi (g/L) 21,554
Biyokiitle Gelisimi (g/L) 0,324
Verim (Yp/s, %) 38,866
Mak. Tiiketim Orani, (-ds/dt)max 2,092
Mak. Uretim Orani, (dp/dt)max 0,319
Mak. Gelisim Orani, (dx/dt)max 0,024
Spesifik Gelisme Hiz1 (1/saat) 0,062
Ikiye Katlanma Siiresi (tq, saat) 11,093
Seker Tiiketim Orani (%) 67,952
Etanol Verimliligi (%) 42,179
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4 numaral1 besiyerinde etanol tiretimi 21,554 g/L, seker tiiketimi 55,456 g/L,
biyokiitle gelisimi 0,324 g/L ve verim %38,866 olarak tespit edilmistir. Ayrica Sekil
4.6’da gorildiigii gibi sekerin %67,952 tiiketimi sonucunda etanol liretimi 48. saatte
21,554 g/L degerine ulagarak maksimum seviyeye ulasmaktadir.

Cizelge 4.12. PB 5 numaral1 besiyeri bilesimi (3D materyalleri i¢in)

Deneme eli\:;ﬁn Pepton | (NH2)2S04 | MgSO4.7Hz0 | KH2PO, | FeSO4.7Hz0 | CaCl,.2H,0
Numarasi (/L) (/L) (/L) (/L) (/L) (go/L) (/L)
5 0,50 20 6 2,0 0,50 0,010 3,00

g 90,0 PB5 3,5
= 80,0 30 O
= 70,0 )e 39
5 60,0 ® g
4 =
S 50,0 20 %
25,400 15
= 20,0 o
= ' 05 &
é 10,0 oM
5 0,0 0,0

Q%\c», Q o % ST N

%@\,‘z’ zaman (h)
SEKER ETANOL =& BiYOKUTLE

Sekil 4.7. PB 5 numarali besiyeri bilesimine ait seker tliketimi, etanol iiretimi ve
biyokiitle gelisimi grafigi (3D materyalleri igin)
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Cizelge 4.13. PB 5 numaral1 besiyeri bilesimine ait kinetik parametreler (3D materyalleri

igin)
Kinetik parametreler PB5
Seker Tiiketimi (g/L) 76,542
Etanol Uretimi (g/L) 33,695
Biyokiitle Gelisimi (g/L) 2,853
Verim (Yp/s, %) 44,021
Mak. Tiiketim Orani, (-ds/dt)max 16,380
Mak. Uretim Orant, (dp/dt)max 5,942
Mak. Gelisim Orani, (dx/dt)max 0,310
Spesifik Gelisme Hizi (1/saat) 0,217
Ikiye Katlanma Siiresi (tg, Saat) 3,194
Seker Tiiketim Orani (%) 93,684
Etanol Verimliligi (%) 65,938

5 numarali besiyerinde etanol tretimi 33,695 g/L, seker tiikketimi 76,542 g/L,
biyokiitle gelisimi 2,853 g/L ve verim %44,021 olarak tespit edilmistir. Ayrica Sekil
4.7°de goriildiigii gibi sekerin yaklasik hepsinin tiikketimi (%93,684) sonucunda etanol
iretimi 30. saatte 34,621 g/L degerine ulasarak maksimum seviyeye ulasmaktadir.

Cizelge 4.14. PB 6 numarali besiyeri bilesimi (3D materyalleri i¢in)

Deneme ell(\:tizlllitl Pepton | (NH4)2S04 | MgSO4.7H,0 | KH2PO, | FeSO4.7H,0 | CaCl,.2H,0
Numarast | 2" QL) | (gL (g/L) (g/L) (g/L) (/L)
6 2,75 11 4 11 1,75 0,055 1,65
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Sekil 4.8. PB 6 numarali besiyeri bilesimine ait seker tiiketimi, etanol {iretimi ve
biyokiitle gelisimi grafigi (3D materyalleri i¢in)

Cizelge 4.15. PB 6 numarali besiyeri bilesimine ait kinetik parametreler (3D materyalleri
igin)

Kinetik parametreler PB6
Seker Tiiketimi (g/L) 73,301
Etanol Uretimi (g/L) 33,255
Biyokiitle Gelisimi (g/L) 2,899
Verim (Ypss, %) 45,367
Mak. Tiiketim Orani, (-ds/dt)max 9,327
Mak. Uretim Orant, (dp/dt)max 7,360
Mak. Gelisim Orant, (dx/dt)max 0,069
Spesifik Gelisme Hiz1 (1/saat) 0,034
Ikiye Katlanma Siiresi (tg, saat) 20,492
Seker Tiiketim Orani (%) 95,803
Etanol Verimliligi (%) 65,077

6 numarali besiyerinde etanol iretimi 33,255 g/L, seker tiiketimi 73,301 g/L,
biyokiitle gelisimi 2,899 g/L ve verim %45,367 olarak tespit edilmistir. Ayrica Cizelge
4.15’te goriildiigii gibi sekerin yaklasik hepsinin tiiketimi (%95,803) sonucunda etanol
iretimi 24. saatte 41,210 g/L degerine ulasarak maksimum seviyeye ulasmaktadir.
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Cizelge 4.16. PB 7 numarali besiyeri bilesimi (3D materyalleri i¢in)

Deneme ILVI taylzt Pepton | (NH4)2SO4 | MgS04.7H,0 | KH2PO4 | FeSO4.7H,0 | CaCl,.2H,0

Numarast | © (Z/rf_‘) "l (g (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
7 5,00 20 6 0,2 0,50 0,100 0,30

§ 90,0 PB7 3,5
B 700 o5 2
5 60,0 ® g
A g
%500 20 =
(&)
.°>’ E, 40,0 15 =
g 30,0 o E
5 200 S
S 100 05 m

s 00 0,0

@0& Q Vv X % Ne AN NS
Q)Q’G}‘b zaman (h)
SEKER ETANOL —o=BiYOKUTLE

Sekil 4.9. PB 7 numarali besiyeri bilesimine ait seker tliketimi, etanol iiretimi ve
biyokiitle gelisimi grafigi (3D materyalleri i¢in)

Cizelge 4.17. PB 7 numarali besiyeri bilesimine ait kinetik parametreler (3D materyalleri
igin)

Kinetik parametreler PB7
Seker Tiiketimi (g/L) 81,563
Etanol Uretimi (g/L) 32,888
Biyokiitle Gelisimi (g/L) 3,116
Verim (Yp/s, %) 40,321
Mak. Tiiketim Orani, (-ds/dt)max 10,853
Mak. Uretim Orani, (dp/dt)max 4,035
Mak. Gelisim Orani, (dx/dt)max 0,441
Spesifik Gelisme Hiz1 (1/saat) 0,264
Ikiye Katlanma Siiresi (tq, saat) 2,622
Seker Tiiketim Orani (%) 96,263
Etanol Verimliligi (%) 64,359
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7 numarali besiyerinde etanol {iretimi 32,888 g/L, seker tiiketimi 81,563 g/L,
biyokiitle gelisimi 3,116 g/L ve verim %40,321 olarak tespit edilmistir. Ayrica Cizelge
4.17°de goriildiigi gibi sekerin yaklasik hepsinin tiikketimi (%96,263) sonucunda etanol
iretimi 24. saatte 41,656 g/L degerine ulagsarak maksimum seviyeye ulasmaktadir.

Cizelge 4.18. PB 8 numaral1 besiyeri bilesimi (3D materyalleri igin)

Deneme 11\";3’13“ Pepton | (NH4)2SO04 | MgSO4.7H20 | KHzPO4 | FeSO4.7H,0 | CaCl,.2H,0
Numarast | © (Z /E) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)

8 5,00 2 6 2,0 3,00 0,010 0,30
900 PBS 16
£ 800 14
] ~
% 70,0 1,2 éﬁ
g 60,0 10 =
3 50,0 £

~ 08 =
o 40,0 S
— = 0,6 S0
£ 300 0
= 04 =
k= 20,0 k>
= 100 02 &
2 0
5 0,0 0,0

Q%\o, Q 2y % ST O
@%o}q’ zaman (h)
SEKER ETANOL == BiYOKUTLE

Sekil 4.10. PB 8 numarali besiyeri bilesimine ait seker tiiketimi, etanol liretimi ve
biyokiitle gelisimi grafigi (3D materyalleri igin)
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Cizelge 4.19. PB 8 numaral1 besiyeri bilesimine ait kinetik parametreler (3D materyalleri

igin)
Kinetik parametreler PB8
Seker Tiiketimi (g/L) 76,240
Etanol Uretimi (g/L) 37,051
Biyokiitle Gelisimi (g/L) 1,336
Verim (Yp/s, %) 48,597
Mak. Tiiketim Orant, (-dS/dt)max 12,585
Mak. Uretim Orani, (dp/dt)max 7,261
Mak. Gelisim Orani, (dx/dt)max 0,119
Spesifik Gelisme Hizi (1/saat) 0,135
Ikiye Katlanma Siiresi (tg, Saat) 5,123
Seker Tiiketim Orani (%) 94,555
Etanol Verimliligi (%) 72,506

8 numarali besiyerinde etanol tretimi 37,051 g/L, seker tiiketimi 76,240 g/L,
biyokiitle gelisimi 1,336 g/L ve verim %48,597 olarak tespit edilmistir. Ayrica Cizelge
4.19’da goriildiigii gibi sekerin yaklasik hepsinin tiiketimi (%94,555) sonucunda etanol
iiretimi 24. saatte 43,1025 g/L degerine ulasarak maksimum seviyeye ulagmaktadir.

Cizelge 4.20. PB 9 numarali besiyeri bilesimi (3D materyalleri i¢in)

Deneme el?gtarzl/litl Pepton | (NH4)2S04 | MgSO4.7H;0 | KH.PO,4 | FeS04s.7H,0 | CaCl,.2H,0
Numarast| - “0 QL) | (glL) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
9 0,50 2 6 0,2 3,00 0,100 3,00
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g 90,0 PB9 0,6
= 80,0
15} ' 0,5 ~
= 700 3
5 60,0 04 2
% 50,0 Z
2 5,40,0 03 7%
£ 300 02 =
2 20,0 01 e
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s 00 0,0
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Sekil 4.11. PB 9 numarali besiyeri bilesimine ait seker tiiketimi, etanol {iretimi ve
biyokiitle gelisimi grafigi (3D materyalleri i¢in)

Cizelge 4.21. PB 9 numaral1 besiyeri bilesimine ait kinetik parametreler (3D materyalleri
i¢in)

Kinetik parametreler PB9
Seker Tiiketimi (g/L) 76,435
Etanol Uretimi (g/L) 37,875
Biyokiitle Gelisimi (g/L) 0,339
Verim (Ypss, %) 49,551
Mak. Tiiketim Orani, (-ds/dt)max 5,875
Mak. Uretim Orant, (dp/dt)max 1,238
Mak. Gelisim Orant, (dx/dt)max 0,062
Spesifik Gelisme Hiz1 (1/saat) 0,176
Ikiye Katlanma Siiresi (tg, saat) 3,937
Seker Tiiketim Orani (%) 93,487
Etanol Verimliligi (%) 74,118

9 numarali besiyerinde etanol iiretimi 37,875 g/L, seker tiiketimi 76,435 g/L,
biyokiitle gelisimi 0,339 g/L ve verim %49,551 olarak tespit edilmistir. Ayrica Cizelge
4.21°de goriildigii gibi sekerin yaklasik hepsinin tiiketimi (%93,487) sonucunda etanol
iretimi 30. saatte 40,8235 g/L degerine ulagarak maksimum seviyeye ulagmaktadir.
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Cizelge 4.22. PB 10 numarali besiyeri bilesimi (3D materyalleri i¢in)

