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OZET

SEKER PANCARI MELASINDAN iMMOBILIZE REKOMBINANT E.coli KO11
ILE BIYOETANOL URETIMININ ARASTIRILMASI

Bu ¢alismada, karbon kaynagi olarak seker pancar1 melasi kullanilarak rekombinant
E. coli KO11’den siirekli sistemde biyoetanol {iretimi incelenmistir. Caligsmalar hidroliz,
kesikli fermantasyon (serbest ve immobilize hiicrelerle) ve siirekli (immobilize hiicrelerle)
olmak iizere {i¢ asamada yiiriitiilmiistiir. Melas, igeriginde yaklasik % 50 sakkaroz bulunun
seker endiistrisinin bir yan iriniidiir. Yapidaki sakkarozu yapi taslari olan glikoz ve
fruktoza dontistiirmek icin iki asidik ve bir enzimatik hidroliz yontemleri uygulanmigtir.
Enzimatik hidroliz diger hidroliz yontemlerinden daha iyi sonu¢ vermistir. Bu nedenle,
enzimatik hidroliz sartlar1 Merkezi Kompozit Dizayn (MKD) ile optimize edilmistir.
Hidroliz deneyleri 50 ml ¢alisma hacmindeki 250 ml’lik erlenlerde, 55 °C ve pH 4.5’da
gerceklestirilmistir. MKD ile toplamda 20 deney tasarlanmigtir. Optimizasyon
calismalarinda invertaz enzimi kullanilmistir ve optimum kosullar 87,77 g/L melas
konsantrasyonu, 0,45 (%,v/v) enzim konsantrasyonu ve 1593 saat siire olarak

belirlenmistir.

Tez calismasinin ikinci asamasinda kesikli reaktdrde serbest ve immobilize hiicreler
kullanarak biyoetanol iiretim verimi arastirllmistir. Serbest ortamda 50 ml calisma
hacmindeki 250 ml’lik erlenler kullanilmistir. 37 °C sicaklik ve 100 rpm inkiibasyon
sartlarinda yapilan deneyler sonucunda % 96’lik teorik verimle biyoetanol tretilmistir.
Kesikli immobilize mikroorganizmalarla gergeklestirilen ¢alismalar i¢in uygun boncuk
yapisini elde etmek amaciyla farkli aljinat ve CaCl, miktarlari denenmistir. En uygun

boncuk
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yapist % 3 (w/v) aljinat ile % 5 (w/v) CaCl; ¢ozeltileri kullanilarak elde edilmistir. Bu
boncuklarin kullanildigi kesikli fermantasyon deneyinde % 93°liikk teorik verime

ulasilmustir.

Calismanin son asamasinda kesikli sitemdeki uygun immobilizasyon sartlarinda
tiretilen immobilize E. Coli KO11 suslar1 kullanilarak siirekli fermantasyon teknigi ile
biyoetanol iiretimi incelenmistir. Bu amagla, kullanilan stirekli sistem kolonu 3 mm
kalinlik, 3 cm i¢ ¢ap ve 20 cm uzunluguna sahip borosilikat camdan yapilmistir. Siirekli
sistem kolonu distan bir 1sitma ceketine sahip olup, deneyler boyunca kolon sirkiilasyonlu
su banyosu ile 37 °C ¢alisma sicakliginda tutulmustur. Calismalarda hidrolizat pH’lar1 ise
E. coli, KO11’ in canlilik faaliyetlerini gosterebildigi 6’ya ayarlanmistir. Farkli seyrelme
hizlarinin (kolon akis hizi/kolon hacmi) denendigi siirekli fermantasyon deneylerinde ise
1.68 sa™ seyrelme hizinda, % 89 teorik verim elde edilmistir. Kesikli immobilizasyon ile
elde edilen % 93’liikk teorik verim ile karsilastirildiginda, siirekli sistem ile de yiiksek
oranda biyoetanol {iiretildigi sdylenebilir. Siirekli sistemde maksimum etanol iiretildigi
stirede kesikli (36 saat) ve stirekli (60 saat) sistemlerin verimliligi karsilastirildiginda ise,

stirekli sistemin agik bir sekilde daha avantajli oldugu diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Biyoetanol, Seker Pancar1 Melasi, E.coli KO11, optimizasyon,

Immobilize Hiicre Reaktorii.
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SUMMARY

INVESTIGATION OF BIOETHANOL PRODUCTION FROM SUGAR BEET
MOLASSES BY IMMOBILISED RECOMBINANT E.Coli KO11

In this study, bioethanol production from sugar beet molasses as a carbon source
has been investigated by using E. coli KO11 in continuous system. The studies have been
conducted in three stages: hydrolysis, batch fermentation (with free and immobilized
cells), and continuous (with immobilized cells). Sugar beet molasses is a by-product of the
sugar industry with about 50 % sucrose in its content. Two acidic and one enzymatic
hydrolysis methods were applied to convert glucose and fructose, which are the building
blocks of sucrose existing in the structure. It has been determined that enzymatic
hydrolysis is better than other hydrolysis methods used. Thus, the enzymatic hydrolysis
conditions have been optimized by central composite design (CCD). The hydrolysis
experiments have been carried out at 55 °C, in 50 ml working volume of 250 ml flasks, and
at pH 4.5. Total 20 experiments have been designed by CCD. invertase enzyme has been
used in the optimization experiments. The results of enzymatic hydrolysis have been
determined as 87.8 g/L molasses concentration, 0.45 (%, v/v) enzyme concentration, and
15.93 h time.

The stage of second, yield of bioethanol production have been investigated by using free
and immobilization cells in a batch reactor. In free media, working volume of 50 ml has
been used flasks with volume of 250 ml. As a results of experiments under conditions
carried out incubation at 37 °C and 100 rpm, bioethanol was produced with a theoretical
yield of 96 %. To obtain suitable bead structure for studies performed by immobilized

microorganisms
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in the batch system, different alginate and CaCl, quantities were tried. The best available
bead structure has been obtained by using solution with alginate concentration of 3 %
(w/v) and CaCl, concentration of 5 % (w/v). Theoretical fermentation yield of 93% was

achieved in the batch fermentation experiment using these beads.

The final stage of this work, the continuous bioethanol production has been
investigated by using immobilized E.coli KO11 strain obtained at the suitable
immobilization conditions in the batch system. For this purpose, the continuous system
column made of borosilicate glass has 3 mm of thick, 3 cm of inner diameter, and 20 cm of
length. The continuous system column has a heating jacket from the outside. The working
temperature of the column has been kept at 37 °C during the experiments. The pH of
hydrolysates has been adjusted to 6, where E.coli KO11 can show activity. In continuous
fermentation experiments, the effect of different dilution rates (column flow rate/column
volume) on the bioethanol yield has been examined. 89 % of yield has been obtained from
the experiments carried out at dilutin rate of 1.68 h™:. Compared with the theoretical yield
of 93 % obtained by batch immobilization experiment results, it can be said that bioethanol
is produced at high rate by continuous system. It is thought that the continuous system is
clearly advantageous when the productivity of the continuous (36 hours) and continuous
(60 hours) systems is compared while the maximum ethanol is produced in the continuous

system.

Keywords: Bioethanol, Sugar Beet Molasses, E.coli KO11, Optimization, Immobilized

Cell Reactor.
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1.GIRIS

Diinya niifusunun giderek artmasi ve endiistriyel faaliyetlerin ¢ogalmasi sebebiyle
diinyada enerjiye duyulan ihtiya¢ her gecen giin artmaktadir. Bu enerji ihtiyacinin biiyiik
bir kismi fosil yakitlarla karsilanmaktadir. Fosil yakitlarin giderek rezervlerinin tiikenmesi
ve sebep oldugu cevresel sorunlardan dolayi, alternatif enerji kaynaklarina ihtiyag vardir.
Fosil yakitlarin yanmasiyla havaya salinan kirletici gazlarin sebep oldugu atmosfer
kirliligi; diinya iizerinde, sera etkisi yaparak ciddi sorunlara sebep olmaktadir. Ornegin,
sera etkisi kiiresel 1sinmanin temel etkeni olup diinya iizerinde yasayan tiim canlilarin

yasamsal faaliyetlerini dogrudan etkilemektedir.

Fosil yakitlarin sebep oldugu bu olumsuz durum yenilenebilir enerjiye duyulan
ihtiyac1 daha da 6nemli hale getirmektedir. Cevre dostu olmasi, kaynak cesitliligi ve fosil
yakitlara gore rezerv zenginligi, yenilenebilir enerjinin dikkat c¢ekici en Onemli

ozelliklerindendir.

Uretilen yenilenebilir enerji tiirleri arasinda ki en biiyiik paya biyoyakitlar sahiptir.
Biyoyakitlardan ise en fazla iiretilen yakit, biyoetanoldiir. Biyoetanol petrole alternatif bir
yakit olmakla beraber c¢ok islevsel bir yakit tiiriidiir. Biyoetanol seker, nisasta ve
lignoseliilozik olmak iizere ii¢ temel kaynaktan iiretilebilir. Seker esasl kaynaklara seker
pancari, seker kamisi, melas gibi fabrikasyon hammadde ve atiklarmin yani sira birgok
sakkaroz ve ozellikle glikoz ve fruktoz gibi sekerleri iceren materyaller 6rnek verilebilir.
Sakkaroz biyoetanol iiretiminde ¢ogu durumda direkt fermente edilemediginden cesitli
yontemlerle glikoz ve fruktoza doniistiiriilmelidir. Nisasta igerikli kaynaklar misir basta
olmak tizere ¢esitli tahillar ve patates, sorgum gibi yumrulu bitki {rinleridir. Bu
kaynaklarin biyoetanol iiretiminde kullanilmasi gida olarak tiiketimde ihtiya¢ fazlasinin
olmadig1 durumlarda ¢ok iyi fizibilite calismasi gerektirir. Ulkemizde Konya, Amasya,
Adana, Bursa gibi illerimizde melas, misir ve bugdaydan biyoetanol {iretiminin
gerceklestirildigi tesisler bulunmaktadir. Lignoseliilozik kaynaklar ise bitki kalintilari,
hububat atiklar1 ve bitkisel iiriinleri isleten fabrika atiklar1 basta olmak {izere birgok
seliiloz, hemiseliiloz ve lignin i¢eren maddelerdir. Lignoseliilozik materyaller biyoetanol
tretiminde kullanilmadan 6nce selilloz ve hemiseliilozu glikoz ve ksiloz gibi 5 ve 6

karbonlu monosakkaritlere doniistiiriilmelidir. Bu amagla, lignoseliillozik hammadde bir



seri &n isleme tabi tutulmaktadir. On islemler bir taraftan proses maliyetini yiikseltirken,
diger taraftan bazi on islemler ile lignin bir sonraki basamak olan fermantasyonda
mikroorganizma faaliyetlerini olumsuz yonde etkileyen fenolik bilesikler gibi bir takim

yan triinlerin olusumuna yol agmaktadir.