Deneme eli\: ;ZEU Pepton | (NH4)2SO4 | MgS04.7H20 | KH,PO4 | FeSO4.7H.0 | CaClz.2H,0
Numarast (/L) (/L) (/L) (/L) (/L) (g/L) (g/L)

10 0,50 2 2 0,2 0,50 0,010 0,30

100,0 PB10 06  _

g 90,0 %0
£ 800 05 =
z 700 04 £
5 60,0 ' =
3 500 03 o
o< 40,0 o=
>\ 1
=2 300 02 <
5 20,0 01 A
B 10,0

% 0,0 0,0
ia B 0 2 4 8 24 30 48

zaman (h)
SEKER ETANOL —o—BiYOKUTLE

Sekil 4.12. PB 10 numarali besiyeri bilesimine ait seker tiiketimi, etanol liretimi ve
biyokiitle gelisimi grafigi (3D materyalleri i¢in)

Cizelge 4.23. PB 10 numarali besiyeri bilesimine ait kinetik parametreler (3D

materyalleri i¢in)

Kinetik parametreler PB10
Seker Tiiketimi (g/L) 88,146
Etanol Uretimi (g/L) 43,505
Biyokiitle Gelisimi (g/L) 0,370
Verim (Ypss, %) 49,355
Mak. Tiiketim Orani, (-dS/dt)max 7,709
Mak. Uretim Orani, (dp/dt)max 1,031
Mak. Gelisim Orani, (dx/dt)max 0,073
Spesifik Gelisme Hizi (1/saat) 0,232
Ikiye Katlanma Siiresi (tq, Saat) 2,985
Seker Tiiketim Orani (%) 98,048
Etanol Verimliligi (%) 85,136
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10 numarali besiyerinde etanol tiretimi 43,505 g/L, seker tiikketimi 88,146 g/L,
biyokiitle gelisimi 0,370 g/L ve verim %49,355 olarak tespit edilmistir. Ayrica Cizelge
4.23’te goriildiigh gibi sekerin yaklasik hepsinin tiikketimi (% 98,048) sonucunda etanol
iretimi 48. saatte 45,912 g/L degerine ulagarak maksimum seviyeye ulasmaktadir.
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Cizelge 4.24. PBD fermentasyon denemeleri kinetik parametreleri (3D materyalleri i¢in)

Kinetik parametreler PB1 PB2 PB3 PB4 PB5 PB6 PB7 PB8 PB9 PB10
Seker Tiiketimi (g/L) 72,071 79,809 |[76,975 |55,456 |76,542 (76,542 |81,563 |76,240 |76,435 |88,146
Etanol Uretimi (g/L) 35,630 39,063 |38,070 |21,554 (33,695 |33,695 |32,888 (37,051 |[37,875 |43,505
Biyokiitle Geligimi (g/L) 2,752 2,480 |[3,173 |0,324 2,853 [2,853 |3,116 1,336 (0,339 |0,370
Verim (Ypl/s, %) 49,437 48,946 49,457 38,866 |44,021 |44,021 (40,321 |48,597 |49,551 [49,355

Mak. Tiiketim Orant, (-dS/dt)max 18,100 7,959 19,782 [2,092 (16,380 (16,380 |10,853 |12,585 (5,875 [7,709
Mak. Uretim Orant, (dp/dt)max 4,018 7,287 14,955 |0,319 (5,942 (5942 4,035 |7,261 [1,238 (1,031
Mak. Gelisim Orant, (dx/dt)max 0,085 0,287 0,435 0,024 0,310 |0,310 (0,441 |0,119 |0,062 0,073
Spesifik Gelisme Hiz1 (1/saat) 0,052 0,189 0,246 (0,062 0,217 |0,217 |0,264 0,135 |0,176 |0,232
Ikiye Katlanma Siiresi (tg, Saat) 13,384 3,674 12,818 (11,093 |3,194 |3,194 2,622 |5123 3,937 2,985
Seker Tiiketim Orani (%) 90,541 92,330 196,410 (67,952 93,684 |93,684 |96,263 |94,555 |93,487 |98,048
Etanol Verimliligi (%) 69,726 76,444 174,500 |42,179 |65,938 (65,938 |64,359 (72,506 |74,118 (85,136

Cizelge 4.24 veriler 1s181inda; maksimum etanol iiretimi (43,505 g/L) 10 numarali fermentasyonda goriiliirken minimum
etanol iretimi (21,554 g/L) ve minimum verim (%38,866) 4 numarali fermentasyonda gézlenmistir. Ayrica 10 numarali fermentasyonda
seker tiiketim oran1 %98,048 degeri ile en yiliksekken, seker tiiketim orani %67,952 degeri ile 4 numarali fermentasyonda en diisiik
olmaktadir.
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4.5. PBD ile Etkili Parametrelerin Belirlenmesi (3D materyalleri i¢in)

Analiz sonuglari, Minitab Istatistiksel Yazilimi kullanilarak degerlendirilmis olup
ve "Full Quadratic* Plackett-Burman yontemi uygulanmistir. Modelde 7 degisken
kullanilmigtir. Bunlar: Maya ekstrakti, Pepton, (NH4)2SOs4, MgSO4.7H20, KH2POs4,
FeSO4.7H20 ve CaCl2.2H20 degiskenler olarak belirlenmistir. Cizelge 4.25’te etanol
tiretimi i¢in kullanilan besiyeri bilesiminin istatistiksel etkileri ve katsayilar1 yer
almaktadir.

Cizelge 4.25. Etanol iiretimi i¢in tahmini etkiler ve katsayilar

Terim Etki Katsay1 SH kat. T P

Sabit 37,916 0,1005 377,28 0,002
Maya ekstrakti -2,661 -1,330 0,1005 -13,24 0,048
Pepton 0,137 0,068 0,1005 0,68 0,619
(NH4)2S04 4,269 2,134 0,1005 21,24 0,030
MgS0s4.7H20 -8,379 -4,190 0,1005 -41,69 0,015
KH2PO4 3,961 1,981 0,1005 19,71 0,032
FeS04.7H20 -6,001 -3,001 0,1005 -29,86 0,021
CaCl,.2H20 -7,318 -3,659 0,1005 -36,41 0,017
Ct Pt 3,092 0,2247 13,76 0,046

SH kat.: Standart hata katsayilari; Ct: Kontrol toplam1; Pt: Proses toplami; R% 0,99734,
P: Olasilik; *P<0,05

S. cerevisiae (ATCC 36858) mayasi ile gergeklestirilen fermentasyonlarda etanol
iiretimine ait modelin R? degeri 0,99734 olarak belirlenmistir. Buna gére etanol iiretimi
icin elde edilen model, fermentasyon sonuglarinin %99,734’siinii  basariyla
aciklamaktadir (Cizelge 4.25). P (Probability; Olasilik) degeri istatistiksel analizlerde
hipotez testlerinin sonuglarini yorumlamak i¢in kullanilmaktadir. P degeri istatistiksel
anlamliligin varhigi hakkinda bilgi verir (Kul 2014; Ilgin 2017). Bununla birlikte PB
tasarimi ve her bir terimin varyans analizi incelenmis, S. cerevisiae (ATCC 36858)
mayast ile yapilan fermentasyonlarin etanol iiretim oranlari (g/L) i¢in sonuglarin
regresyon katsayilar1 ve varyans analizi Cizelge 4.26°da belirtilmistir.
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Cizelge 4.26. Etanol iiretiminin varyans analizi

Kaynak SD Sirall Diizeltilmis | Diizeltilmis | F P
kareler kareler kareler
toplami toplami ortalamast
Ana etkiler 7 401,571 401,571 57,3673 709,97 | 0,029
Egrilik 1 15,298 15,298 15,2980 189,33 | 0,046
Kalint1 hata 1 0,081 0,081 0,0808
Saf hata 1 0,081 0,081 0,0808
Toplam hata | 9 416,950

SD: Serbestlik derecesi

Cizelge 4.26’ya gore; etanol iiretimi icin PB tasarim metoduna gére modelin
istatistiksel olarak anlamli oldugu (P<0,05) ve varyans analizi sonu¢larina gére modelin
onemli ve uyumlu oldugu goriilmektedir. Tarama tasarimlarinin ana amaci, cevabi
etkileyen Kilit faktorleri belirtmektir. Bu faktorlerin belirlenmesin igin yardimci olan
etkilerin normal grafigi Sekil 4.13’te verilmistir.

MNormal Skor

Standartlastirilmis Etkilerin Normal Grafigi, Etanol Cevab; o= 0,05

05—

00—

0.5 —

o (NH.):S50,
EH:FO,
[ )
» Pepton
)
* Maya |
|
. Fe80,7TH.0 dotrakn |
|
« CaCl: 2H:0 |
I
)
Mg50,. TH.0 |
[ [
-40 =30 -20 -10 ] 10 20
Standart etkiler

Sekil 4.13. Etkilerin normal grafigi (PBD)

Etkilerin normal grafigine bakildiginda, ¢izgiden uzak noktalar, genellikle 6nemli
olan etkileri isaret eder.

Sekil 4.13’te (NH4)2SOs (p=0,030<0,05; katsayisi: 2,134 (+)) ve KH2PO4
(p=0,032<0,05; katsayist: 1,981 (+)) degiskenlerinin standart etkisi sifirdan biiyiiktiir ve
etanol iiretimini olumlu yonde etkiler ve pozitif etkisi vardir. Peptonun da etanol iiretim
iizerine pozitif etkisi vardir. Diger degiskenlerin etanol liretimi iizerine etkisi ise negatif

oldugu gozlenmistir.
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Pareto grafigi (Sekil 4.14), standart etkilerin mutlak degerlerini en biiyiikten en
kiigiige dogru gosterir. Ayrica bu grafik, etkilerin biiylikliigiinii ve 6nemini belirlemek
icin de kullanilir ve etanol iretimi tizerinde istatistiksel olarak anlamli olan etkileri
belirleyen bir referans ¢izgisini de igerir.

Standartlastirilmig Etkilerin Pareto Grafigi, Etanol Cevabi; o= 0,05

M:ESOJ.TH_'D . ‘

CaCl.2H.O ‘

Fe30,TH:0 —

(NEL):504

EH.PO,

Maya ekstrakh

Pepton —

0 10 20 30 40

Standart etliler

Sekil 4.14. Pareto grafigi

Pareto grafiginde, referans ¢izgisini gecen ¢ubuklar istatistiksel olarak onemli
olan faktorleri isaret eder. Sekil 4.14°teki grafikte, referans ¢izgisini gegmeyen pepton
hari¢ diger degiskenler istatistiksel olarak onemlidir. Bu degiskenler, p=0,05 diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli ve oOnemlidir. Bu o6nemli degiskenler arasinda sadece
(NH4)2SO4 (katsayist: 2,134 (+)) ve KH2PO4 (katsayisi: 1,981 (+)) degiskenlerinin
katsayilar1 pozitif olmaktadir. MgSO4.7H20 (p: 0,015<0,05; katsayisi: (-4,190) degiskeni
sekilde de goriildiigli gibi istatistiksel olarak en biiyiik dneme sahiptir ancak katsayisi
negatif oldugu i¢in etanol liretimini negatif yonde etkilemektedir.