Biyoetnol iiretiminde ¢esitli tip reaktorler kullanilabilir. Bu reaktorler kesikli, yar1
kesikli ve siirekli olarak siniflandirilabilir. Iyi tasarlanmus siirekli sistem fermantorlerle
basta tretim verimliligi olmak iizere bir¢ok yoOnden avantajli biyoetanol {iretimi

yapilabilmektedir.

Melas seker fabrikalarinin atig1 olup, yiiksek oranda sakkaroz igeren (yaklasik %
50) vizskoz bir siv1 {irlindiir. Seker pancart ya da kamisinin tiiriine bagh olarak bilesimi
degisim gosterebilmektedir. Melas 6nemli oranda demirin yaninda kalsiyum, magnezyum
ve potasyum gibi diger mineralleri de igerir. Baslica yem, ilag, giibre, insaat, kozmetik,
tarim olmak iizere bircok endiistride hammadde olarak degerlendirilmektedir. Ulkemizde
bir¢cok seker fabrikasindan 6nemli oranda melas {iiretilmektedir. Tiirkseker 2017 faaliyet
raporuna gore iilkemizde 25 seker fabrikasindan 2015, 2016 ve 2017 yillarina ait toplam
melas tiretimi miktari sirastyla 368, 502 ve 490 Bin tondur. Melasin biyoetanol iiretiminde
kullanildig1 fabrikalarin yani sira bu iiretim prosesini gelistirici bilimsel arastirma

niteligindeki ¢aligmalar da yapilmaktadir.

Bu tezde iilkemizde de tiretimi olan seker pancari melasindan rekombinant E. Coli
KO11 susunun immobilize edilerek siirekli sistemde biyoetanol iiretiminde kullanilmasi

incelenmistir.



2. GENEL BILGILER VE LITERATUR OZETi
2.1. Yenilenebilir Enerji

Gegmisten glinimiize enerji ihtiyacinin biiyiikk bir kismu fosil yakitlarla
karsilanmaktadir. 2014 yilinda, diinyadaki toplam birincil enerji arzi 13,700 MTEP
(milyon ton esdeger petrol)’ dur. Bunun 13,81 (1,894 MTEP) yenilenebilir enerji
kaynaklarindan elde edilmektedir. 1990 yilindan glinimiize kadar yillik % 2,2’lik bir
bliyiime oranina sahip olan yenilenebilir enerjiye duyulan ihtiya¢ ise her gecen giin
artmaktadir (Anonim 1). Diinyada firetilen enerji tiirleri ve tiretimdeki paylar1 Sekil 2.1°de

gosterilmistir.

Yenilenebilir enerji, giivenli ve siirdiiriilebilir sekilde elde edilen enerji olup, enerji
sektoriiniin sosyal, cevresel ve ekonomik olumsuzluklarini azaltacak bir enerji tliriidiir
(Dawoud vd., 2007). Baslica yenilenebilir enerji tiirleri; biyokiitle, giines, riizgar, jeotermal
ve hidroelektriktir. Diinyada tiretilen yenilenebilir enerjideki en biiyiikk paya Sekil 2.2°de
gosterildigi gibi % 72,8’lik pay ile biyoyakitlar sahiptir. Biyoyakitlar da kendi biinyesinde
kat1, siv1 ve gaz biyoyakitlar olmak tizere 3’e ayrilmaktadir. Biyoyakitlar bircok yonden
avantajlidir. Baglica avantajlar; iklim degisikligi ve kirletici gazlarin azaltilmasi, tarimsal
faaliyetlerin artmasi ve atiklarin kullanimi, petrol fiyatinin orantisiz artist ve enerji
piyasasindaki giivensizlige alternatif, cevresel faydalar ve olumlu sosyo-ekonomik
faktorlerdir (Celebi ve Ugur, 2015).

Digerleri
%0.3

Niikleer
%4.8

Yenilenebilir

$%13.8

Diger
yenilenebilir
%1.3

Sekil 2.1. Diinyadaki toplam enerji tiretimi ve yiizde degerleri (Anonim 1)
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Sekil 2.2. Diinyadaki toplam yenilenebilir enerji tiretim miktarlar1 (Anonim 1)

Sahip oldugu bu avantajlar sayesinde biyoyakitlarin iretimi her gegen giin
artmaktadir. Avrupa’da 2005 ile 2030 yillar1 arasinda sivi biyoyakitlarin % 6,3’liik bir
yillik biiylime oranina sahip olmasi beklenmektedir. Sivi biyoyakitlarin % 4,1°lik kismim
olusturan biyoetanol, diinyada bugiine kadar kullanilan en yaygin biyoyakitlardan biridir
(Coppola vd., 2009).

2.2. Biyoetanol

Biyoetanol seker igeren hammadde kaynaklarindan mikroorganizmal faaliyetler
sonucu olusan iki karbonlu bir alkoliidiir. Bu tiir bir iiretim fermantasyon ile gerceklesip,
hammadde kaynagmin tiirline gore proses farkliliklart icerir. Kisaca biyoetanol
petrokimyasal kaynaklardan iiretilen etanole alternatif, mikrobiyal fermantasyon sonucu
olusun etil alkoldiir (Walker, 2012). Biyoetanoliin kimyasal yapist Sekil 2.3’de
gosterilmistir. Biyoetanoliin etil alkolden herhangi bir farki olmayip fiziksel, kimyasal ve

termal Ozellikleri Tablo 2.1°de verilmistir.

Biyoyakitlar i¢in biyokiitle doniisiimii, hem alternatif enerji kaynagi olusturma,
hem de CO,, NO,, SO, gibi kirletici gazlar ve toksik yanma fiiriinlerinin azaltilmasi ile
biyobozunurluk agisindan énemli bir secenek sunmaktadir (Belgiorno vd., 2003). Yiiksek
oktan sayisi, diisiik sera gazi emisyonunu, benzinle her oranda karistirilabilme, benzinde

kursun yerine oktan artirict olarak kullanim, dizel motorlarda setan sayisinda uygunluk gibi



birgok 0zellik ile biyoetanol i¢ten yanmali (ateslemeli ve dizel) motorlarda ¢ok biiyiik

avantajlar saglar (Balat ve Balat, 2009; Hernandez ve Kafarov, 2009).

H H
I

H—C—C—O0OH

I
H H

Sekil 2.3. Biyoetanoliin kimyasal yapis1 (URL-1,2018)

Tablo 2.1. Biyoetanoliin kimyasal, termal ve fiziksel 6zellikleri (Aydogan vd., 2010)

Kimyasal 6zellikler

Formiil C,HsOH
Molekiil agirlig: 46,1
Karbon(wt) % 52,1
Hidrojen(wt) % 13,1
Oksijen(wt) % 34,7
C/H(wt) 4
Fiziksel Ozellikler

Ozgiill Agirlik (kg/dm?®) 0,79 kg/dm®
Buhar basmer (38 °C) ( mmHg) 50
Kaynama Sicakligi (°C) 78,5
Dielektrik katsayisi 2,3
Suda ¢6ziinme o0
Termal Ozellikler

Alt1s1l degeri (kcal/kg) 6,400
Tutugma Sicakligi (°C) 35
Ozgiil Is1 ( keal /kg °C) 0,6
Erime Noktasi1 (°C) -115




Biyoetanol sahip oldugu bir¢ok avantajla, gelismis ve gelismekte olan iilkelerin
enerji ve yakit politikalarinda kullanimi zorunlu olan yenilenebilir enerji kaynaklarinin
basinda gelmektedir (Demirbas, 2009). Ulkemizde de etanoliin benzinle karistirilmasi i¢in
EPDK tarafindan yayinlanan teblig s6z konusudur (URL-2,2018). Goriildigi gibi yakat
basta olmak iizere etil alkoliin kullanildig1 kozmetik, ilag, icecek, gida ve daha bircok

alanda (Anonim 2) biyoetanol kimyasal olarak tiretilen etil alkole alternatif bir kaynaktir.
2.2.1. Biyoetanoliin Tarihi ve Giiniimiizdeki Kullanim Alanlari

Etanol yakit olarak ilk 1800’1 yillarin sonlarina dogru modern motorlu tasitlarin
icadi ile kullanilmaya baglanmistir (Demirbas, 2009; Solomon vd., 2007). Biyoetanol ise,
1970’1erdeki OPEC petrol krizinden sonra alternatif bir enerji kaynagi olarak tiretilmistir.
1975 yilinda Brezilya seker kamisindan, 1978 yilinda ise ABD misirdan biyoetanol
tiretmeye baglamigtir. Bu {ilkelerde biyoetanol {iretimi hiikiimetler tarafindan tesvik
edilmistir. Bu {lkelerin ardindan diger iilkelerde de biyoetanol liretimine baslamistir
(Cardona ve Sanchez, 2007; Kumar vd., 2010;Soccol vd., 2010). Yenilenebilir bu enerji
kaynag1 giiniimiizde hala ilgi odagidir (Goksungur ve Zorlu, 2009). Diinyada iiretilen
biyoetanol miktar1 ve fiyat1 hakkinda bilgi veren bir grafik Sekil 2.4’de gosterilmistir. 2015
yilinda diinyadaki biyoetanol {iretimi % 4,1 oraninda artmistir (Anonim 3). Dinyadaki
biyoetanoliin yakitlar igerisindeki payr 2005 yili tahminleriyle karsilastirildiginda, 2030
yili dretim kapasitesi 7 kat artarak benzin tiiketiminin  %10-20’sine ulagmasi
beklenmektedir (Walter vd., 2008).

Diinyada biyoetanol iiretiminin yapildig: tilkeler ve {iretim miktarlar1 Tablo 2.2°de
verilmistir. Ulkemizde Konya basta olmak iizere diger bazi seker fabrikalarinda melastan;
Bursa ve Adana illerimizde ise misir ve/veya bugday olmak lizere biyoetanol iiretimi
gerceklestirilmektedir. Fakat iiretim kapasitesi benzine olan ihtiyacinin tamamini veya
benzine katki maddesi olarak katilma miktarim1 karsilayamamaktadir (Melikoglu ve
Albostan, 2011). Tirkiye’deki biyoetanol iiretim kapasitesi mevcut biyoetanol {iretim

tesislerine gore 800.000 L/giin’ diir (Bayrakg1 ve Kogar, 2012).
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Sekil 2.4. Kiiresel etanol iiretimi ve 2017 yilina 6n gériilen fiyat ve ticareti (Anonim 4)

Tablo 2.2. 2016 yilinda tilkelerin tiretmis olduklar1 biyoetanol miktarlari (Anonim 5)

Ulkeler Milyon galon
ABD 15250
Brezilya 7295

Avrupa Birligi 1337

Cin 845

Kanada 436

Tayland 322

Arjantin 264

Hindistan 225

Diger 490

Ulkemizde etanol iireten 12 tesis bulunmaktadir fakat bunlarin sadece 3 tanesi yakit olarak
biyoetanol iiretmektedir. Digerleri igecek endiistrisi i¢in iiretim yapmaktadir (Bayrakei
Ozdingis ve Kogar, 2018). Sekil 2.5’te iilkemizde var olan biyoetanol fabrikalarinin

tiretmis olduklar1 etanol miktari ile liretim potansiyeli gosterilmistir.
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Sekil 2.5. Ulkemizde mevcut biyoetanol iiretimi ve toplam potansiyeli,* sadece potansiyel (Ozdingis vd.,
2018)