Sonug olarak; Cizelge 4.24 veriler 1s18inda 10 numarali besiyeri bilesimi en
yiksek etanol tiiretimi degerine (43,505 g/L) sahiptir. 2. ve 3. denemelerdeki
fermentasyonlar 39,063 g/L ve 38,070 g/L etanol iiretimi sonuglariyla 10 numarali
denemeyi izlemistir. PBD metoduna gore 7 degiskenin (Maya ekstrakti, Pepton,
(NH4)2S04, MgS04.7H20, KH2POs, FeS04.7H20 ve CaCl2.2H20 degiskenler)
maksimum etanol iretimi etkisi arasgtinlmistir. PBD sonuglarina gore; S. cerevisiae
(ATCC 36858) mayast kullanilarak etanol iiretimi i¢in onemli ve pozitif etkenlerin
KH2PO4 ve (NH4)2SO4 oldugunu ayrica peptonun katsayisi pozitif oldugu i¢in etanol
iiretimi iizerine pozitif etkisinin var oldugunu gostermistir. Diger degiskenlerin ise etanol
iretimi iizerine negatif etki gdsterildigi belirtilmektedir. Bu bilgiler 1s181nda bu agamadan
sonraki gerceklestirilen tiim fermentasyon denemelerinde; besiyeri bilesiminde 7
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degisken arasinda yalnizca KH2POs, (NH4)2SO4 ve pepton kullanilmistir. Bir sonraki
adimda bu 3 degisken kullanilarak dogrulama denemesi gerceklestirilmistir.

4.6. PBD Besiyeri Optimizasyonunun Validasyonu (Hex materyalleri i¢in)

PBD besiyeri optimizasyonunun validasyonu i¢in, Minitab 17 istatistiksel
yazilimi kullanilarak degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak Hex materyalleri kullanilarak
optimum etanol iiretimi i¢in optimum dogrulama fermentasyon kosullart; 20 g/L pepton,
2 g/L (NH4)2SOg4 ve 3 g/L KH2PO4 belirlenmistir (Cizelge 4.27).

Cizelge 4.27. PBD yontemi ile optimum etanol iiretimi kosullari

Parametre Optimum (g/L)
Pepton (g/L) 20

(NHa4)2SO4 (g/L) 2

KH2PO4 (g/L) 3

Etanol Uretimi (g/L) 32,9695

4.7. Dogrulama Fermentasyonu (Hex materyalleri icin)

Modifiye ortamda optimum kosullarda (20 g/L pepton, 2 g/L. (NH4)2SOasve 3 g/L
KH2PO4) Dogrulma fermentasyonu ¢alkalamali inkiibatérde 2 erlenmayerde paralel bir
sekilde yapilmistir. Her erlenmayerde (100 mL c¢alisma hacmi) 4 adet Hex materyali
immobilizasyon i¢in bulunmaktadir. Daha 6nce anlatildig1 gibi 6 giin boyunca 5 transfer
ile immobilizasyon ardindan 2 giin dogrulama fermentasyonu gergeklestirirmistir. Hex
materyalleri kullanilarak modifiye ortamda gergeklestirilen dogrulama fermentasyonuna
ait kinetik parametreler belirtilmistir (Cizelge 4.28).
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Cizelge 4.28. Modifiye ortamda Hex materyalleri kullanilmasi ile dogrulama

fermentasyonu

Kinetik parametreler I\/quifiye ortamda Hex materyalleri kullanilarak

dogrulama fermentasyonu

Seker Tiiketimi (g/L) 80,389

Etanol Uretimi (g/L) 27,882

Biyokiitle Gelisimi (g/L) 0,477

Verim (Yps, %) 34,683

Mak. Tiiketim Orani, (-ds/dt)max 1,702

Mak. Uretim Orani, (dp/dt)max 0,486

Mak. Gelisim Orani, (dx/dt)max 0,045

Spesifik Gelisme Hiz1 (1/saat) 0,083

Ikiye Katlanma Siiresi (tg, Saat) 8,354

Seker Tiiketim Orani (%) 90,826

Etanol Verimliligi (%) 54,563

Cizelge 4.28’e gore,

sekerin  %90,826’sinin  tiiketildigi  fermentasyon

denemelerinde etanol tretimi 27,882 g/ bulunmus, verim ise %34,683 olarak

belirlenmistir.
, 90,0 Dogrulama fermentasyonu 0,8
*% 80,0 0,7 _
z 700 06 o
?_ a0
25 400 04 g,
§ 30,0 03 %
S 200 02 ¢
g 100 01 =
&3 0,0 0,0
\(Z;;\@Q N k z:man (I:§ > > o
F SEKER ETANOL —e—BiYOKUTLE

Sekil 4.15. Modifiye ortamda Hex materyalleri kullanilarak dogrulama fermentasyonu

Sekil 4.15’te gortildiigii gibi maksimum etanol tiretimi 29,121 g/L degeri ile 48.
saatte olurken, sekerin en diisiik miktar1 (8,120 g/L) da 48. saatte olmaktadir. Biyokiitle
gelisimi de 48. saatte maksimum seviyesine ulagmaktadir.
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4.8. PBD ile PKD2 Materyalli Besiyeri Bilesiminin Optimizasyonu

Hex materyalleri ile uygulanan besiyeri bilesimi optimizasyonu ayni sekilde PKD
2 materyalleri ile de yapilmistir. Sonuglar asagida yazilmstir.

Cizelge 4.29. PB 1 numarali PKD 2’li besiyeri bilesimi

Deneme eli\g ;ZEU Pepton | (NH4)2SO4 | MgSO4.7H,0 | KH2PO4 | FeSO4.7H,0 | CaCl,.2H,0
Numarasi (/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (o/L) (o/L)
1 0,50 20 2 2,0 3,00 0,100 0,30
g 80,0 PB1 35
£ 700 30 %
o 25 2
5} Ny
_OE 50,0 20 %
© 40,0 °
2300 -
B 20,0 1,0 h%
=
5 100 0,5
5 0,0 0,0
%\q Q Vv X S Ne BN NS
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Sekil 4.16. PB 1 numarali PKD 2’11 besiyeri bilesimine ait seker tiiketimi, etanol {iretimi

ve biyokiitle gelisimi grafigi
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Cizelge 4.30. PB 1 numarali PKD 2°1i besiyeri bilesimine ait kinetik parametreler

Kinetik parametreler PB1
Seker Tiiketimi (g/L) 71,456
Etanol Uretimi (g/L) 16,266
Biyokiitle Gelisimi (g/L) 2,822
Verim (Yp/s, %) 22,763
Mak. Tiiketim Orant, (-dS/dt)max 15,520
Mak. Uretim Orani, (dp/dt)max 6,295
Mak. Gelisim Orani, (dx/dt)max 0,252
Spesifik Gelisme Hizi (1/saat) 0,177
Ikiye Katlanma Siiresi (tg, Saat) 3,917
Seker Tiiketim Orani (%) 94,918
Etanol Verimliligi (%) 31,831

1 numarali besiyerinde etanol iiretimi 16,266 g/L, seker tiiketimi 71,456 g/L,
biyokiitle gelisimi 2,822 g/L ve verim %22,763 olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.31. PB 2 numarali PKD2’li besiyeri bilesimi

Deneme el?gtarzlllitl Pepton | (NH4)2S0s | MgSO4.7H,0 | KH.PO4 | FeSO4.7H,0 | CaCl,.2H,0
Numarast | <2 (L) (g/L) (g/L) (g/L) (/L) (g/L)
2 5,00 20 2 0,2 3,00 0,010 3,00
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Sekil 4.17. PB 2 numarali PKD 2’11 besiyeri bilesimine ait seker tiikketimi, etanol {iretimi

ve biyokiitle gelisimi grafigi

Cizelge 4.32. PB 2 numarali PKD2’li besiyeri bilesimine ait kinetik parametreler

Kinetik parametreler PB2
Seker Tiiketimi (g/L) 76,285
Etanol Uretimi (g/L) 16,286
Biyokiitle Geligimi (g/L) 5,335
Verim (Yp/s, %) 21,349
Mak. Tiiketim Orani, (-ds/dt)max 13,526
Mak. Uretim Orant, (dp/dt)max 7,691
Mak. Gelisim Orant, (dx/dt)max 0,633
Spesifik Gelisme Hiz1 (1/saat) 0,271
Ikiye Katlanma Siiresi (t4, saat) 2,559
Seker Tiiketim Orani (%) 93,716
Etanol Verimliligi (%) 31,871

2 numarali besiyerinde etanol tretimi 16,286 g/L, seker tiikketimi 76,285 g/L,
biyokiitle gelisimi 5,335 g/L ve verim %21,349 olarak tespit edilmistir. Ayrica Cizelge
4.32’de goriildigii gibi sekerin yaklasik hepsinin tiiketimi (%93,716) sonucunda etanol
iretimi 24. saatte 44,669 g/L degerine ulasarak maksimum seviyeye ulagsmistir.
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Cizelge 4.33. PB 3 numarali PKD 2’li besiyeri bilesimi

Deneme ILVI taylzt Pepton | (NH4)2SO4 | MgS04.7H,0 | KH2PO, | FeSO4.7H,0 | CaCl,.2H,0
Numarast | © (Z/rf_‘) Yl (gL (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
3 2,75 11 4 11 1,75 0,055 1,65
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Sekil 4.18. PB 3 numarali PKD 2’11 besiyeri bilesimine ait seker tiiketimi, etanol {iretimi
ve biyokiitle gelisimi grafigi

Cizelge 4.34. PB 3 numarali PKD 2’li besiyeri bilesimine ait kinetik parametreler

Kinetik parametreler PB3
Seker Tiiketimi (g/L) 73,632
Etanol Uretimi (g/L) 14,823
Biyokiitle Gelisimi (g/L) 5,017
Verim (Yp/s, %) 20,131
Mak. Tiiketim Orani, (-ds/dt)max 11,847
Mak. Uretim Orant, (dp/dt)max 6,356
Mak. Gelisim Orant, (dx/dt)max 0,728
Spesifik Gelisme Hiz1 (1/saat) 0,347
Ikiye Katlanma Siiresi (tq, Saat) 1,998
Seker Tiiketim Orani (%) 95,598
Etanol Verimliligi (%) 29,008
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3 numarali besiyerinde etanol {iretimi 14,823 g/L, seker tiiketimi 73,632 g/L,
biyokiitle gelisimi 5,017 g/L ve verim %20,131 olarak tespit edilmistir. Ayrica Cizelge
4.34’te gorildigi gibi sekerin yaklagik hepsinin tiiketimi (%95,598) sonucunda etanol
iretimi 30. saatte 43,714 g/L degerine ulagsarak maksimum seviyeye ulasmaktadir.

Cizelge 4.35. PB 4 numarali PKD 2’li besiyeri bilesimi

Maya

Deneme | " | Pepton | (NH):SOs | MgSOs.7H,0 | KHaPO | FeSOs.7H;0 | CaClo.2H,0
Numarast | < (Z/rﬁ) S T (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
4 5,00 2 2 2,0 0,50 0,100 3,00
) g 80,0 PB4 5,0 _
g 70,0 =
2 60,0 40 2
y g
St o —
o o O
> S 30,0 ) 2
. ~ =]
§ 20,0 o %
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%G}‘v zaman (h)
) SEKER ETANOL == BiYOKUTLE

Sekil 4.19. PB 4 numarali PKD 2’11 besiyeri bilesimine ait seker tiiketimi, etanol {iretimi

ve biyokiitle gelisimi grafigi

Cizelge 4.36. PB 4 numarali PKD 2’li besiyeri bilesimine ait kinetik parametreler

Kinetik parametreler PB4
Seker Tiiketimi (g/L) 68,592
Etanol Uretimi (g/L) 16,117
Biyokiitle Gelisimi (g/L) 4,275
Verim (Ypss, %) 23,497
Mak. Tiiketim Orani, (-dS/dt)max 13,046
Mak. Uretim Orani, (dp/dt)max 7,660
Mak. Gelisim Orani, (dx/dt)max 0,619
Spesifik Gelisme Hiz1 (1/saat) 0,369
Ikiye Katlanma Siiresi (tq, saat) 1,878
Seker Tiiketim Orani (%) 92,927
Etanol Verimliligi (%) 31,540
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4 numarali besiyerinde etanol tretimi 16,117 g/L, seker tiiketimi 68,592 g/L,
biyokiitle gelisimi 4,275 g/L ve verim %23,497 olarak tespit edilmistir. Ayrica Cizelge
4.36’da gorildiigii gibi sekerin %92,927 tiiketimi sonucunda etanol iiretimi 24. saatte
36,637 g/L degerine ulagarak maksimum seviyeye ulasmaktadir.

Cizelge 4.37. PB 5 numarali PKD 2’li besiyeri bilesimi

Deneme li\ﬂtayit Pepton | (NH4)2SOs | MgSO4.7H20 | KH:PO, | FeSO4.7H;0 | CaCly.2H,0
Numarast | < (Z/rﬁ)‘ (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
5 0,50 20 6 2,0 0,50 0,010 3,00
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Sekil 4.20. PB 5 numarali PKD 2’li besiyeri bilesimine ait seker tiikketimi, etanol tiretimi

ve biyokiitle gelisimi grafigi
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Cizelge 4.38. PB 5 numarali PKD 2°1i besiyeri bilesimine ait kinetik parametreler

Kinetik parametreler PB5
Seker Tiiketimi (g/L) 76,707
Etanol Uretimi (g/L) 12,621
Biyokiitle Gelisimi (g/L) 3,818
Verim (Yp/s, %) 16,453
Mak. Tiiketim Orant, (-dS/dt)max 18,077
Mak. Uretim Oranu, (dp/dt)max 6,225
Mak. Gelisim Orani, (dx/dt)max 0,221
Spesifik Gelisme Hizi (1/saat) 0,142
Ikiye Katlanma Siiresi (tg, Saat) 4,884
Seker Tiiketim Orani (%) 98,155
Etanol Verimliligi (%) 24,698

5 numarali besiyerinde etanol tretimi 12,621 g/L, seker tiikketimi 76,707 g/L,
biyokiitle gelisimi 3,818 g/L ve verim %16,453 olarak tespit edilmistir. Ayrica Cizelge
4.38’de goriildiigii gibi sekerin yaklasik hepsinin tiiketimi (%98,155) sonucunda etanol
iiretimi 24. saatte 37,745 g/L degerine ulasarak maksimum seviyeye ulasmaktadir.

Cizelge 4.39. PB 6 numarali PKD 2°1i besiyeri bilesimi

Deneme el?gtarzlllitl Pepton | (NH4)2S0s | MgSO4.7H:0 | KH.PO, | FeSOs.7H,0 | CaCly.2H,0
Numarast | 20t | (L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
6 2,75 11 4 11 1,75 0,055 1,65
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Sekil 4.21. PB 6 numarali PKD 2’li besiyeri bilesimine ait seker tiiketimi, etanol liretimi
ve biyokiitle gelisimi grafigi

Cizelge 4.40. PB 6 numarali PKD 2’li besiyeri bilesimine ait kinetik parametreler

Kinetik parametreler PB6
Seker Tiiketimi (g/L) 74,637
Etanol Uretimi (g/L) 18,209
Biyokiitle Gelisimi (g/L) 2,712
Verim (Yp/s, %) 24,396
Mak. Tiiketim Orani, (-ds/dt)max 18,160
Mak. Uretim Orant, (dp/dt)max 6,544
Mak. Gelisim Orant, (dx/dt)max 0,089
Spesifik Gelisme Hiz1 (1/saat) 0,092
Ikiye Katlanma Siiresi (4, saat) 7,560
Seker Tiiketim Orani (%) 97,643
Etanol Verimliligi (%) 35,633

6 numaral1 besiyerinde etanol tretimi 18,209 g/L, seker tiiketimi 74,637 g/L,
biyokiitle gelisimi 2,712 g/L ve verim %24,396 olarak tespit edilmistir. Ayrica Cizelge
4.40’te goriildigii gibi sekerin yaklasik hepsinin tiiketimi (%97,643) sonucunda etanol
iiretimi 30. saatte 39,471 g/L degerine ulasarak maksimum seviyeye ulasmaktadir.
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Cizelge 4.41. PB 7 numarali PKD 2’li besiyeri bilesimi

Deneme li\ﬂfylzt Pepton | (NH.)2SOs | MgS0..7H,0| KH:POs4 | FeS0O4.7H,0| CaCl,.2H,0
Numarast | © (Z/rf_‘)‘ (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)

7 5,00 20 6 0,2 0,50 0,100 0,30
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‘g 90,0 4)O S
o ~
% 80,0 3,5 %’3
g 70,0 30 &
5 60,0 25 =
ée 40,0 -
> 30,0 1,5 =
3 20,0 1,0 ‘5“
S 100 0,5
% 0,0 0,0

Q)%c}q’ zaman (h)
SEKER ETANOL —o—BiYOKUTLE

Sekil 4.22. PB 7 numarali PKD 2’li besiyeri bilesimine ait seker tiiketimi, etanol {iretimi

ve biyokiitle gelisimi grafigi

Cizelge 4.42. PB 7 numarali PKD 2’11 besiyeri bilesimine ait kinetik parametreler

Kinetik parametreler PB7
Seker Tiiketimi (g/L) 82,330
Etanol Uretimi (g/L) 23,737
Biyokiitle Gelisimi (g/L) 3,758
Verim (Yp/s, %) 28,831
Mak. Tiiketim Orani, (-ds/dt)max 20,477
Mak. Uretim Orant, (dp/dt)max 11,722
Mak. Gelisim Orant, (dx/dt)max 0,559
Spesifik Gelisme Hiz1 (1/saat) 0,337
Ikiye Katlanma Siiresi (tg, Saat) 2,055
Seker Tiiketim Orani (%) 95,910
Etanol Verimliligi (%) 46,451
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7 numarali besiyerinde etanol {iretimi 23,737 g/L, seker tiiketimi 82,330 g/L,
biyokiitle gelisimi 3,758 g/L ve verim %28,831 olarak tespit edilmistir. Ayrica Cizelge
4.42°de goriildiigii gibi sekerin yaklasik hepsinin tiiketimi (%95,910) sonucunda etanol
iretimi 24. saatte 39,389 g/L degerine ulagsarak maksimum seviyeye ulasmaktadir.

Cizelge 4.43. PB 8 numarali PKD 2’li besiyeri bilesimi

Deneme li\ﬂfyit Pepton | (NH4)2SO4 | MgSO4.7H20 | KH2PO, | FeSO4.7H:0 | CaClz.2H,0
Numarast | © (Z/rﬁ) " (@b (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
8 5,00 2 6 2,0 3,00 0,010 0,30
g 800 PB8 35
E 70,0 3,0 %0
'E 60,0 o5 =
5 -
Q —I ] en
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3 05 &
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£ 00 0,0
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Sekil 4.23. PB 8 numarali PKD 2’li besiyeri bilesimine ait seker tiiketimi, etanol iiretimi

ve biyokiitle gelisimi grafigi

Cizelge 4.44. PB 8 numarali PKD 2’li besiyeri bilesimine ait kinetik parametreler

Kinetik parametreler PB8
Seker Tiiketimi (g/L) 65,265
Etanol Uretimi (g/L) 22,552
Biyokiitle Gelisimi (g/L) 2,796
Verim (Yp/s, %) 34,554
Mak. Tiiketim Orani, (-dS/dt)max 14,313
Mak. Uretim Orani, (dp/dt)max 11,276
Mak. Gelisim Orani, (dx/dt)max 0,408
Spesifik Gelisme Hiz1 (1/saat) 0,333
Ikiye Katlanma Siiresi (tq, saat) 2,083
Seker Tiiketim Orani (%) 95,814
Etanol Verimliligi (%) 44,132
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8 numarali besiyerinde etanol tiretimi 22,552 g/L, seker tiketimi 65,265 g/L,
biyokiitle gelisimi 2,796 g/L ve verim %34,554 olarak tespit edilmistir. Ayrica Cizelge
4.44°te gorildugi gibi sekerin yaklasik hepsinin tiiketimi (%95,814) sonucunda etanol
iiretimi 2. Saatte 40,617 g/L degerine ulasarak maksimum seviyeye ulagmaktadir.

Cizelge 4.45. PB 9 numarali PKD 2’li besiyeri bilesimi

Deneme eli\:tz’iu Pepton | (NH4)2SO4 | MgSO4.7H20 | KH2PO, | FeSO4.7H:0 | CaClz.2H,0
Numarast (/L) (/L) (/L) (/L) (/L) (g/L) (/L)
9 0,50 2 6 0,2 3,00 0,100 3,00
£ 80,0 PB9 2,0
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Sekil 4.24. PB 9 numarali PKD 2’li besiyeri bilesimine ait seker tiiketimi, etanol iiretimi
ve biyokiitle gelisimi grafigi
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Cizelge 4.46. PB 9 numarali PKD 2°1i besiyeri bilesimine ait kinetik parametreler

Kinetik parametreler PB9
Seker Tiiketimi (g/L) 67,527
Etanol Uretimi (g/L) 26,567
Biyokiitle Gelisimi (g/L) 1,685
Verim (Ypjs, %) 39,343
Mak. Tiiketim Orani, (-dS/dt)max 14,823
Mak. Uretim Orant, (dp/dt)max 9,796
Mak. Gelisim Orani, (dx/dt)max 0,066
Spesifik Gelisme Hizi (1/saat) 0,105
Ikiye Katlanma Siiresi (tg, Saat) 6,620
Seker Tiiketim Orani (%) 95,521
Etanol Verimliligi (%) 51,990

9 numarali besiyerinde etanol iiretimi 26,567 g/L, seker tiiketimi 67,527 g/L,
biyokiitle gelisimi 1,685 g/L ve verim %39,343 olarak tespit edilmistir. Ayrica Cizelge
4.46°da goriildiigi gibi sekerin yaklasik hepsinin tiiketimi (%95,521) sonucunda etanol
iiretimi 24. saatte 42,705 g/L degerine ulasarak maksimum seviyeye ulasmaktadir.