2.2.2. Biyoetanol Uretiminde Kullamilan Hammaddeler

Biyoetanol iiretiminde ¢esitli hammadde kaynaklari kullanilmaktadir. Baslica
kullanilan hammadde kaynaklari seker, nisasta veya lignoseliilozik yapilart igeren bitkisel
kaynaklardir ( Bayrakg1, 2009). Ulkelerin iklimsel sartlar1 dogrudan tarimsal faaliyetlerini
de etkileyeceginden, biyoetanol iiretimi uygun iklim sartlarinda yetistirilmesi kolay ve bol
olan bitkilerden yapilmaktadir. Ornegin, ABD musiri, Avrupa seker pancari ve bugdayi,
Brezilya; seker kamisini biyoetanol iiretmek amaciyla kullanmaktadir (Akalin ve
Seyrekbasan, 2015). ABD ve Brezilya diinyanin en biiyiik biyoetanol iireticileridir (Lapan
ve Moschini, 2012). Avrupa iilkelerinde etanol iiretimin de hammadde olarak en fazla
sakkaroz iceren seker pancar melas1 kullanilir. Sakkaroz iceren hammaddelerden etanol
tretim islemlerinde hammaddenin ulasilabilirligi ve tasinmasi tiretim maliyeti {izerinde
onemli bir etkiye sahiptir. Melastan biyoetanol {iretiminde hammadde maliyeti son etanol
fiyatinin % 70’ine karsilik geldigi yapilan bir ¢aligmayla ortaya konulmustur (Cardona ve
Sanchez, 2007). Seker pancarinin islenmesi sonucu olusan bir atik olan melas, i¢erdigi bazi
faydali eser elementler ve yiiksek sakkaroz igeriginden dolay1 fermantasyon igin kullanimi

en uygun materyallerden biridir (Rodriguez vd., 2010).



2.2.2.1. Seker Icerikli Kaynaklar

Seker igerikli kaynaklarin en bilinenleri seker pancar1 ve seker kamigidir. Bunun
yaninda seker pancari saplari, seker pancar1 yumrusu, tatli sorgum saplar1 ve seker pancari
melasi ile seker kamisi melas1 gibi tarimsal atiklarda kullanilir. Seker igerikli kaynaklar,
biyoetanol iiretmek i¢in kullanilan diger seliilozik kaynaklar ve nisasta icerikli kaynaklarin
aksine On islem gerektirmez ve dogrudan biyoetanol iiretmek i¢in kullanilir. Bu durum,
sakkarozu diisiik verimle biyoetanole doniistiiren mikroorganizmalar i¢in gegerli olmayip,
boyle proseslerde hidrolize ihtiya¢ duyulur. Seker pancari 6nemli miktarda seker igerir bu
yiizden Fransa basta olmak iizere Avrupa’daki bir¢ok iilke biyoetanol iiretmek amaciyla
seker pancarim1 kullanir. Ancak, seker {iretiminde de kullanilan seker pancarindan
biyoetanol iiretimi fabrikanin atig1 olan melastan biyoetanol iiretimine gore dezavantajlidir.
Bu durum seker kamist icin de gegerlidir. Seker pancari melasinin yaklasik % 48’1, seker
kamis1 melasinin ise yaklasik % 60’1 sakkarozdan olusmaktadir (Ghorbani vd., 2011;
Anonim 2; Anonim 6). Sakkarozun glikoza ve fruktoza hidrolizi ve sonrasinda

fermeantasyonla alkol liretim mekanizmalar1 asagida verilmistir:

invertaz
C12H3,011 + H,0 — CgH13,06 + CgH1306 (2.1)
('siikroz ) (glikoz) (fruktoz)
mikroorganizma
CeH1,04 2C,HsOH + 2C€0, (2.2)
(glikoz ya da fruktoz ) (etanol )

Seker endiistrisinin bir yan {irlinii olan melas, kristalize edilemeyen koyu renkli
viskoz bir sividir. Yaklasik %80-85 briks oranina sahip olan melas, hayvan yemi olarak ve
fermantasyon teknolojisinde karbon kaynagi olarak kullanilmaktadir. Hayvan yemi olarak
kullanilacak melasin kuru madde orani seyreltilerek %70-75 oranina ¢ekilmelidir
(Draycott, 2008). Seker pancart melasi igeriginde yaklasik olarak %350 sakkaroz ihtiva
etmektedir. igeriginde bulunan diger karbonhidratlar glikoz, fruktoz, rafinoz ve oligo ya da
polisakkaritler olup igerigin yaklasik %1 ini olustururlar ve {iretim siireci melas bilesimini
dogrudan etkiler (Anonim 7). Seker pancart melasinin kimyasal bilesimi Tablo 2.3’de,
icerdigi baslica mineraller Tablo 2.4’de, aminoasitler Tablo 2.5’te, azot iceren bilesikler

Tablo 2.6’da ve anyonlar ise Tablo 2.7°de verilmistir.



Tablo 2.3. Seker pancart melasinin kimyasal bilesimi (%73-79 kuru madde) (Anonim 7)

Aralik ( kuru madde %)

Ham Kiil 6,6-10.0
Ham Protein 6,6-11,1
Eter Ekstreksi 0,0-0,3
Ham Fiber 0,0-0,3
Sakkaroz 43,0-50,5

Tablo 2.4. Seker pancar1 melasindaki baslica mineraller (73-79 kuru madde) (Anonim 7)

Mineraller Aralik ( kuru madde %)
Kalsiyum 0,1-0,5

Fosfat 0,02-0,06

Magnezyum 0,01-0,3

Sodyum 0,6-1,9

Potasyum 3,2-4,7

Tablo 2.5. Seker pancar1 melasindaki aminoasitler (%73-79) (Anonim 7)

Aminoasitler Aralik ( kuru madde %)
Lisin 0,04
Metiyonin 0,04- 0,01
Metionin+Sistin 0,1-0,11
Treonin 0,1-0,11
Triptofan 0,1-0,24
izol6sin 0,1-0,27
Leucine 0,12-0,26
Valin 0,17-0,20
Histidin 0-0,02
Arginin 0,02
Fenilalanin 0,04-0,06
Glutamik asit 3-4

Tablo 2.6. Seker pancart melasindaki azot igeren organik bilesikler (%73-79) (Anonim 7)

Azot iceren organik bilesikler Aralik ( kuru madde %)
Toplam azot igeren bilesikler 11-16
Betaine 4-5

Amino asitler, pirolidon karbonik asit, 3-4
peptitler, niikleik asit bilegsenleri

Aminoasit seker kompleksleri 1-2
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Tablo 2.7. Seker pancari melasindaki 6nemli anyonlar (%73-79) (Anonim 7)

Onemli anyonlar Aralik ( kuru madde %)
Klortir 1,0-3,0

Siilfat 0,6-2,0

Fosfat 01-0,5

Nitrat 0,3-0,8

Nitrit 3,0-170 mg//kg

2.2.2.2 Nisasta Icerikli Kaynaklar

Nisasta icerikli kaynaklarin baginda misir, bugday ve arpa gibi tahillar gelmektedir.
Bu hammaddelerde direkt seker bulunmaz. Sekerin farkli bir formu olan nisastayi
biinyelerinde ihtiva ederler. Ihtiva ettikleri sekeri agiga ¢ikartmak icin bir takim &n islemler
yapilmalidir (Bayrak¢1,2009). ABD’de firetilen biyoetanoliin % 97 ‘sinin, hammaddesi
misirdir. ABD’de 1980 yilindaki misir iiretimi 170 milyon ton iken 2005 yilinda 280
milyon tona ulagmistir (Hettinga vd., 2007).

Tahillarda depolanan nisasta yapisal olarak birbirine bagli polimerden olusan lineer
bir siitun yapisindadir. Yapisinda yaklasik olarak 1000 monomerden olusan amiloz ve
yaklasik olarak 1000-6000 monomerden olugsan amilopektin vardir. Bu glikoz polimeri
gliko-amilaz enzimi sayesinde hidrolize edilerek monomerlere ayrilir. Ortaya ¢ikan seker,
glikozun bir izomeri olan dekstroz (D- glikoz) monomeridir. Dekstrozdan da fermantasyon

yoluyla etanol elde edilir (Kumar vd., 2010). Buna iliskin mekanizma asagidaki sekildedir.

gliko—amilaz

(CeH1005)n +nH,0 —————— nCH1;06 (2.3)
(nisasta) (D-glikoz)
2.2.2.3. Lignoseliilozik Kaynaklar

Seliiloz igerikli kaynaklarin basinda odun, saman ve ot gelmektedir. Bu kaynaklarin
biyoetanol teknolojisi diger kaynaklarin aksine tam olarak gelismemistir. Bu nedenle, seker
icerikli ve nisasta igerikli kaynaklardan iretilen biyoetanole birinci nesil biyoetanol;
lignoseliilozik kaynaklardan {iretilen biyoetanole ise ikinci nesil biyoetanol denilmektedir.
Lignoseliilozik kaynaklarin ucuzlugu, fazlaligi ve ¢ogunun bitkisel atik olmasi biyoetanol
tiretiminin daha ekonomik olmasini saglayacaktir. Bu yiizden diinyada lignoseliilozik
kaynaklardan biyoetanol iiretimine kars1 bir ilgi bulunmakla birlikte halen seker ve nisasta

icerikli kaynaklarla yarisir durumda degildir (Melikoglu ve Albostan, 2011).
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Bitkiler; seliiloz, hemiseliloz ve lignin igeren seliillozik kaynaklardir. Bitki
hiicrelerinde, hiicreyi i¢ ve dis etkilere kars1 korunmay1 saglayan bir hiicre duvart yapisi
mevcuttur. Bu duvar yapisal olarak % 40-60 arasinda seliillozdan, % 20-40 arasinda
hemiseliilozdan ve % 10-25 arasinda ligninden olusur. Bu yapiya genel olarak
lignoseliilozik yapi denilir. Seliilloz, mikrofiber demetlerin i¢inde toplanan [-glikoz
monomerlerinin uzun zincirlerinden olusur. Hemiseliiloz ise bitki tiirline bagli olarak
ksilan ve ksilogulakandan olabilir, bu yapilarin omurgasi da B-glikoz monomer
zincirlerinden olusur. Bu zincirlere de ksiloz (5C) baghdir. Lignin ise hiicreye sertlik
kazandiran bir bilesendir. Bu kompleks polimerler bitkilerin saplari, yapraklari, govdesi ve
kok kisminda bulunur. Bu seliilozik ve hemiseliilozik kaynaklar 6nemli oranda seker ihtiva
etmektedir. Fakat bu kaynaklar1 biyokimyasal olarak etanole doniistiirmek zordur.
Seliillozun igerigindeki sekeri ortaya g¢ikarmak hemiseliiloz icerigindeki sekeri ortaya
cikarmaktan daha zordur. Ligninde bu biyokimyasal doniisiime karsi direnglidir. Bu
nedenle seliilozik kaynaklar asidik veya termokimyasal gibi 6n islemlere tabi tutulurlar