Cizelge 4.47. PB 10 numarali PKD 2’1i besiyeri bilesimi

Deneme el?gtarzl/litl Pepton | (NH4).SOs | MgS0s.7H,0| KH.PO, |FeS04.7H.0 | CaCl,.2H,0
Numarast | 0 (gl (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
10 0,50 2 2 0,2 0,50 0,010 0,30
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Sekil 4.25. PB 10 numarali PKD 2’li besiyeri bilesimine ait seker tiiketimi, etanol tiretimi
ve biyokiitle gelisimi grafigi

Cizelge 4.48. PB 10 numarali PKD 2’li besiyeri bilesimine ait kinetik parametreler

Kinetik Parametreler P10
Seker Tiiketimi (g/L) 80,605
Etanol Uretimi (g/L) 29,795
Biyokiitle Geligimi (g/L) 1,914
Verim (Yp/s, %) 36,964
Mak. Tiiketim Orani, (-ds/dt)max 24,031
Mak. Uretim Orant, (dp/dt)max 9,748
Mak. Gelisim Orant, (dx/dt)max 0,278
Spesifik Gelisme Hiz1 (1/saat) 0,263
Ikiye Katlanma Siiresi (tq, saat) 2,632
Seker Tiiketim Orani (%) 98,767
Etanol Verimliligi (%) 58,307

10 numarali besiyerinde etanol tiretimi 29,795 g/L, seker tiiketimi 80,605 g/L,
biyokiitle gelisimi 1,914 g/L ve verim %36,964 olarak tespit edilmistir. Ayrica Cizelge
4.48°de goriildiigii gibi sekerin yaklasik hepsinin tiiketimi (%98,767) sonucunda etanol
iiretimi 24. saatte 42,601 g/L degerine ulagsarak maksimum seviyeye ulasmaktadir.
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Cizelge 4.49. PBD fermentasyon denemeleri kinetik parametreleri (PKD materyalleri i¢in)

Kinetik parametreler PB1 PB2 PB3 PB4 PB5 PB6 PB7 PB8 PB9 PB10
Seker Tiketimi (g/L) 71456 | 76.285 |73,632 |68592 |76.707 |74.637 |82,330 |65265 |67,527 |80.605
Etanol Uretimi (g/L) 16,266  |16,286 |14823 |16117 |12.621 |18,209 |23.737 |22.552 |26,567 |29.795
Biyokiitle Gelisimi (g/L) 2822 5335 |5017 |4275 |3818 |2.712 |3.758 |2,796 |1.685 |1.914
Verim (Yp/s, %) 22,763 |21.349 |20,131 |23497 |16.453 |24,396 |28831 |34.554 |39,343 |36,964
Mak. Tiiketim Orant, (-dsfdlt, 15520 |13526 |11.847 |13,046 |18,077 |18.160 |20477 |14.313 |14.823 |24,031
g/L/saat)max

Mak. Uretim Orant, (dp/dt, 6205 |7.691 |6356 |7.660 |6.225 |6544 |11,722 |11.276 |0796 9,748
g/L/saat)max

Mak. Geligim Orant, (dx/dt, 0,252 0633 0728 |0619 [0221 |0089 |0559 |0408 |[0066 |0278
g/L/saat)max

Spesifik Gelisme Hiz1 (1/saat) 0,177 0,271 0,347 (0,369 0,142 0,092 0,337 0,333 0,105 |0,263
Ikiye Katlanma Siiresi (tq, Saat) 3,917 2,559 1,998 1,878 4,884 (7,560 2,055 (2,083 |6,620 |2,632
Seker Tiiketim Orani (%) 94,918 93,716 95,598 (92,927 98,155 |97,643 95910 |95,814 |95521 |98,767
Etanol Verimliligi (%) 31,831 31,871 29,008 (31,540 |24,698 |35,633 |46,451 |44,132 |51,990 |58,307

Cizelge 4.49 veriler 1s5181nda; maksimum etanol tiretimi (29,795 g/L) 10 numarali fermentasyonda goriiliirken minimum etanol tiretimi
(12,621 g/L) ve minimum verim (%16,453) 5 numarali fermentasyonda gozlenmistir. Maksimum verim (%39,343) ise 9 numaral
fermentasyonda goriilmiistiir. Ayrica 10 numarali fermentasyonda seker tiikketim oran1 %98,767 degeri ile en yliksekken, seker tiikketim orani
%92,927 degeri ile 4 numarali fermentasyonda en diisiik olmaktadir.
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4.9. PBD ile Etkili Parametrelerin Belirlenmesi (PKD2 materyali i¢in)

Cizelge 4.50. Etanol iiretimi i¢in tahmin edilen etkiler ve katsayilar

Terim Etki Katsay1 SH kat. T P

Sabit 40,955 1,061 38,61 0,016
Maya ekstrakti -1,254 -0,627 1,061 -0,59 0,660
Pepton 0,447 0,223 1,061 0,21 0,868
(NH4)2S04 -1,683 -0,841 1,061 -0,79 0,573
MgS0s.7H20 -2,955 -1,478 1,061 -1,39 0,396
KH2PO4 3,540 1,770 1,061 1,67 0,344
FeS04.7H20 -1,089 -0,545 1,061 -0,51 0,698
CaCl2.2H20 -1,033 -0,516 1,061 -0,49 0,712
Ct Pt 0,637 2,372 0,27 0,833

SH kat.: Standart hata katsayilari; Ct: Kontrol toplam1; Pt: Proses toplami; R% 0,99838,
P: Olasilik; *P<0.05

Analiz sonuglari, Minitab Istatistiksel Yazilim1 kullanilarak degerlendirilmis olup
ve "Full Quadratic* Plackett-Burman yontemi uygulanmistir. Modelde 7 degisken
kullanilmistir. Bunlar: Maya ekstrakti, Pepton, (NH4)2SOs, MgSQO4.7H20, KH2POs4,
FeSO4.7H20 ve CaCl2.2H.0 degiskenler olarak belirlenmistir. Cizelge 4.50’de etanol
iiretimi i¢in kullanilan besiyeri bilesiminin istatistiksel etkileri ve katsayilar1 yer almistir.

S. cerevisiae (ATCC 36858) mayasi ile gergeklestirilen fermentasyonlarda etanol
iiretim oranma ait modelin R? degeri 0,99838 olarak belirlenmistir. Buna gére etanol
iretimi i¢in elde edilen model, fermentasyon sonuglarinin %99,838’ini basariyla ifade
etmektedir (Cizelge 4.50). P degeri istatistiksel analizlerde hipotez testlerinin sonuglarini
yorumlamak i¢in kullanilmaktadir.

S. cerevisiae (ATCC 36858) mayasi ile yapilan fermentasyonlarin etanol liretim
oranlar1 (g/L) icin sonuglarin regresyon katsayilari ve varyans analizi Cizelge 4.51°de
belirtilmistir.

79



BULGULAR VE TARTISMA S.H. HASSANI

Cizelge 4.51. Etanol iiretiminin varyans analizi

Kaynak SD | Swirah Diizeltilmis | Diizeltilmis | F P
kareler kareler kareler
toplam toplami ortalamasi
Ana etkiler 7 | 56,2487 56,2487 8,0355 0,89 0,675
Egrilik 1 |0,6500 0,6500 0,6500 0,07 0,833
Kalint1 hata 1 9,0015 9,0015 9,0015
Saf hata 1 ]9,0015 9,0015 9,0015
Toplam hata 9 |65,9003

SD: Serbestlik derecesi

Pareto grafigi (Sekil 4.27), standart etkilerin mutlak degerlerini en biiyiikten en
kiiciige dogru gosterir. Ayrica bu grafik, etkilerin biiyiikliigiinli ve 6nemini belirlemek
icin de kullanilir.

Standartlastinlmis Etkilerin Normal Grafigi, Etanol Cevaby; o= 0,05
15
P *
~~ KH:PO
10— Pepton e )
-
g o
5 05 g e
% ﬁ ﬂ\\“p o ’
(3] A
T 00— 5 E e
=) w -
Z e .
0.5 E E, o
3 .-
7] -
-1,0 B0 -
= -
-
-
_15_
| |
-1 0 1
Standart etkiler

Sekil 4.26. Etkilerin normal grafigi (PBD)

Etkilerin normal grafigine bakildiginda, ¢izgiden uzak noktalar, genellikle
onemli olan etkileri isaret eder.

Sekil 4.26°da  KH2PO4 (p=0,344>0,05; katsayisi: 1,770 (+)) ve pepton
(p=0,868>0,05; katsayis1: 0,223 (+)) degiskenlerinin standart etkileri sifirdan biiyiik
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oldugu i¢in etanol iiretimi iizerine pozitif etki gostermektedir, ayrica Cizelge 4.50’ye
bakildiginda bu 2 degiskenin katsayilar1 pozitif olmaktadir. Diger degiskenlerinin ise
standart etkileri negatif oldugu i¢in etanol iiretimini negatif yonde etkilemektedir.

Pareto grafiginde, istatistiksel olarak anlamli olan faktorler referans ¢izgisinden
geger. Sekil 4.27°deki grafikte, referans ¢izgisi yoktur ¢iinkii bu 7 degisken istatistiksel
olarak anlamli degildir (p>0,05).

Standartlastirilmis Etkilerin Pareto Grafigi, Etanol Cevabi; o= 0,05

KHaPOy —

MeS04.7TH:0

(NH:80s  —

Mava ekstrakti |

FeS04. TH:0 —

CaCl2.2H20

Pepton —

T T T T

0,0 05 1.0 1.5

Standart etkiler

Sekil 4.27. Etkilerin Pareto Grafigi (PBD)
4.10. PBD Besiyeri Optimizasyonunun Validasyonu (PKD2 materyalleri icin)

PBD besiyeri optimizasyonunun validasyonu igin, Minitab 17 istatistiksel
yazilimi kullanilarak degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak PKD2 materyalleri kullanilarak
optimum etanol tiretimi i¢in optimum dogrulama fermentasyon kosullari; 20 g/L pepton,
0,50 g/L KH2PO4 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.52).

Cizelge 4.52. PBD yontemi ile optimum etanol tiretimi kosullar1

Parametre Optimum nokta (g/L)
Pepton (g/L) 20

KH2PO4 (g/L) 0.50

Etanol Uretimi (g/L) 40,65

81



BULGULAR VE TARTISMA S.H. HASSANI

4.11. Dogrulama Fermentasyonu

Modifiye ortamda optimum kosullarda (20 g/L pepton, 0.5 g/L KH,POa)
Dogrulma fermentasyonu calkalamali inkiibatdrde 2 falkon tiipiinde paralel bir sekilde
yapilmigtir. Her erlenmayerde (10 mL ¢alisma hacmi) 2.9 g PKD2 materyali
immobilizasyon i¢in bulunmaktadir. Daha 6nce anlatildig1 gibi 6 giin boyunca 5 transfer
ile immobilizasyonun ardindan 2 giin dogrulama fermentasyonu gerceklestirirmistir.
PKD2 materyalleri kullanilarak modifiye ortamda gergeklestirilen dogrulama
fermentasyonuna ait kinetik parametreler gosterilmistir (Cizelge 4.53).

Cizelge 4.53. Modifiye ortamda PKD2 materyalleri

kullanilarak dogrulama

fermentasyonu
L Modifiye ortamda PKD2 materyalleri
Kinetik parametreler kullam{arak dogrulama ferment)e/lsyonu
Seker Tiiketimi (g/L) 87,309
Etanol Uretimi (g/L) 39,722
Biyokiitle Gelisimi (g/L) 1,784
Verim (Yp/s, %) 45,553
Mak. Tiiketim Orani, (-ds/dt)max 23,071
Mak. Uretim Orani, (dp/dt)max 5,418
Mak. Gelisim Orani, (dX/dt)max 0,076
Spesifik Gelisme Hizi (1/saat) 0,106
Ikiye Katlanma Siiresi (g, saat) 6,548
Seker Tiiketim Orani (%) 96,214
Etanol Verimliligi (%) 77,832
Dogrulama fermentasyonu
. 95,0 2,0
E 850 18 ~
% 750 16 &
% 65,0 1,4 =
< 550 12 -2
o 45,0 10°g
Z 2350 08 o
£ %0 06 2
2 150 04 S
S 50 02 4
5 -0 o Q ¥ % % AN ® 0.0
%\@ zaman (h)
¥ SEKER ETANOL —o—BiYOKUTLE

Sekil 4.28. Modifiye ortamda PKD2 materyalleri kullanilarak dogrulama fermentasyonu
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Cizelge 4.53’¢ gore, sekerin %96.214°tingn tiiketildigi fermentasyon
denemelerinde etanol iretimi 39,722 g/l bulunmus, verim ise %45,553 olarak
belirlenmistir.

Sekil 4.28’de goriildiigi gibi maksimum etanol iiretimi 39.772 g/L degeri ile 24.
saatte olurken, sekerin en diisiik miktar1 (3,436 g/L) da 24. saatte olmaktadr.

4.12. Kontrol Fermentasyonu

Bu fermentasyon zenginlestirilmemis beyaz dut kurusu hidrolizati ortaminda
immobilizasyon olmadan gerceklestirilmistir. Beyaz dut kurusunun optimum kosullarda
(80°C, 3 saat, 1:4 (g/ml)) ekstraksiyonu yapildiktan sonra calkalamali inkiibatorde 2
erlenmayerde (100 mL c¢aligma hacmi ve %1 maya inokiilasyonu) paralel bir sekilde 2
giin boyunca kontrol fermentasyonu ger¢eklestirirmistir ve belli saatlerde 6rnek alinarak
seker, etanol be biyokiitle analizleri yapilmistir. Cizelge 4.54’te zenginlestirilmemis
beyaz dut kurusu hidrolizati ortaminda immobilizasyon olmadan gergeklestirilen kontrol
fermentasyona ait kinetik parametreler verilmistir.

Cizelge 4.54. Zenginlestirilmemis beyaz dut kurusu hidrolizatt ortaminda
immobilizasyon olmadan gercgeklestirilen kontrol fermentasyonu

Zenginlestirilmemis beyaz dut kurusu hidrolizati

Kinetik parametreler ortaminda immobilizasyon olmadan
gergeklestirilen kontrol fermentasyonu

Seker Tiiketimi (g/L) 146,273

Etanol Uretimi (g/L) 72,783

Biyokiitle Geligimi (g/L) 1,654

Verim (Yp/s, %) 49,758

Mak. Tiikketim Orani, (-ds/dt)max | 5,477
Mak. Uretim Orani, (dp/dt)max | 3,120
Mak. Gelisim Orani, (dx/dt)max | 0,081
Spesifik Gelisme Hiz1 (1/saat) 0,092
Ikiye Katlanma Siiresi (tq, saat) |7,574
Seker Tiiketim Orani (%) 92,227
Etanol Verimliligi (%) 142,432

Cizelge 4.54’te goriildiigii gibi sekerin %92,227’sinin tliketilmesinin sonucunda
etanol tiretimi 72,783 g/L bulunmus, verim ise %49,758 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.29. Zenginlestirilmemis beyaz dut kurusu hidrolizat1 ortaminda immobilizasyon
olmadan gergeklestirilen kontrol fermentasyonu

Sekil 4.29’a gore maksimum etanol tiretimi 72,783 g/L. degeri ile 48. saatte
olurken, sekerin en diisiik miktar1 (12,328 g/L) da 48. saatte olmaktadir. Biyokiitle
gelisimin ise 30.saatte maksimum seviyesine (1,897 g/L) ulasmaktadir.

4.13. Hex Materyalleri ile Zenginlestirilmemis Dut Hidrolizatinda Fermentasyon

Bu fermentasyon zenginlestirilmemis beyaz dut kurusu hidrolizati ortaminda Hex
materyalleri kullanilarak yapilmstir. Beyaz dut kurusunun optimum kosullarda (80°C, 3
saat, 1:4 (g/ml)) ekstraksiyonu yapildiktan sonra ¢alkalamali inkiibatérde 2 erlenmayerde
(100 mL calisma hacmi ve %1 maya inokiilasyonu) paralel bir sekilde Hex materyalleri
kullanilarak 6 giin boyunca immobilizasyonun ardindan 2 giin boyunca fermentasyon
gerceklestirirmistir ve belli saatlerde 6rnek alinarak seker, etanol be biyokiitle analizleri
yapilmistir. Cizelge 4.55’te zenginlestirilmemis beyaz dut kurusu hidrolizati1 ortaminda
Hex materyalleri kullanilarak gergeklestirilen fermentasyona ait kinetik parametreler
verilmistir.

Cizelge 4.55’te goriildiigii gibi sekerin %91,567 sinin tliketilmesinin sonucunda
etanol tiretimi 53,773 g/L bulunmus, verim ise 40,122 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.55. Zenginlestirilmemis beyaz dut kurusu hidrolizati ortamimnda Hex
materyalleri kullanilarak fermentasyon

Zenginlestirilmemis beyaz dut kurusu
Kinetik parametreler hidrolizati ortaminda Hex materyalleri
kullanilarak fermentasyon
Seker Tiiketimi (g/L) 134,024
Etanol Uretimi (g/L) 53,773
Biyokiitle Gelisimi (g/L) 1,742
Verim (Ypjs, %) 40,122
Mak. Tiiketim Orani, (-ds/dt)max 17,597
Mak. Uretim Orant, (dp/dt)max 2,054
Mak. Gelisim Orani, (dx/dt)max 0,165
Spesifik Gelisme Hiz1 (1/saat) 0,015
Ikiye Katlanma Siiresi (g, saat) 44,740
Seker Tiiketim Orani (%) 91,567
Etanol Verimliligi (%) 105,230
160,0 2,5
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Sekil 4.30. Zenginlestirilmemis beyaz dut kurusu hidrolizati ortaminda Hex materyalleri
kullanilarak fermentasyon

4.14. PKD 2 Materyalleri ile Zenginlestirilmemis Dut Hidrolizatinda Fermentasyon

Bu fermentasyon beyaz dut kurusu hidrolizati ortaminda PKD2 materyalleri
kullanilarak gerceklestirilmistir. Beyaz dut kurusunun optimum kosullarda (80°C, 3 saat,
1:4 (g/ml)) ekstraksiyonu yapildiktan sonra ¢alkalamali inkiibatorde 2 falkon tiipiinde (10
mL ¢alisma hacmi ve %1 maya inokiilasyonu) paralel bir sekilde PKD2 materyalleri
kullanilarak 6 gilin boyunca immobilizasyonun ardindan 2 giin boyunca fermentasyon
gerceklestirirmistir ve belli saatlerde 6rnek alinarak seker, etanol be biyokiitle analizleri
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yapilmustir. Cizelge 4.56’da zenginlestirilmemis beyaz dut kurusu hidrolizati ortaminda
PKD2 materyalleri kullanilarak gerceklestirilen fermentasyona ait kinetik parametreler

verilmigtir.

Cizelge 4.56. Zenginlestirilmemis beyaz dut kurusu hidrolizati ortamimda PKD2

materyalleri kullanilarak fermentasyon

Zenginlestirilmemis beyaz dut kurusu

Kinetik parametreler hidrolizati ortaminda PKD2 materyalleri
kullanilarak fermentasyon

Seker Tiiketimi (g/L) 125,416

Etanol Uretimi (g/L) 42,315

Biyokiitle Gelisimi (g/L) 3,150

Verim (Yp/s, %) 33,740

Mak. Tiiketim Orani, (-ds/dt)max 9,433

Mak. Uretim Orant, (dp/dt)max 8,809

Mak. Gelisim Orani, (dx/dt)max 0,145

Spesifik Gelisme Hizi (1/saat) 0,119

Ikiye Katlanma Siiresi (4, saat) 5,827

Seker Tiiketim Orani (%) 93,493

Etanol Verimliligi (%) 82,808

Cizelge 4.56°da goriildiigii gibi sekerin %93,493’(iniin tiiketilmesinin sonucunda

etanol iiretimi 42,315 g/L bulunmus, verim ise 33,740 olarak belirlenmistir.
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Biyokiitle gelisimi (g/L)

Sekil 4.31. Zenginlestirilmemis beyaz dut kurusu hidrolizat1 ortaminda PKD2

materyalleri kullanilarak fermentasyon
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4.15. Hex Materyalleri ile Dut Hidrolizatinda Dogrulama Fermentasyonu

Hex materyalleri kullanilarak etanol retimi icin PBD yontemi ile optimum
besiyeri bilesimi (20 g/L pepton, 2 g/L (NH4)2SOs, 3 g/L KH2PO4) belirlendikten sonra
dogrulama fermentasyonu hem modifiye ortamda hem beyaz dut kurusu hidrolizati
ortaminda yapilmistir. Hex materyalleri kullanilarak beyaz dut kurusu hidrolizat1 ortamda
gerceklestirilen dogrulama fermentasyonuna ait kinetik parametreler Cizelge 4.57°de
verilmigtir.

Optimum kosullarda beyaz dut kurusunun ekstraksiyonu yapildiktan sonra PBD
yontemine gore optimum besiyeri (20 g/L pepton, 2 g/L (NH4)2SO4, 3 g/L KH2PO4)
hazirlanip 121°C’de 15 dk boyunca otoklavlanip sterilize edilmistir. Ardindan 2
erlenmayerde paralel bir sekilde 6 giin boyunca Hex materyalleri kullanilarak
immobilizasyon yapilmistir. Arsindan 2 giin dogrulama fermentasyonu gerceklesmistir.
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Sekil 4.32. Beyaz dut kurusu ekstraksiyonunun dogrulama denemeleri sonucunda elde
edilen seker tiiketimi, etanol iiretimi ve biyokiitle gelisimi grafigi

Sekil 4.32’de goriildiigii gibi beyaz dut kurusu ekstraksiyonu fermentasyon
ortamindaki seker miktar1 8. aaatte biiyiik oranda diismektedir. Etanol {iretimi, 30. saatte
58,944 g/L. degerine ulasarak maksimum seviyeye ulagmaktadir. Biyokiitle gelisimi de
benzer sekilde 30. aaatte 3,361 g/L degerine ulagarak maksimum seviyeye ulasmaktadir.
Dogrulama denemesine ait analiz sonuglar1 Cizelge 4.57°de verilmistir.
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Cizelge 4.57. Beyaz dut kurusu hidrolizatt ortaminda Hex materyalleri kullanilarak
dogrulama fermentasyonunun gerceklestirilmesi

Beyaz dut kurusu hidrolizati ortaminda

Kinetik parametreler Hex materyalleri kullanilarak dogrulama
fermentasyonunun

Seker Tiiketimi (g/L) 115,232

Etanol Uretimi (g/L) 56,183

Biyokiitle Gelisimi (g/L) 3,006

Verim (Ypss, %) 48,756

Mak. Tiiketim Orani, (-ds/dt)max 10,810

Mak. Uretim Orant, (dp/dt)max 1,886

Mak. Gelisim Orani, (dx/dt)max 0,095

Spesifik Gelisme Hiz1 (1/saat) 0,181

Ikiye Katlanma Siiresi (g, saat) 3,838

Seker Tiiketim Orani (%) 86,414

Etanol Verimliligi (%) 109,946

Cizelge 4.57°de goriildiigli gibi sekerin %86,414’iiniin tiiketilmesinin sonucunda
etanol iiretimi 56,183 g/L bulunmus, verim ise 48,756 olarak belirlenmistir.

4.16. PKD2 Materyalleri ile Dut Hidrolizatinda Dogrulama Fermentasyonu

PKD2 materyalleri kullanilarak etanol iiretimi igin PBD yo6ntemi ile optimum
besiyeri bilesimi (20 g/L pepton, 0.5 g/ KH2POy4) belirlendikten sonra dogrulama
fermentasyonu hem modifiye ortamda hem beyaz dut kurusu hidrolizati ortaminda
yapilmistir. PKD2 materyalleri kullanilarak dut hidrolizati ortaminda gergeklestirilen
dogrulama fermentasyonuna ait kinetik parametreler gosterilmistir (Cizelge 4.58).