(Kumar vd., 2010).
2.3. Hammadde Kaynaklarina Uygulanan On Islem Prosesleri

On islemlerde, kullanilacak olan hammadde kaynaginin iceriginde kompleks
yapilar basit sekerlere dondstiriilir. Bu iglemin amaci, mikroorganizmalarin
fermantasyonda basit sekerleri kullanabilmesini saglamaktir. Ayrica mikroorganizma
inhibisyonuna neden olabilecek hammadde igeriginde ki yapilarin uzaklastirilmasi islemi
de 6n islemlerin amaclarindan biridir. Kullanilacak olan hammaddeye gore uygulanacak 6n
islemler de degismektedir. Seker igerikli hammaddeler dogrudan fermantasyon ortaminda
kullanilabilecekken seliiloz igerikli hammaddeler karmasik yapilarindan dolayr dogrudan
fermantasyon ortamina verilemez, bu kaynaklarin belirli 6n islemlerden ge¢mesi
gerekmektedir. On islemler; fiziksel on islemler, kimyasal 6n islemler, termo/fiziko

kimyasal 6n iglemler ve biyolojik on islemler olmak {izere 4 ana baghk altina toplana

bilinir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. On islem metotlarinin siniflandirilmasi
2.3.1. Fiziksel On Islemler
2.3.1.1. Mekanik On Islemler
Mekanik On islemlerin amaci, hammaddenin ylizey alanin1 artirmak,

polimerizasyon derecesini diisiirmek ve lignoseliilozik kaynaklarin kristal yapisini
bozmaktir. Ogiitme derecesine gore hammaddenin pargacik biiyiikliigii yaklasik olarak 10-
30 mm ya da 0.2-2 mm arasinda olur. Farkli 6glitme prosesleri mekanik 6n iglemlerde
uygulanabilir. Baglica kullanilan prosesler; kolloid degirmeni, ekstriizyon makinesi,
merdane degirmeni, kriyojenik degirmen, g¢ekicli degirmen, bilyali degirmen ve cekig
frezelemesi prosesleridir. Hammadde kaynaklariin 6giitiilmesi sirasinda kullanilan enerji,
hammaddenin 6zelligine gore de degismektedir. Ayrica kullanilan enerji, maliyeti 6nemli
Ol¢iide arittirmaktadir ve mekanik On islemin bir diger dezavantaji ise lignini

pargalayamamasidir (Sun ve Cheng, 2002; Taherzadeh ve Karimi, 2008).
2.3.1.2 Isil islem

Isil islem bir 6nceki islemde mekanik olarak gerceklestirilen materyalin yapisini 1s1
enerjisi kullanarak bozmaktir. Bazi kaynaklarda piroliz bu amag icin kullanilan terim
oldugundan bu tez ¢alismasinda da 6n iglem bagligi altinda degerlendirme yapilmistir.

Piroliz havasiz (oksijensiz veya inert) ortamda organik maddelerin yiiksek sicakliklara 1s1l
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bozundurulmasi islemi olarak tanimlanir. Isitma veya kismi yanma olan piroliz,
biyokiitleden ikincil yakitlarin ve kimyasal iiriinlerin tiretiminde kullanilir (Bridgwater,

2003).

Piroliz islemi ii¢ ana basamakta gerceklesmektedir. Ilk basamak ucucu madde
cikisinin ¢ok fazla olmadigi ve genellikle karbon oksitleri ve suyun agiga ciktigi
basamaktir ve 100-300 °C sicaklik araliginda gergeklesir. Bozunmanin ikinci basamaginda
ucucu maddenin %75°1 olusur, iiclincii kademede ise kati iiriin olusumu ile birlikte, ikincil
gazlar meydana gelir ve bunu takiben yogusmayan gazlar, 6zellikle de hidrojen olusur.
Piroliz islemi boyunca; par¢alanma, izomerizasyon, dehidrojenasyon, aromatiklesme,
koklagsma gibi reaksiyonlar olusmakta ve H,O, Hj, CO, CO,, CH4,CoH, gibi gaz iiriinler,
baz1 organik bilesikler, sivilar ve kat1 {iriin aciga ¢ikmaktadir. Kati {iriin (char) yliksek
kalorifik degere sahip oldugundan yakit olarak, dogrudan briket olarak ya da aktif karbon

hazirlamak i¢in besleme hammaddesi olarak kullanilabilir (Vassilev vd., 2012).
2.3.2 Kimyasal On Islemler

Kimyasal 6n islemlerin asit ile 6n islem ve alkali ile 6n islem olmak iizere iki farkl

uygulanmas1 mevcuttur. Bu 6n islem metodu hem etkilidir hem de maliyeti diistiktiir.
2.3.2.1 Asit ile On islem

Asit ile 6n islemin amact biyokiitledeki karmagsik yapilari; derisik veya seyreltik
asitler yardimiyla monomerlerine ayirma iglemidir. Bu 6n islem metodunda seyreltik asit
kullanimi hem 6n islem maliyeti bakimindan hem de etanol iiretimini inhibe edici bazi
bilesiklerin olusmamasi bakimindan daha caziptir. Derisik asit kullanimi ekipmanlarda
korozyona neden olacagi igin bakim ve onarim maliyetlerini artiracaktir. Ayrica derisik asit
kullanimi  bir sonraki adim olan notralizasyonda zorluklarin yaninda ozellikle
lignoseliilozik materyaller i¢in lignin pargalama triinlerinden olan fenolik bilesik olusumu

gibi problemlere de yol agacaktir (Taherzadeh ve Karimi, 2008).

Iki tip seyreltik asit ile on islem metodu vardir. Bunlardan birincisi yiiksek
sicaklikta (180 °C) kisa siireli muamele, ikincisi de diisiik sicaklikta (120 °C) uzun siireli
(30-60 dakika) muameledir. Yiiksek hidroliz verimi i¢in en fazla kullanilan seyreltik asit
¢ozeltisi siilfiirik asit ¢ozeltisidir. Siilfiirik asidin yaninda fosforik asit, nitrit asit, oksalik

asit, formik asit, asetik asit ve maleik asit de kullanilmaktadir (Maurya vd., 2013).
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2.3.2.2. Alkali On islemler

Alkali ile 6n islem proseslerinde bazik ¢ozeltiler kullanilir. Bu metot daha ¢ok
lignin igeren kaynaklar i¢in kullanir. Hammadde ¢ozelti icerisinde bir miktar 1slatilarak
belirli bir siire 1sitilir. Bu islemi yapmanin amaci, hammaddenin sisirilerek seliilozik i¢
yiizey alanmi arttirmaktir. I¢ yiizeyi artan seliilozik hammaddedeki lignin daha kolay
parcalanabilir. Bdylece hammaddenin polimerizasyon derecesi ve Kkristalinitesini de

azaltilir (Adigiizel, 2013; Kumar vd., 2010; Taherzadeh ve Karimi, 2008).

Farkli maddeler kullanarak alkali 6n islemleri gerceklestirebiliriz. Baslica
kullanilan maddeler kire¢ ve sulu amonyaktir. Her ikisinin de farkli avantajlari mevcuttur.
Kire¢ muamelesinde karbonhidrat kaybi1 en az tutularak lignin aynistirillir. Bu metotta
hammadde, kalsiyum hidroksit ile farkli basing ve sicakliktaki suya maruz birakilir. Bu
metodun diger metotlara gore avantajlari, seliilozik yapinin korunmasi, pahali olmamasi ve
ucuz olmasidir. Sulu amonyakla muamele genellikle diisiik miktarda lignin i¢eren tarimsal
atiklardaki lignin uzaklastirilmasi i¢in kullanilir. Amonyagin uguculugu, ucuz olmasi ve
islem sonrasinda herhangi bir zararli yan {rliniin olusmamasi bir avantajidir. Fakat

hammadde iceriginde hala hemiseliiloz olmasi da bir dezavantajdir (Adigiizel, 2013).

2.3.3. Termo/Fiziko Kimyasal On islemler
2.3.3.1. Buhar Patlatma

Buhar patlatma, lignoseliillozik kaynaklar i¢in en fazla kullanilan termo/fiziko
kimyasal 6n islemdir. Bu metotta hammadde bir ka¢ dakika boyunca yliksek basingli
buhara maruz birakilir ve basincin aniden disiiriilmesiyle hidrotermal bir 6n islem
yapilmis olunur. Bu 6n islem metodundan hemiseliilloz yapisindaki asetil grubunun
hidrolizi saglanir. Su, yiiksek basingta asidik bir etki gostererek kimyasal bir iglem yapmis
olur. Mekanik olarak ise basmcin aniden diismesiyle dekompresyon meydana gelen
yapidaki lifler parcalanir (Alvira vd., 2010; De Araujo vd., 2002).

2.3.3.2. Sicak Su Ekstraksiyonu

Sicak su ekstraksiyonuda hidrotermal bir metot olup herhangi bir katalizor
gerektirmez. Buradaki basing, yiliksek sicaklikta suyun sivi halde tutulmasimi ve
lignoseliilozik materyalin yapisinda degisiklikler meydan getirmek i¢in kullanilir. Sivi

sicak suyun burada ki amaci hemiseliillozu ¢oziindiirmek ve inhibitorlerin olusumunu
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engellemektir. Ekstraksiyon sonrasinda biri kat1 digeri sivi olmak iizere iki farkli fraksiyon
olusur. Kat1 fraksiyon seliilozca zengindir, sivi fraksiyon ise hemisliiloz yapisindan
ayrilmis sekerlerce zengindir. Bu 6n islemde inhibitor olusumunu engellemek amaciyla pH
araligim1 4-7 arasinda tutmak gerekmektedir. Bu pH araliginda hemiseliiloz oligomerik
formda olur, monomer olusumu diisiik tutularak iiriinde bozunma orani daha da diisiik olur.
Bu 6n islem %80 hemiseliiloz igeren ot—saman gibi otsu bitkiler ile bugday ve seker kamisi
gibi hammadde kaynaklarinda da kullanilarak enzimatik sindirile bilirligini artirir. Bu 6n
islemde hemiseliiloz igerigindeki sekeri optimize etmek ve enzimatik sindirile bilirligini
artirmak i¢in iki basamakta gerceklestirilir. Sicak su ile 0On islemde lignin
depolimerizayona ugrar fakat bu yeterli degildir yani tam bir dehidrasyon meydana
gelmemistir bu nedenle asit ilave edilir. Bu da kullanilan ekipman da korozyana neden
olabilecegini gosterir. Maliyet bakiminda tasarruflu sayila bilinecek bir prosestir. Ayrica
giren su miktarinin artirilmast hemiseliiloz ve lignin konsantrasyonunu iriinlerde

diistirebilecegi i¢in bu metot avantajlidir (Alvira vd., 2010; Mosier vd., 2005)
2.3.3.3. Amonyak Fiber Patlamasi (AFEX)

AFEX ile 6n iglem prosesinde hammadde, 60 ile 100 °C’ lik sicaklik araliginda,
yiiksek basing altinda sivi amonyak ile muamele edilir. Basing daha sonra normal sartlara
indirilerek hammaddedeki liflerin sismesiyle fiziksel bozulmalar baglar. Bu seliilozun
kismen kristallesmesine ve karbonhidrat-lignin baglarinin bozulmasina neden olur.
Seliilozik hammadde ki astil gruplarin uzaklastirilmasiyla sindirile bilirligi de artirir. Diger
on iglemler metotlarinda ki gibi burada sivi ve kat1 bir fraksiyon olusmaz. AFEX’ le sadece
onceden muamele edilmis bir kat1 madde iiretilir. Bu proses de etanol iiretimi engelleyici
inhibitér olusmamasi1 en Onemli avantajidir. Fakat diisiik lignin igerigine sahip
hammaddelere uygulanabilmesi, amonyak maliyeti ve ¢evresel sorunlar olusturmasi bu
metodun dezavantajlarindan bir kag¢idir (Alvira vd., 2010; Maurya vd., 2013; Mosier vd.,
2005; Sun ve Cheng, 2002).