Optimum kosullarda beyaz dut kurusunun ekstraksiyonu yapildiktan sonra PBD
yontemine gore optimum besiyeri (20 g/L pepton, 0.5 g/L KH2POs) hazirlanip 121°C°de
15 dk boyunca otoklavlanip sterilize edilmistir. Ardindan 2 falkon tiipiinde paralel bir
sekilde 6 giin boyunca PKD2 materyalleri kullanilarak immobilizasyon yapilmstir.
Ardindan 2 giin dogrulama fermentasyonu gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.58’de goriildiigii gibi sekerin %90,616’smin tiiketilmesinin sonucunda
etanol tiretimi 31,383 g/L bulunmus, verim ise %26,363 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.58. Beyaz dut kurusu hidrolizat1 ortaminda PKD2 materyalleri kullanilarak
dogrulama fermentasyonuna ait kinetik parametreler

. Beyaz dut kurusu hidrolizat1 ortaminda

Kinetik Parametreler -
dogrulama fermentasyonu

Seker Tiiketimi (g/L) 119,043
Etanol Uretimi (g/L) 31,383
Biyokiitle Gelisimi (g/L) 5,102
Verim (Yp/s, %) 26,363
Mak. Tiiketim Orani, (-ds/dt)max 31,926
Mak. Uretim Orani, (dp/dt)max 13,306
Mak. Gelisim Orani, (dx/dt)max 0,187
Spesifik Gelisme Hiz1 (1/saat) 0,202
Ikiye Katlanma Siiresi (tg, Saat) 3,433
Seker Tiiketim Orani (%) 90,616
Etanol Verimliligi (%) 61,415
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Sekil 4.33. Beyaz dut kurusu hidrolizati ortammda PKD2 materyalleri kullanilarak
dogrulama fermentasyonuna ait seker, etanol ve biyokiitle grafikleri

Sekil 4.33’te goriildiigli gibi etanol iiretimi, 24. saatte 57,973 g/L. degerine
ulagarak maksimum seviyesine, seker miktari ise 24. saatte minimum seviyesine (12,328
g/L) ulagsmustir.

89



BULGULAR VE TARTISMA S.H. HASSANI

4.17. PKD2 Materyalleri Kullanilarak Siirekli Fermentasyon

Cizelge 3.4’e gore 0,06-0,16 (1/h) diliisyon oranlarinda siirekli fermentasyon
gerceklestirilmistir. Materyaller {izerine hiicre tutulmasi i¢in 6 giin boyunca 5 kez transfer
ile immobilizasyon uygulanmistir. Ardindan ilk diliisyon orani ile besiyeri biyoreaktoriin
icerisine alinmistir. Ardindan her 24 saatte bir yeni bir diliisyon oranina gecis yapilmistir.
Her diliisyon orani i¢in 6rnek alinarak seker, biyokiitle ve etanol analizleri yapilmustir.

Cizelge 4.59. Zenginlestirilmemis beyaz dut kurusu hidrolizati ortamimda PKD?2
materyalleri kullanilarak siirekli fermentasyon

D (1/h) Biyokiitle Dx Kalinti seker | Etanol Dp
gelisimi (g/L) (o/L/h) | (g/L) iiretimi (g/L) | (g/L/h)

0,06 1,229 0,074 27,174 34,058 2,043
0,08 1,212 0,097 36,306 36,187 2,895
0,1 1,341 0,134 55,758 52,015 5,201
0,12 1,254 0,151 53,148 53,779 6,453
0,14 1,245 0,174 68,354 43,936 6,151
0,16 1,178 0,189 78,611 41,150 6,584

= 90,0 Stirekli fermentasyon 15
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Sekil 4.34. Zenginlestirilmemis beyaz dut kurusu hidrolizati ortaminda PKD2
materyalleri kullanilarak siirekli fermentasyonuna ait seker, etanol ve biyokiitle grafikleri

Sekil 4.34’e bakildiginda etanol iiretimi 0,12 (1/h) diliisyon oraninda maksimum
degerine (53,779 g/L), seker tiiketimi 0,16 (1/h) diliisyon oraninda maksimum degerine
(78,611 g/L) ve biyokiitle gelisimi ise 0,1 (1/h) diliisyon oraninda maksimum degerine
(1,341 g/L) ulagmustir.

Etanol iiretimi grafigine bakildiginda 0,06-0,12 (1/h) diliisyon oranlarinda siirekli
bir artiy goziikmektedir. Ancak 0,12 (1/h) diliisyon oranindan sonra siirekli bir diisiis
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(wash out) goziikmektedir. Biyokiitle gelisimi grafigine bakildiginda ise 0,1 (1/h)
diliisyon oranindan sonra 6nemli bir diigiis (wash out) goziikmektedir. Seker tiiketimi
grafigine bakildiginda ise 0,12 (1/h) diliisyon oranindan sonra siirekli bir artig (wash out)
gozliikmektedir.

Cizelge 4.59’a bakildiginda en yiiksek verimlilik (Dx) 0,16 (1/h) diliisyon
oraninda 0,189 (g/L/h) olarak belirlenmistir. Etanol {iretkenligi ise ayn1 diliisyon oraninda
maksimum degerine (6,584 g/L/h) ulasmistir.

4.18. Hex Materyalleri Kullanilarak Siirekli Fermentasyon

PKD materyalleri kullanilarak siirekli fermentasyonda oldugu gibi 0,06-0,16 (1/h)
dilisyon oranlarinda Hex materyalleri ile siirekli fermentasyon gerceklestirilmistir. Hex
materyalleri {lizerine ve iginde hiicre tutulmasi i¢in 6 giin boyunca 5 kez transfer ile
immobilizasyon uygulanmistir. Ardindan ilk diliisyon orami (0,06 1/h) ile besiyeri
biyoreaktoriin icerisine alimistir. Ardindan her 24 saatte bir yeni bir diliisyon oranina
gecis yapilmistir. Her diliisyon orani i¢in ornek alinarak seker, biyokiitle ve etanol
analizleri yapilmustir.

Cizelge 4.60. Zenginlestirilmis beyaz dut kurusu hidrolizat1 ortaminda Hex materyalleri
kullanilarak siirekli fermentasyon

Biyokiitle Kalint1 Etanol

D (1/h) gelisimi Dx (g/L/h) | seker iiretimi Dp (g/L/h)
(9/L) (9/L) (9/L)

0,06 2,094 0,126 16,647 55,539 3,332

0,08 2,525 0,202 17,657 53,626 4,290

0,10 2,760 0,276 16,767 45,403 4,540

0,12 2,259 0,271 17,712 51,503 6,180

0,14 2,336 0,327 17,832 40,467 5,665

0,16 2,401 0,384 17,907 65,660 10,506

Cizelge 4.60’a bakildiginda en yiiksek verimlilik (Dx) 0,16 (1/h) diliisyon
oraninda 0,384 (g/L/h) olarak belirlenmistir. Etanol iiretkenligi ise ayni1 diliisyon oraninda
maksimum degerine (10,506 g/L/h) ulagsmustir.
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Sekil 4.35. Zenginlestirilmis beyaz dut kurusu hidrolizat1 ortaminda Hex materyalleri
kullanilarak siirekli fermentasyonuna ait seker, etanol ve biyokiitle grafikleri

Sekil 4.35’e bakildiginda etanol iiretimi ve biyokiitle gelisimi grafiklerinde wash
out goriilmemektedir. Etanol iiretimi ve biyokiitle gelisimi degerleri en son diliisyon
oraninda azalmak yerine artmaktadir. Ayrica seker tiikketimi grafigine bakildiginda 0,06-
0,16 (1/h) dilisyon oranlar1 araliginda 16,647 g/L degerinden 17,907 g/L degerine
artmaktadir, yani onemli bir artis goziikmemektedir. Bunun sonucunda bu diliisyon
oranlar1 araliginda wash out goéziikmedigi i¢in olumsuz sonuglar elde edilmekte ve Hex
materyalleri i¢in bu diliisyon oranlart uyumlu degildir.

Literatiirde 3D kiireleri kullanilarak etanol iiretimi i¢in bazi ¢alismalar
bulunmaktadir. Unsal, Tufan vd. (2023) tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada 3D
materyali olan W (20 mm) kullanilarak laboratuvar 6lgekli bir biyoreaktorde en az %82
seker tliketimi kapasitesi ile 100 g/L baslangi¢ sekeri kullanilarak tiim tekrarli kesikli
dongiilerde 37 g/L'nin lizerinde etanol (etanol verimi %41,91-%46,36) iiretilmistir.

Literatiirde etanol iiretimi i¢in besiyeri bilesimi optimizasyonunun fizerinde
birka¢ ¢alisma mevcuttur. Izmirlioglu ve Demirci (2015) tarafindan gerceklestirilen bir
calismada karbon kaynagi olarak 40,4 g/L endiistriyel atik patates piiresi kullanilmis ve
bu karbon kaynaginin enzim hidrolizi sonrasinda herhangi bir katki yapilmadan 11,63 g/L.
etanol iretilmistir. Bu ¢aligmada ayni1 zamanda besiyerine 8 bilesenin (maya ekstrakti,
malt ekstrakti, (NH4)2504, MgS0O4.7H20, KH2PO4, FeSO4.7H20, CaCOs, CaCI2.2H20)
etanol iiretimi tizerinde etkisi de incelenmistir. Sonuglara gére bu 8 bilesen arasinda
toplam 5 bilesen (maya ekstrakti, malt ekstrakti, MgSO4.7H20, KH2POs, CaCl,.2H-0)
etanol liretimi lizerinde anlamli etki gostermektedir (p-degeri < 0,05). Diger bilesenler
((NH4)2S04, FeSO4.7H,0, CaCO0:s) ise istatistiksel olarak etanol iretimi tizerinde anlamli
etki gostermemistir (p-degeri >0,05). Istatistiksel olarak anlamli olan bu 5 bilesen
arasinda ise 3 bilesen (maya ekstrakti, malt ekstrakti, MgSO4.7H20) etanol iiretimi
iizerine pozitif etki gdstermektedir ¢ilinkil bu bilesenlerin katsayilar1 pozitif olmaktadir.
Diger 2 bilesenin (KH2PO4, CaCl2.2H20) katsayis1 negatif oldugu i¢in etanol iretimi
iizerine anlamli etki gosterse de etanol iiretimini negatif yonde etkilemektedir. Bu
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calismada cevap yiizey metodolojisi kullanilarak 40,4 g/L endiistriyel atik patates
piiresine 50 g/L malt ekstrakt: ve 4,84 g/L MgS04.7H,0 bilesenleri eklenerek 30° C’de,
150 rpm ve 48 saatlik etanol fermentasyonu gerceklestirilmis ve 24,6 g/L. etanol elde
edilmis.

Izmirlioglu ve Demirci (2015)’e gore maya ekstraktinin etanol {iretimi tizerinde
onemli bir etkisinin olmadig1 goriilmiis olup bizim c¢alismamizdaki Plackett-Burman
tarama sonuglariyla uyumludur. Bunun sebebi asir1 miktarda nitrojenin etanol tiretimini
negatif etkilemesi olabilmektedir. Vilanova vd. (2007) asir1 miktarda nitrojenin etanol
konsantrasyonunu azalttigini belirtmistir. Ayrica, ¢cok yliksek graviteli etanol tiretimi igin
nitrojen takviyesi incelendigi bir ¢calismada, yiiksek maya ekstrakti konsantrasyonlari
etanol tiretimini desteklemedigini bildirmislerdir (Chan-u-Tit vd. 2013; Izmirlioglu ve
Demirci 2015). Bizim calismamizda azot kaynagi olarak 3 bilesen kullanilmaktadir.
Bunlar: pepton, maya ekstrakti ve (NH4)2SO4 bilesenleridir. 3D materyalleri kullanilarak
immobilizasyon yapildiginda modifiye ortamda (45 g/L glukoz, 45 g/L fruktoz, 1 g/L
sakkaroz); PBD sonuclarina gore bu 3 bilesen arasinda maya ekstraktinin katsayist negatif
oldugu i¢in etanol iiretimini negatif etkilemektedir. Pepton ve (NH4)2SO4 bilesenlerinin
katsayilar1 ise pozitif olup etanol iiretimini pozitif yonde etkilemektedir. PKD2
materyalleri iceren modifiye ortamda ise PBD sonuglarina gore azot kaynaklar1 arasinda
sadece peptonun katsayisinin pozitif oldugu belirtilmektedir.

Wang vd. (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada etanol iiretimi i¢in karbon
kaynagi olarak kullanilan misir unu hidrolizatina 6 parametre (Mg?*, glisin, maya
ekstrakti, biyotin, asetaldehit ve pepton) eklemisler. Bu 6 faktor arasinda Mg?* ve pepton
konsantrasyonlar1 etanol iiretimine en ¢ok katkida bulunmustur. Bu arasgtirmaya gore
misir unu hidrolizatina 50 mM Mg?* ve %1,5 (w/v) peptonun eklenmesi sonucunda 48
saatlik fermentasyonda etanol konsantrasyonu %14,2'den %17 (v/v) degerine ulasarak
%20 artig saglanmustir.

Pradee, Sarathi Reddy vd. (2012) etanol iiretimi igin proses ve besiyeri
optimizasyonu ile ilgili yaptig1 bir calismada karbon kaynagi olarak parmak dari
(Eleusine coracana L.) tohumlarmi kullanmis ve 7,13 g/L maya ekstrakti, 23,32 mM
MgSOs ve 4,8 pH degerinde %13,66 (v/v) kadar yiiksek bir etanol {iretimini
gergeklestirebilmis.
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5. SONUCLAR

Bu ¢alismada S. cerevisiae (ATCC 36858) mayasi kullanilarak beyaz dut kurusu
hidrolizat1 ortaminda ve ayrica beyaz dut kurusu hidrolizatinin seker icerigine gore
olusturulan modifiye ortamda (45 g/L glukoz, 45 g/L fruktoz, 1 g/L sakkaroz) etanol
fermentasyonu yapilmistir. Karbon kaynagi olarak kullanilan beyaz dut kurusu su
banyosunda ekstrakte edilmistir ve optimum ekstraksiyon kosullar1 3 saat, 80°C ve 1:4
g/ml (kat1 s1v1 orani) olarak belirlenmistir.

Bu ¢alismada, 375 gram olarak tartilan beyaz dut kurusundan yaklasik 1 litre
ekstraksiyon elde edilmistir. Bu beyaz dut kurusu ekstraksiyonu ile yapilan kontrol
fermantasyonu sonucunda, S. cerevisiae mayasinin 146,273 g/L seker tiiketimiyle 72,783
g/L etanol tretilmistir. Yani, sekerin %49,76's1 etanole doniismiistiir. Teorik olarak, 1 kg
glukozdan %51 etanol ve %49 karbondioksit elde edilir. Ancak pratikte kullanilan
mikroorganizmalar, glukozun tamamini tiiketemezler (Demirbas 2005; Bengisu 2014).
Bu sebeple bu deneyde elde edilen deger (%49,76) teorik degerden (%51) daha diisiik
olmustur.

Etanol fermentasyonunun verimliliginin artmasinin zaman, maliyet ve enerji
acisindan olduk¢a ©nemli oldugu bilinmektedir. Bu amagla bu tez kapsaminda
immobilizasyon ve besiyeri optimizasyonu yapilmistir. Bu dogrultuda ilk olarak
immobilizasyon i¢in kullanilan 4 farkli PKD ve 4 farkli 3D materyali arasinda etanol
iiretimi agisindan en iyi materyal olarak PKD2 ve Hex materyalleri se¢ilmistir. Bu asama
ve besiyeri optimizasyonu asamasi modifiye ortamda (45 g/L glukoz, 45 g/L fruktoz, 1
g/L sakkaroz) yapilmustir.

Bu tez kapsaminda besiyerindeki ¢Oziinmiis oksijen miktarinin 6l¢timi
yapilmamustir. Sekil 4.29’a bakildiginda beyaz dut kurusu hidrolizatinda yapilan 48
saatlik kontrol fermentasyonda etanol {iretimi 8. Saate kadar sifir iken 8. saatten sonra ¢ok
hizli bir sekilde artmistir. Biyokiitle gelisimi de 8. saatten sonra hizlica artmistir. Seker
de ilk saatlerde yavas bir sekilde tliketilirken 8. saatten sonra hizlica tiikketilmistir. Bunun
ana nedeni besiyerindeki ¢Oziinmiis oksijenin miktaridir. Fermentasyonun 8. saatine
kadar ¢oziinmiis oksijen miktar1 yiliksek oldugu i¢in etanol iiretimi gergeklesmemis,
biyokiitle gelisimi ve seker tiiketimi diisiik olmustur. 8. saatten sonra ise ¢Oziinmiis
oksijen miktar1 olduk¢a diismiis, bdylece etanol iiretimi, biyokiitle gelisimi ve seker
tiiketimi hizla artmistir.

Besiyeri optimizasyonu amaciyla modifiye ortama farkli miktarlarda yedi cesit
besiyeri bileseni eklenmis ve 10 ¢esit besiyerinin PBD yontemi ile formiilasyonlar: hem
PKD2 materyalleri ile hem de Hex materyalleri ile yapilmis, fermentasyonlari
gerceklestirilmis ve optimum besiyeri bilesiminin PKD2 materyalleri i¢in maksimum
etanol tretimi agisindan 20 g/L pepton ve 0.5 g/L KH2PO4 oldugu, Hex materyalleri i¢in
ise 20 g/L pepton, 3g/L KH2PO4, 2 g/L (NH4)2S04 ilavesi oldugu saptanmis. Bu verilere
gore dogrulama fermentasyonu hem modifiye ortamda hem de beyaz dut kurusu
hidrolizat1 ortaminda yapilmis. PKD2’li modifiye ortamda dogrulama denemesinden elde
edilen maksimum etanol iiretimi 39,772 g/L olarak belirlenmistir ve beklenen deger
(40,65 g/L) ile uyumluluk gostermistir. PKD2’li beyaz dut kurusu hidrolizatinda
dogrulama fermentasyonu (20 g/L pepton, 0,50 g/L KH2PQOjs) yapildiginda etanol tiretimi
31,38 g/L ve verim %26,36 olarak belirlenmisken; zenginlestirilmemis beyaz dut kurusu
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hidrolizati ortaminda etanol {iretimi 42,315 g/L ve verim %33,74 olarak belirlenmistir.
Yani beyaz dut kurusu hidrolizatina hicbir tesvik edicinin eklenmemesi verimin %28
olarak artisina sebep olmaktadir. Bu nedenle siirekli fermentasyon PKD2 materyalleri
icin zenginlestirilmemis beyaz dut kurusu hidrolizati ortaminda yapilmaistir.

Stirekli fermentasyonun hi¢ zenginlestirilmemis beyaz dut kurusu hidrolizati
ortaminda yapilmasinin sebebi PKD2 materyallerinin kendi yapisinda %5 soya fasulyesi
unu, %5 maya ekstrakti ve %5 sigir albiimin gibi azot kaynaklarinin icermesidir. Beyaz
dut kurusuna asir1 azot kaynaginin eklenmesi de etanol iretimini negatif yonde
etkilemektedir.

Hex materyalli modifiye ortamda dogrulama fermentasyonu yapildiginda
denemeden elde edilen maksimum etanol iiretimi 27,882 g/L olarak, beklenen deger ise
32,9695 g/L. olarak belirtilmistir. Hex materyalleri kullanilarak beyaz dut kurusu
hidrolizati ortaminda hicbir tesvik edici kullanmadan maksimum etanol tiretimi 53,773
g/L olarak belirlenirken, dogrulama fermentasyonu (20 g/L pepton, 3g/L KH2POg4, 2 g/L
(NH4)2S0g4) yapildiginda ise maksimum etanol iiretimi 56,183 olarak belirlenmistir. Yani
tesvik edicinin eklenmesi Hex materyalleri i¢in etanol tiretimini %4,48 olarak arttirmustir.
Bu nedenle biyoreaktorde siirekli fermentasyon PKD2 materyalleri ig¢in
zenginlestirilmemis beyaz dut kurusu hidrolizati ortaminda yapilmisken, Hex
materyalleri i¢in dogrulama fermentasyonu sonuglarina gore (20 g/L pepton, 3g/L
KH2PO4, 2 g/L (NH4)2SO4) zenginlestirilmis beyaz dut kurusu hidrolizati ortaminda
yapilmustir.

Bu tez kapsaminda, substrat olarak beyaz dut kurusu kullanilmistir. Bunun
nedenlerinden biri, dut agaglarindan yere dokiilen ve kullanilamayan fazla dutun
bulunmasidir. Diger bir nedeni ise, beyaz dut kurusunun yiiksek seker igerigi sayesinde
daha fazla etanol iiretimi ve verim elde edilebilmesidir. Ayrica, beyaz dut kurusunun
fermentasyon oncesi iglemleri (up stream) oldukga basittir ve ekstraksiyon disinda bagka
bir islem gerektirmedigi i¢in maliyeti diisiiriir.

Bu calismada immobilizasyon malzemesi olarak PKD ve 3D materyaller
kullanilmistir. PKD2’li beyaz dut kurusu hidrolizatinda dogrulama fermentasyonu (20
g/L pepton, 0,50 g/L KH2POa) yapildiginda etanol tiretimi 31,38 g/L ve verim %26,36
olarak belirlenmisken; zenginlestirilmemis beyaz dut kurusu hidrolizat1 ortaminda etanol
iretimi 42,315 g/L ve verim %33,74 olarak belirlenmistir. Yani beyaz dut kurusu
hidrolizatina higbir tesvik edicinin eklenmemesi verimin %28 olarak artisina sebep
olmaktadir. Bunun nedeni, PKD2 materyallerinin yapisinda azot kaynaklar1 (%5 soya
fasulyesi unu, %5 maya ekstrakti, 5% sigir alblimin) igermesidir. Bu 6zellik, siirekli
fermentasyon siireclerinde ek kimyasal maddelere ihtiya¢ duyulmadigi i¢in maliyet
acisindan avantaj saglamaktadir.

PKD2 materyalleri kullanilarak zenginlestirilmemis beyaz dut kurusunda 0,06-
0,16 (1/h) diliisyon oranlar1 arasinda siirekli fermentasyon yapildiginda Sekil 4.34’e gore
0,12 (1/h) diliisyon orant wash out noktasi olarak belirlenmistir. 0,1 (1/h) diliisyon
oraninda biyokiitle gelisimi maksimum degerine (1,341 g/L) ulagsmistir. Ayrica, bu
diliisyon oraninda etanol iiretimi olduk¢a yiiksek seviyede gerceklesmis ve 52,015 g/L
degerine ulasilmistir. Boylece 0,1 (1/h) diliisyon orant en uygun oran olarak
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belirlenmistir. Gelecek calismalarda, bu dilisyon oraninda denemeler yapilabilir ve
stirekli fermentasyonun bu oran altinda kag giin siirdiiriilebilecegi arastirilabilir.
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