2.3.3.4. Karbondioksit Patlatma

Bu yontem COy’in siiperkritik bir akigkan olarak kullanilmasi iizerine kurulmustur.
Sivi benzeri giiglii bir solvent ¢oziiciisii yardimiyla kiitle transferi meydana gelmektedir.
Enzimatik sindirilebilirligi artirarak liginin agiga ¢ikmasini saglar. Siiperkritik akiskan

olarak CO; kullanimi, nispeten diisiik maliyetli olmasi, yanmamasi, diisiik inhibitor
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olusumu, toksik olmayisi, ekstraksiyondan kolayca geri kazanilmasi ve ¢evreye uygunlugu
gibi bircok konudan &tiirii ekstraksiyon solventi olarak kullanilir. CO7’ in sulu ¢ozeltilerde
karbonik asit olusturarak ve hidroliz oranini artirir (Kim ve Hong, 2001; Schacht vd., 2008;
Zheng vd., 1998).

2.3.4. Biyolojik On Islemler
2.3.4.1. Mikroorganizma ile On Islemler

Termo/fiziko kimyasal metotlar biyolojik 6n islemlere kiyasla biiyiik miktarlarda
enerji gerektirmekte ve ¢evresel kirlilige neden olmaktadir. Bu nedenle biyolojik 6n islem
metotlart gevreye dost alternatif bir metot olarak goriilmektedir (Wan ve Li, 2012). Bu
metotta seliilozik veya hemiseliilozik yapiy1 pargalayabilen, topraktan, canli bitkilerden
veya lignoseliilozik  atiklardan  izole edilmis olan  filamentéz  mantarlar
kullanilmaktadir(Vats vd., 2013). Yapilan c¢alismalarda beyaz c¢iiriikkgiil mantarlarinin
biyolojik 6n islem metotlarinda en etkili mantar tiirii oldugu belirlenmistir. Bu beyaz
clirlik¢iil mantarlara Phanerochaete chrysosporium, Ceriporia lacerata, Cyathus
stercolerus, Ceriporiopsis subvermispora, Pycnoporus cinnarbarinus, Pleurotus ostreaus
ve P. Chrysosporium ornek verilebilinir. Bu beyaz ¢iiriikk¢lili mantarlar lignini
parcalayabilecek peroksidaz ve mangana bagimli peroksidaz enzimlerini tiretebilirler

(Kumar vd., 2010; Maurya vd., 2013; Mosier vd., 2005).
2.3.4.2. Enzimatik On islemler

Seker icerikli, nisasta igerikli ve lignoseliilloz igerikli hammaddelere uygun,
yapidaki sekeri acgiga cikaran enzimlerin kullanilmasiyla bu 6n islem metodu yapilir.
Enzim kullanimi; sakkarafikasyon ve fermente ortamlarin da yani yiiksek substrat
konsantrasyonlarinda inhibitér bilesiklerin ortaya ¢ikmamasina neden olabilir. Diisiik
enerji gereksinimi, diger On islemlere oranla maliyetinin diisiik olmasi, kimyasal
kullanilmamasi ve hafif c¢evre kosullarinda 6n islemin ger¢eklesmesi enzimatik ©on

islemlerin avantajlarindandir.
2.4. Biyoetanol Uretiminde Kullanilan Mikroorganizmalar

Biyoetanol iiretmek amaciyla Saccharomysces cerevisiae, Zymomonas mobilis,
Klebsiella oxytoca ve Escherichia coli gibi ¢esitli mikroorganizma suslari

kullanilmaktadir.
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Saccharomysces cerevisiae Okaryotik bir canli olup biiyiik olgekli iiretimlerde
kullanilan bir mikroorganizmadir. Aerobik kosullarda biyoetanol {iretir. Birinci nesil
biyoetanol iiretiminde kullanilan hammaddelerdeki sekerin fermente edilmesinde oldukca
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu mikroorganizmanin bir dezavantaji ikinci nesil
biyoetanol iiretiminde kullanilan seliillozik hammaddenin igerigindeki pentozu fermente
edememesidir (Walker, 2012).

Zymomonas mobilis etanol iireten bakteriler arasinda en ¢ok bilinen, gram negatif
bir Dbakteridir. Fakat biiylikk 0Olgekli {iretimlerde besiyeri ortamindaki stres
mikroorganizmay1 fazlasiyla etkiledigi i¢in biyoetanol iiretim verimliligi diistiktir (Walker,

2012).

Klebsiella oxytoca, seliilozun bir bozulma iiriinii olan selobiyoz da dahil olmak
tizere cesitli seker dizisini metabolize ederek biyoetanol iiretiminde kullanilir (Brooks,
2015). Bu mikroorganizma da Zymomonas mobilis gibi biiyiik 6l¢ekli iiretimlerde besi
yerindeki strese dayanikli degildir (Walker, 2012).

Rekombinant Escherichia coli suslari biyoetanol iiretmek amaciyla kullanilir.
Giliniimiizde bu amagla rekombinant E.coli KO11 kullanimi giin  gectikce
yayginlasmaktadir. Bu rekombinat bakteri; Zymomonas mobilis’in  adhB(alkol
dehidrojenaz) ve pdc (piruvat dekarboksilaz) gibi genlerinin gen teknolojisi yardimiyla
E.coli’ye aktarilmasiyla elde edilmistir. Bu genler, etanol yolak genleri olup, bu genlere
sahip mikroorganizma belirli 6n iglemler sonrasinda pentozu ve heksozu pargalayarak

biyoetanol iiretir (Cardona ve Sanchez, 2007; Ohta vd., 1991; Takahashi vd., 2000).
2.5. Fermantasyon

Fermantasyon, mikroorganizmalarin biiylime, gelisme, tlireme, hatta yaslanmas1 ve
O0limii sirasindaki biyokimyasal aktivitelerini igeren bir siiregtir. Bu siirecte
mikroorganizmalar kati veya sivi hammaddeyi c¢esitli rlinlere doniistiirtirler.
Fermantasyon teknolojisindeki temel ilke, organizmanin kullanacagi; karbon, azot, tuz,
eser elementler ve vitaminler gibi tiim ihtiyacini karsilayan hammaddelerin saglanarak
uygun kosullar altinda iiriin olusumunu saglamaktir. Fermantasyon teknolojisi ilag, gida,
alkollii igecek, enzim, hormon, atik su aritimi ve enerji eldesi gibi yiiksek ticari degere

sahip ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir (Chisti, 1999).
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Fermantasyon siirecini etkileyen bazi dnemli parametreler vardir. Bunlar baglica;

pH, su aktivitesi, oksijen ihtiyaci, sicaklik ve substrattir.

Tablo 2.8. Bazi mikroorganizmalarin yasayabilecegi pH araligi (Ayhan, 2000)

Mikroorganizma Minumum Optimum Maksimum
Bakteri 4,5 6,5-7,5 9,0
Kiif 15-3,5 4,5-6,8 9,0-11,0
Maya 1,5-3,5 4,0-6,5 8,0-8,5

pH: Her mikroorganizmanin yasamsal faaliyetlerini siirdiirebilecegi optimum bir pH
aralig1 vardir. pH degeri bakterinin yasamini dogrudan etkileyen énemli bir parametredir.
Bakterilerin pH aralifi, kiif ve mantarlara goére daha dardir. pH gereksinimlerine gore
mikroorganizmalar dort grup altinda incelenirler. Bunlar; asidofiller, nétrofiller, alkofiller
ve esktremofillerdir olup ¢alisma pH araliklar1 Tablo 2.8’de verilmistir (Ayhan, 2000; A.
Bayrakgi, 2009).

Su aktivitesi: Bir hammadde igerigindeki suyun buhar basincinin, ayni sicakliktaki saf
suyun buhar basincina oranidir. Her mikroorganizmanin kendi yasamsal faaliyetlerini
gerceklestirebilmesi i¢in kendisine ait spesifik bir su aktivitesi vardir. Bakteriler 0.91’in
altindaki su aktivitelerinde yasamsal faaliyetlerini slirdiirmezken mayalarda bu rakam 0,88;

kiiflerde ise 0,80°dir (Ayhan, 2000).

Oksijen ihtiyaci: Mikroorganizmalara gore gesitlilik gosteren farkli bir parametredir, hatta
bazi  mikroorganizmalar  oksijene  ihtiya¢  duymamaktadir. Oksijen ihtiyaci
mikroorganizmanin {rettigi fermantasyon iiriiniin 6zelliklerinde de etkilidir. Buna gore,

mikroorganizmalar asagidaki gibi siniflandirilabilir (Arda, 2000):

e Yasamsal faaliyetlerini siirdiirebilmeleri i¢in oksijene ihtiya¢ duyan (aerobik
mikroorganizmalar),

e Oksijen varliginda veya yoklugunda iireyebilen (fakiiltatif mikroorganizmalar),

e Oksijene ihtiyag duymadan tireyebilen (anaerobik mikroorganizmalar),

e Havadaki oksijen miktart yaklasitk % 2-10 arasinda oldugunda yasamsal
faaliyetlerini siirdiirebilen (mikroaerofilik mikroorganizmalar)

e Oksijen istemeyen fakat oksijenin varliginda da iireyebilen (aerotolerantl

mikroorganizmalar)
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Sekil 2.7. Glikozun glikoliz dongiisiiyle etanole doniisiim mekanizmasi (Yigitoglu vd., 2005)

Etanol fermantasyonunda mikroorganizma anaerobik kosullar altinda glikozu;
biyoetanol ve karbondioksite doniistiiriir. Mikroorganizma bu doniistimii Sekil 2.5°te

gosterilidigi gibi glikoliz dongiisiiyle saglar (Yigitoglu vd., 2005).

Sicakhik: Her mikroorganizmanin ihtiya¢ duydugu farkli bir sicaklik degeri vardir.
Sicaklik ihtiyacina gore mikroorganizmalar; psikrofil (5 °C — 25 °C), termofil (50 °C — 60
°C) ve mezofil (25 °C — 40 °C) olarak cgesitlilik gosterebilirler (Ayhan, 2000). Biyetanol
tiretimde en fazla kullanilan mikroorganizmlardan Saccharomysces cerevisiae 30 °C’de;

Escherichia coli’de 37 °C’de yasamsal faaliyetlerini siirdiirebilmektedirler.

Substrat: Besin maddeleri mikroorganizmanin yasamsal faaliyetleri gergeklestirip,
uireyebilecegi; karbon ve azot kaynaklarinin yaninda hidrojen, fosfor, vitamin ve gerekli iz

elementlerini de igermesi gerekmektedir.

Biyoetanol iiretimde kullanilan fermantasyon teknolojileri baslica kesikli, yari
kesikli ve siirekli sistemlerdir. Her ii¢ sisteminde kendi igerisinde avantaj ve dezavantajlari

mevcuttur.

2.5.1. Kesikli Fermantasyon

Endiistriyel proseslerde genellikle kesikli fermantasyon kullanilmaktadir. Kesikli
fermantasyonda biyoreaktoriin igerisine tiim ortam bilesenleri eklenir, mikroorganizmalar
ortama asilanir ve belirli bir siire inkiibasyona birakilir. Bu siire zarfinda biyoreaktore

herhangi bir bilesen eklenmez veya herhangi bir iiriin ¢ikist yapilamaz. Belirli siirenin
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sonunda biyoreaktor bosaltilarak temizlenir ve yeni islem i¢in hazirlanir (Yilmazer, 2009).

Sekil 2.7°dan goriildiigii iizere, bliylime egrisi degisik fazlardan olusmaktadir. Bu fazlar;

lag fazi1, eksponansiyel biiyiime fazi, durgun faz ve 6liim fazidir (Pepper vd., 2011).

Lag Fazi: Mikroorganizmalarin ortama alisma evresidir. Bu fazin siiresi
mikroorganizma tlirine veya kullanilan besi ortamina gore gore degisim
gostermektedir. Bu evrede hiicre boliinmesi  gerceklesmez.  Asilanan
mikroorganizma sayisinda herhangi bir degisiklik olmaz ama besi ortamindan alinan
substrat ve su, protein sentezi ve RNA sentezi gibi hiicre aktivitelerinde kullanildigi
icin mikroorganizma boliinmesi olmadigi halde biyokiitle artis meydana
gelmektedir.

Eksponansiyel Faz: Bu fazda mikroorganizmalarin ¢ogalmasinda geometrik bir atis
meydana gelmektedir. Bliylime hiz1 maksimuma ulagmistir ve pratik olarak biiyiime
hiz1 sabittir.

Durgun Faz: Bu fazda mikroorganizmalarin kullandigi karbon kaynaklari
titkenmistir ve ortamdaki toksik madde miktarinin artis1 hiicre biiylimesini olumsuz
yonde etkileyerek, hiicrelerin yagslanmasina ve biiyliime hizinin yavaslamasina neden
olur. Bu fazdaki biiyime dengesizdir fakat olusan mikroorganizma ile olen
mikroorganizma sayisi dengelenir ve toplam hiicre sayisi sabit kalir.

Oliim Faz:i: Biiyiime egrisinin son fazi olan bu fazda net hiicre liimleri meydana
gelmektedir. Bu fazda hiicre ¢ogalmasi meydana gelebilir fakat dlen organizma

sayis1 olusan organizma sayisindan fazladir.
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Sekil 2.8. Kesikli bir sistemde mikroorganizmalara ait tipik bir biiyiime egrisi (Pepper vd., 2011)
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Ozellikle lignoseliilozik hammadde kaynaklar1 kullanilarak elde edilmis
hidrolizatlardan kesikli sistemlerde biyoetanol {iretiminde hiicre inhibisyonuna neden
olabilecek bilesenlerin ortamda kalma siiresi olumsuzluklara yol agabilir. Boyle bir
durumda fermantasyon isleminin etkinligi kisitlanacaktir. Bu nedenle hiicreye
detoksifikasyon iglemi uygulanmalidir. Bu durumda da etanoliin hacimsel verimliligi

diisecektir (Babu vd., 2014).

Kesikli fermantasyonun avantajlari:
e Finansal kayip riski diisiiktiir.
e Cok iyi tanimlanmis kiiltivasyon siiresine sahip oldugu i¢in daha az kontaminasyon
ve hiicre mutasyon riski vardir.

Kesikli fermantasyonun dezavantajlari:

e Onemli bir zaman kayb1 vardir.

e Her iiretimden Once yeni bir as1 hazirlanmasi gerekmektedir.

e Her islemden Once ve sonra yapilan sterilizasyon sebebiyle malzemede asinmalar
meydana gelebilir.

e Lag fazinin uzunlugu verimliligi diigiiriir.

Reak[ant 1 —b:\\

Reaktan 2 —»—no Havalandirma
<’" ® ~—>  sistemi
& | Ln
L— =
Al |
Kat, se}ﬁveﬂ | |

Ceket suyu —=
H @&

Karstirict

|
Uriin 1;11(1;1

Sekil 2.9. Kesikli fermantasyonun sematik olarak gosterimi (URL-3,2018)
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2.5.2. Yan -Kesikli Fermantasyon

Yari-kesikli fermantasyonda, fermantasyon ortamina siirekli olarak besleme
¢Ozeltisi, mineral ve vitamin eklenmesi yapildig1 halde ayni oranda iiriin ¢ikis1 yapilmaz.
Reaktor hacminin %75°1 doldugunda proses tamamlanir ve yeni siire¢ i¢in biyoreaktdr
bosaltilarak hazirlanir. Yar1 kesikli fermantasyon biyoetanol tiretiminde kullanilan popiiler
bir fermantasyon ¢esididir ve Sekil 2.10°da sematik olarak gdsterilmistir (Caylak ve Sukan,
1998).

Lignoseliilozik hammadde kaynaklarindan elde edilen hidrolizatin kullanildig: yari-
kesikli fermantasyonu diisiik bir substrat ilavesiyle baslanmalidir ki furfural ve
hidroksimetilfurfural gibi inhibisyona neden olabilecek maddelerinin konsantrasyonu
diisiik seviyede kalsin. Bu maddelerin yiiksek konsantrasyonlarda bulunmasi hiicre

biiylimesini ve dolayisiyla etanol iiretimini negatif yonde etkiler (Babu vd., 2014).
Yari- kesikli fermantasyonun avantajlar1 (Paulov, 2016):

e Daha fazla {iriin sentezlenmesine olanak saglar.

e Yiiksek hiicre konsantrasyonu ve yiiksek biyokiitleye bu sistemle ulasilabilir. Bu
avantajlari sayesinde iiriin miktar1 da artirilir.

e Kontrollii ve ardisik bir sekilde ortama substrat ilavesiyle verim ve iiriin kapasitesi
artirlir.

Yari-kesikli fermantasyonun en Onemli dezavantaji ise kiiltiir hacminin sabit

tutulamamasidir.

A+B—->C

A+B—C

vo. Cho

B ED\/CD\/CD\

Sekil 2.10. Yar1 kesikli fermantasyonun sematik olarak gosterimi (URL-4,2018)
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2.5.3. Siirekli Fermantasyon

Siirekli sistemlerde mikroorganizmalar eksponansiyel fazda tutulur. Biyoreaktoriin
icine stlirekli ortam bilesenleri eklenir ve ayn1 anda ortamdan bilesenler ve hiicre
uzaklastirilir. Bu durumda, kiiltiir hacmi, biyokiitle veya hiicre sayisi, {iriin ve substrat
konsantrasyonlar1 ile pH, sicaklik ve ¢Oziinmiis oksijen gibi sistemin fiziksel
parametrelerinin fermantasyon boyunca sabit kalmasi saglanir (McNeil ve Harvey, 2008).

Sekil 2.11°da siirekli fermantasyon sematik olarak gdsterilmistir.
Siirekli sistemin avantajlar1 (Journal vd., 2008; McNeil ve Harvey, 2008):

e Kurulum maliyeti kesikli sisteme kiyasla diisiiktiir. Ayrica otomasyon sistemi ile
iiretim maliyetleri diisiiriilebilir.

o Uretim sirasinda besleme akis hizi degistirilerek biiyiime orani ve verimlilik
optimize edilebilir.

e Sistemde aksaklik olmadig1 zaman uzun siireli verimlilik saglanir. Bununla birlikte
sistemin siirekli ¢aligmasi mekanik arizaya neden olabileceginde sistem zaman
zaman durdurulmalidir.

e Yiiksek hiicre konsantrasyonu saglamak amaciyla siirekli sistemlerde immobilize
hiicreler kullanilabilir. Immobilize hiicreler taze besi yeri ile bir zar yardimi ile
temas ettirilir. Hiicre oksijen ve substrat ile beslenirken atiklar ve istenilen {iriin
sistemden siirekli uzaklastirilir. Hiicreler membran bariyerler ile tutulur.

e Bu sistemde mikroorganizmanin evrimi kolayca incelenebilir. Hiicreler sabit bir
ortamda c¢ogaltildigindan sicaklik, pH ve besin sinirlamasi gibi faktorlerin neden
oldugu fizyolojik, metabolik veya genetik degisimler kolayca incelenebilir.

Stirekli sistemin dezavantajlari:

e Kullanilabilecegi prosesler smirlidir. Antibiyotik, monoklonal antikor ve toksin
madde gibi iiretimi biiylimeye bagli olmayan firiinlerde plazmid kaybi riski
oldugundan siirekli sistemler kullanilmaz.

e Kontaminasyon riski ytiksektir.

e Hiicre yikanmasi meydana gelebileceginden, iiriin kaybi riski mevcuttur.

e Genetigi degistirilmis mikroorganizmalarin  kullanildig1  sistemlerde  kiiltiir

mutasyonu meydana gelebilir ve istenilen {iriin {iretilemez.
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Sekil 2.11. Siirekli fermantasyonun sematik olarak gdsterimi (Han vd.,2012)

2.6. Hiicre Immobilizasyonu

Hiicre immobilizasyonu, hiicrelerin istenilen biyolojik aktivite kaybi olmadan
belirli bir bolgede tutturulmasi veya hapsedilmesi olarak tanimlanir. Hiicreler hareketsiz
bir sistemde kapsiillendiginden mikroenkapsiilasyon veya biyoenkapsiilasyon terimleri de
kullanilmaktadir (Nedovic ve Willaert, 2006).

Son yillarda fermantasyon teknolojisinde sik¢a immobilize edilmis hiicreler
kullanilmaktadir. Biyoetanol liretmek amaciyla kullanilan endiistriyel siirekli fermantasyon
sistemlerinde immobilize edilmis hiicrelerin kullanilmasinin avantajlar1 asagidaki sekilde

Ozetlenebilir (Caylak ve Sukan, 1998; Ghorbani vd., 2011).

e Immobilizasyon yiiksek hiicre konsantrasyonu,

e Dabha yiiksek hiicrenin stabilitesi,

e  Uriiniin ayrilmasinda kolaylik,

e Gelistirilmis iirlin proses kontrolii,

e Hiicre kontaminasyonundaki duyarliligin azalmasi sonucunda verimin artmasi,

e Yiiksek seyrelme oranlarinda hiicre yikama sorunlarini ortadan kaldirma,

e Hiicre kurtarma nedeniyle olusan proses maliyetlerinin azalmasi ve hiicrenin
tekrardan kullanilabilmesi,

e Genetik kararlig1 artirma,
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e Yiiksek hiicre konsantrasyonu ve yiiksek akis oranlarinda yiiksek hacimsel

verimlilik.

2.6.1. Hiicre Immobilizasyon Teknikleri ve Destekleri

Cok sayidaki biyoteknolojik proses immobilize hiicre kullanimi ile avantajli hale
getirilmistir. Bu nedenle ¢esitli teknikler ve destek materyalleri gelistirilmistir. Bu
teknikler kullanilan fiziksel mekanizmaya gére dort ana kategoriye ayrilir (Pilkington vd.,
1998). Bu mekanizmalarin gorsel olarak sematize edildigi bir grafik Sekil 2.12°de

gosterilmistir.

a) Kati tagiyici yiizeye baglanma ve adsorpsiyon

b) Gozenekli matriste tutuklama

c) Flokiilasyon (dogal) veya capraz baglama ajanlari (yapay) ile kendi kendine
kiimelesme

d) Bariyer arkasinda hiicre tutuklama
2.6.1.1. Kat1 Tasiyic1 Yiizeye Baglanma ve Adsorpsiyon

Kat1 tasiyict yiizeye hiicre immobilizasyonu, elektrostatik kuvvetlere bagl fiziksel
adsorpsiyon veya hiicre membrani ile tasiyici arasindaki kovalent bag ile yapilir. Bu
teknikte hiicreler elektrostatik kuvvetlerin veya diger zayif kuvvetlerin birlikte etkisiyle
yiizeydeki dogal bosluklarda geliserek immobilize olur. Hiicre silispansiyonu ile kati
tasiyic1 temast kisa siirelidir. Uygulama kolaylig1 nedeniyle bu immobilizasyon teknigi
yaygin olarak kullanilmaktadir. Baslica tasiyict materyaller; DEAE-seliiloz, odun, talas,
lignini uzaklastirilmis talas, tahil kepegi vb. gibi seliillozik malzemeler ve montmorilonite,
gozenekli porselen, gézenekli cam, ponza gibi inorganik malzemelerdir (Kourkoutas vd.,
2004; Mishra, 2015).
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Sekil 2.12. Hiicre Immobilizasyon Teknikleri ve Destekleri (Kourkoutas vd., 2004)

2.6.1.2. Gozenekli Matriste Tutuklama

Bu immobilizasyon ¢esidi hiicrelerin gbézenekli bir matrikste hiicre hareketine izin
verilmeyecek sekilde hapsedilmesiyle yapilir. Matrikste toplanan hiicreler yiiksek hiicre
yogunluguna ulasabilirler. Olusturulan gbézenekli matriks hiicrelerin disar1 ¢ikmasin
engeller fakat besin ve metabolitlerin gegisine izin verir. Bazen de bu yiiksek hiicre
yogunlugu kiitle transferine engel olabilir. Yiizey immobilizasyonu ile karsilastirildiginda

hiicreler s1vi kaymalarina kars1 daha iyi korunur (Nedovic ve Willaert, 2006 ).

Cesitli dogal (polisakkaritler ve proteinler) ve sentetik polimerler, diisiik hiicre
canliligi kaybi riski olusturduklarindan ve hafif kosullar altinda hidrofilik matriksler

halinde jellesebildiklerinden sikga tercih edilir. Baglica kullanilan polimerler aljinat tuzlari,
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seliiloz, k-karragenan, agar, pektik asit, kitosan, sentetik poliakrilamid, jelatin, kollajen ve
polivinil alkol(PVA) dir (Mishra, 2015; Nedovic ve Willaert, 2006). Polimerlerin
kullanildig1 sistemlerde genellikle boncuklarin ¢aplar1 1-5 mm’dir. Bu metotta genellikle
dogal polimerler kullanilirken son yillarda sentetik polimerlerde sik¢a kullanilmaktadir.
Sentetik polimerlerin porozitesi, hidrofobik veya hidrofilik 6zellikleri ayarlanabilir. Ayrica
sentetik polimerlerden olusturulan jel boncuklarinin mekanik mukavemeti ve uzun
omirluligi, genellikle dogal polimerlerinkinden daha tstiindiir (Nedovic ve Willaert,
2006).

Bu immobilizasyon ¢esidinde diisiik stabilitesine ragmen en yaygin olarak Ca-
aljinat kiirecikleri kullanilmaktadir. Ca-aljinat yapisi yiiksek gozeneklik sagladigindan
kiitle transferine engel olmaz, fakat zamanla meydana gelen asinmalar ve hiicre
boliinmeleriyle olusan yiiksek hiicre yogunluguyla yapinin bozularak hiicrelerin yapidan
kopmasina neden olabilir. Bu durumda sistemde immobilize ve serbest hiicre siispansiyonu

bulunur (Biotechnol ve Smidsrd, 1990).

2.6.1.3. Flokiilasyon (Dogal) veya Capraz Baglama Ajanlan (Yapay) ile Kendi
Kendine Kiimelesme

Bu immobilizasyon c¢esidinde herhangi bir tasiyict kullanilmaz onun yerine
flokiilasyon veya capraz baglanma ajanlari kullanilarak yapilir. Olusan biiyiik boyutlu
agredat yapilar1 biyoreaktdrlerde kullanim kolayligi sagladigindan, immobilizasyon teknigi
olarak kullanilir. Biyoreaktor verimliligini en iist diizeye ¢ikarmak i¢in gerekli olan
tahminleri ve sartlar1 kontrol altinda tutmak ¢ok zor olsa da kullanilan en ucuz ve basit
immobilizasyon yontemidir (Pilkington vd., 1998). Bu metotta agredat olusturma yetenegi

esas olarak kiif, mantar ve bitki hiicrelerinde gozlenir (Kourkoutas vd., 2004).

2.6.1.4. Bariyer Arkasinda Hiicre Tutuklama

Bu immobilizasyon c¢esidinde hiicreler ¢oziinebilir formdaki bir zar tarafindan
tutulabilir veya hiicreler yiizeye tutturulabilir ya da hiicreler zar matrisi iginde sikigabilir.
Ayrica hareketsiz hale getirmek i¢in iki karigmaz sivi tarafindan olusturulan sivi-sivi ara
faz bir bariyer olarak da kullanilabilir. Bu yontemde kimyasal madde kullaniminin
olmayis1 ve sert kosullar kullanilmadan tutuklama isleminin yapilis1i avantaj olarak
goriilebilir. Ancak membran tikanmalarinin kiitle transferini engellemesi ise bir
dezavantajdir (Mishra, 2015; Pilkington vd., 1998; Nedovic ve Willaert, 2006). Atik sudan

hiicre ayrimi gerektiginde ya da yiiksek molekiil agirligina sahip molekiillerin veya
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spesifik iirlin ayrimi gerektiginde bu immobilizasyon ¢esidi olduk¢a kullanislidir (Nedovic
ve Willaert, 2016).

2.7 Literatiir Ozeti

York ve Ingram (1996), ham maya otolizattina ( 10 g/L; 5.8 ¢oziiniir/L) ilave edilen
mineral ve vitaminler ile rekombinat E.coli KOI11’ den  biyoetanol {iretimini
incelemiglerdir. Bu ortamdan 46+1,7 g etanol/L elde edilmistir ki bu 5-15 g/L
saflagtirilmis, ¢ozlinlir formdaki ticari protein hidrolizatindan (44-48 g/L) elde edilen
biyoetanol miktarina denktir. Mayadan otolizatindan biyoetanol iiretimi, tahil bazli ve
lignoseliiloz esasli bitkileri arasinda biyoetanol {iretimi igin bir sinerji potansiyeli

sunmaktadir (York ve Ingram, 1996).

Sheroran ve arkadaglarinin (1997) yapmis oldugu bir ¢alismada seker kamist
melasindan saccharomyces cerevisiae HAU-1 kullanilarak siirekli sistemde biyoetanol
tiretimini incelenmistir. Deneyler % 1.5 kalsiyum aljinat ile immobilize edilmis maya
hiicrelerinin ~ kullanildigr %30 doluluk oranma sahip dikey kolon reaktoriinde
gerceklesmistir. Yiiksek etanol verimine 10 g/L sakkaroz igeren 0,20 sat seyrelme hizinda
ulagilmistir. Kiitlece % 30-50 maya hiicresi i¢eren boncuklardan 60 g/Lh verimlilik elde
etmistir (Sheoran vd., 1998).

Goksungur ve Zorlu (2000), dolgulu yatak biyoreaktorde ve siirekli karigtirma tank
tipi biyoreaktorde pancar melasinda etil alkol iiretimini incelemislerdir. Bu ¢aligmada Ca-
aljinat ile tutuklanmis saccharomyces cerevisiae kullanilmistir. Dolgulu yatak biyoreaktor
gergeklestirilen ¢alisma 30°C’de, 0,22 sa’t seyrelme hizinda ve baslangic seker
konsantrasyonun % 10,90 oldugu ortamda gergeklestirilip en yiiksek etil alkolii % 4.62,
teorik verimi % 82,9 ve hacimsel verimliligi 10,16 gL™h™ elde etmislerdir. Siirekli
karistirma tank tipi biyoreaktorde gerceklestirilen calismada ise %3.94 ile daha diisiik
etanol konsantrasyonu ile daha diisiik teorik verim (% 70,7) ve verimlilik (10,16 gL*h™)
elde edilmistir (Goksungur ve Zorlu, 2009).

Lima ve ark. (2002) heksoz fermentasyonu ile pentoz fermentasyonunu birlestiren
bu ¢alismada Escherichia coli ve Saccharomyces cerevisiae kullanilarak misir koganindan
biyoetanol iiretimi gergeklestirmistir. Misir kogan1 ksiloz iceren bir hammaddedir. ilk
olarak Escherichia coli glikoz iceren LB ortaminda c¢ogaltildi ve hidrolizat

fermantasyonunda kullanildi. Bu fermantasyon, 0,50 g etanaol/seker verimle 163 saatte
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tamamladi. Ayn1 sartlarda fakat ksiloz igeren LB ortaminda ¢ogaltilan Escherichia coli’
nin kullanildig1 hidrolizat fermantasyonu ise 113 saatte tamamlanmistir. Verim glikoz
iceren LB ortaminda g¢ogaltilan mikroorganizmaya gore disliktiir fakat fermantasyon
siiresindeki kazanimindan dolayr bu calismada ksiloz iceren LB ortaminda biiyiitiilmiis
Escherichia coli kullanilmistir. Iki asamali fermanasyonun ilk asamasinda 85 g/L ksiloz
iceren musir kocani hirolizatina Escherichia coli asilandi ve 95 saatte 40 g/L etanol tiretti.
Ikinci asama olan hekzos fermantasyonunu iginde ortama 150 g/L sakkaroz ilave edilip
saccharomyces cerevisiae asilandi ve 8 saat sonunda ortamda 104 g/L etanol

konsantrasyonu bulunmaktadir (De Carvalho Lima vd., 2002).

Najafpour ve ark (2004) kesikli sistem ile siirekli sistemi karsilastiran fermantasyon
deneyleri gerceklestirmistir. Sabit hiicre yiiklii immobilize hiicre reaktorii kullanilmustir.
Hiicreler Ca-aljinat ile immobilize edilmistir.50 g/L glikoz kullanilan ¢alismada kesikli
sistem icin seker tiiketimi % 99,6 olup etanol iiretimi % 12,5 (v/v) olmustur. immobilize
hiicre reaktoriinde ise seker tiiketimi % 88,5 olup 6 saat alikonma siiresi ile etanol liretimi
% 16,7 (v/v) olmustur. Yiksek glikoz konsantrasyonunda (150 g/L) 6 saat alikonma
stiresinde % 5 etanol etanol {iretimi gergeklestirilmistir. 150 g/L glikozdan %38’ lik verim
elde edilerek 24 saatlik 7 saate fermantasyon siiresi diistiriilmiistiir. Hiicre biiyliime oraninin
monod denkleme gore yapildigi bu ¢alismada kesikli sistemin kinetik parametreleri Ks and
Im swrasiyla 2,3 g/L ve 0,35 g/Lh, substrata bagli biyokiitle verimi ve iriin verimi ise
sirastyla %50,8 % 32,1°dir. ICR' nin dretkenligi sirasiyla 25, 35, 50 g/L glikoz
konsantrasyonu i¢in 1,3, 2,3 ve 2,8 g/L saattir. Kesikli fermentasyonda 50 g/l glikoz
ortaminda etanoliin verimliligi 0,29 g/L saat olarak hesaplanmistir. Kesikli sisteme gore

stirekli sisteminde maksimum etanol tiretimi 10 kat artmistir (Najafpour vd., 2004).

Lau ve ark (2010) su ekstrakti ve amonyak fiber genlesmesi gibi bir takim 6n
islemlere maruz birakilmis enzimatik hidrolize ugramis misir maserasyon sivisindan
biyoetanol iiretimini incelemek i¢in 3 fakli mikroorganizmayr denemistir. Kullanilan
mikroorganizmalar Escherichia coli KO11, Saccharomyces cerevisiae 424A (LNH-ST) ve
Zymomonas mobilis AX101’dir. Yaptiklar1 ¢alismada ksiloz fermantasyonu musir
maserasyon stvisinin fermantasyonundan 5-8 kat daha hizlidir. Kullanilan maya pentozu

tiikketmede bakterilere oranla daha basarili olmustur (Lau vd., 2010).
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3.MATERYAL VE METOT
3.1 Materyaller

Bu c¢alisgmada kullanilan Escherichia coli KO11 (pLOI 1910) American Type
Culture Collection (ATCC) hiicre kiiltiir koleksiyonundan saglanmistir. Ast kiiltiirli i¢in
kullanilan kimyasallar glikoz (Merck, 1.08342.1000), bakteriyolojik pepton (Carl Roth
8986.1), maya ekstrakt1 (Hefeextrakt, 9213.0500), sodyum kloriir (Merck,1.06404.1000),
kloramfenicol (LabM, XO009) ve agar (Lab M, LabMQ098) dir. Fermantasyon
calismalarinda karbon kaynagi olarak kullanilan melas ise Elazig Seker Fabrikasi’ndan
temin edilip deneysel c¢aligmalar siiresince +4°C’de muhafaza edilmistir. Melasin
enzimatik On isleminde invertaz enzimi (Tito NT91) ve asidik 6n isleminde siilfiirik asit
(Sigma, 30743) kullanilmistir. Enzim seyreltme islemi sodyum asetat-asetik asit tamponu
ile yapilmustir. Yiksek basingli sivi kromotgrafisinde (HPLC) yapilan analizlerde standart
ve mobil faz olarak siilfiirik asit (Merck), glikoz (Merck, 1.08342.1000), fruktoz (Carlo
Erba, 452666) ve sakkaroz (Carlo Erba, 477187) kullanilmistir. Kullanilan kimyasallar

analiz safligindadir.

Yapilan ¢aligmalarda kullanilan cihazlar sirkiilasyonlu su banyosu (MIKROLAB),
su banyosu (DAIKAN), santrifiij (NUVE), etiiv (MIKROLAB), vorteks (VELP), otoklav
(LAB Companion), pH metre (HANNA), hassas terazi (BEL), HPLC (Shimadzu), GC
(Shimadzu), laminer flow kabin (Thermo), -80 °C dolabi (NuAire)’dur.

3.2. Mikroorganizmanin Susunun Canlandirilmasi ve Saklanmasi

Calismada kullanilan mikroorganizma susu liyofilize halde temin edilmistir.
Canlandirma igleminde kullanilacak olan besi yerleri ve cam malzemeler 6nce 121°C’de
15 dakika steril edildi. Ayrica tiim calisma aseptik kosullarda gergeklestirildi. Liyofilize
haldeki Escherichia coli KO11 susu ilk olarak oda sicakliginda % 0,9’luk NaCl ¢6zeltisi
ortamina alinmistir. CoOziinmiis mikroorganizma susu igerigi Tablo 3.1°de belirtilen
modifiye edilmis kati Luria-Bertani (LB) besi yeri iceren petri kaplarina ekildi. Ekilen
mikroorganizmalar 37 °C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda petri
kaplarinda ¢ogalmis olan mikroorganizmalar 50 ml’lik ¢alisma hacmine sahip 250 ml’lik

erlenlerde modifiye edilmis sivi LB besi yerine alindi. Sivi besi yerindeki hiicre kiiltiir



ortami 37 °C ve 100 rpm de 16 saatlik bir inkiibasyona daha tabi tutuldu. Cogalan
mikroorganizmalar % 60’lik gliserol iceren mikrosantrifiij tiiplerine alinarak -80 °C’de
stok

Tablo 3. 1. Modifiye edilmis kat1 Luria-Berttani (LB)

Besi ortam Miktar
Glikoz 20 (g/L)
Maya ekstrakti 5 (g/L)
Pepton 10 (g/L)
NaCl 5 (g/L)
Agar 15 (g/L)
Kloramfenikol 40 ng/L

olarak saklandi. Calisilan mikroorganizma rekombinant bir mikroorganizma oldugu i¢in

her bir petri kab1 10 giinde bir -80°C’ den canlandirilarak tazelenmistir.
3.3. Hammaddeye Uygulanan On islemler

Seker pancar1 melas1 yaklasik olarak % 50 seker igerigine sahiptir ve yapisindaki
seker sakkarozdur. Calismada kullanilan mikroorganizma 5 ve 6 karbonlu sekeri fermente
etmede basarilirdir. Bu nedenle melasin icerigindeki sakkaroz monomerleri olan glikoz ve
fruktoza doniistiiriilmelidir. Bu déniisiim i¢in 3 farkli yol izlendi. Izlenen yollardan ikisi

asidik 6n iglem olup bir tanesi enzimatiktir.

[k olarak uygulanan asidik 6n islem metodunda melas ¢dzeltisinin pH’1 6 M’Iik
H,SO, ¢ozeltisi kullanilarak 3’e diistirtildii. pH’1 3 olan melas ¢6zeltisi otoklavlandi (Bae
ve Shoda, 2005).

Ikinci olarak uygulanan asidik 6n islem metodunda ise, melas ¢dzeltisinin pH’1 6
M’lik H,SO4 ¢6zeltisi kullanilarak 3’e distirtildii, ardindan 60 °C’lik etiivde 1 saat boyunca
bekletildi. Bu siire sonunda tekrardan 6 M’lik H,SO, ¢ozeltisi kullanilarak pH 1°¢
distiriildii ve 60 °C’lik etiivde 2 saatlik bekletildi (Cakar vd., 2014).

Enzimatik 6n islem uygulamalarinda invertaz enziminin aktivitesinin en yiiksek
oldugu sicaklik ve pH araligi dikkate alinarak bu 6n islem metodu uygulanmistir. Bu
amacla melas ¢ozeltisinin pH’1 4,5 olarak ayarlandi, % 1°lik enzim ilavesi ile 55 °C’de 24

saat boyunca 100 rpm de karistirildi. 24 saatlik siirenin sonunda enzimin aktivitesini
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ortadan kaldirmak i¢cin 90 °C’de 5 dakika bekletildi. Fermantasyon c¢aligsmalarinda
kullanilmak tizere pH’1 tekrardan 5 M’lik NaOH c¢ozeltisi ile 6’ya ayarlandi.

3.4. Enzimatik On Islemin Optimizasyonuna Yénelik Deneysel Tasarim

Uygulanan 6n islem denemelerinde sakkarozu monomerlerine doniistirmede en
verimli On islemin, ayrintis1 bulgular ve tartisma kisminda verilen sonuglara gore,
enzimatik 6n islem olduguna karar verildi. Enzimatik 6n iglem sartlarinin optimizasyonu
icin istatiksel bir yontem olan Cevap Yiizey Yontemi (Merkezi Kompozit Dizayn, MKD)
kullanildi. MKD ile melas konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu ve hidroliz siiresi
bagimsiz ii¢ degiskenin 6n denemelerle belirlenen araliklari i¢in 20 farkli deney tasarlandi.
MKD de bagimli degisken olarak indirgen seker konsantrasyonu secildi. On denemeler
1s1ginda 2000 ul/birim olan enzim, 20 kat seyreltilerek 100 ul/birim seviyesine
distrilmistir. MKD ile tasarlanan deneysel parametreler ve deney sartlar1 Tablo 3.2°de

verilmistir.
3.5. Fermantasyon Deneyleri

Fermantasyon deneyleri hem kesikli hem de siirekli sistemde yapilmistir. Her iki
sistemde de anaerobik sartlar altinda calisildi. Karbon kaynagi olarak kullanilan melas,
enzimatik on igleme tabii tutulduktan sonra elde edilen hidrolizatin pH’1 6 ya yiikseltildi ve
tim fermantasyon deneylerinde hidrolizatlara kloramfenikol ilave edildi. Ayrica
fermantasyon ortamlarina azot kaynagi olarak konsantre halde hazirlanmis olan 5 g/L

maya ekstrakti, 10 g/L pepton ve 5 g/L NaCl karisimi da ilave edildi.

Kesikli deneyler i¢in CO; ¢ikisina izin veren bir erlen diizenegi tasarlanmigtir. Tim
kesikli ¢alismalar1 250 ml’lik erlenlerde 50 ml’lik ¢alisma hacminde 37°C’de ¢alkalamali
inkiibatorde 100 rpm karistirma hizinda gergeklestirildi.

Siirekli deneyler i¢in ise 3 mm borosilikat camdan yapilmis ¢apt 3cm olan 20
cm’lik immobilize hiicre reaktorii kullanilmistir. Siirekli sistem diizeneginde de kesikli
sistemdekine benzer bir sistemle CO, c¢ikisina izin verilmistir. Siirekli sistem sicakligi
reaktor kolonun sahip oldugu ceket icerisinden ayar: sirkiilasyonlu su banyosundan
saglanan 37 °C’de su gegirilmesi ile stabil tutuldu. Hidrolizatin reaktdre girisi ve ¢ikist
peristaltik pompalar yardimiyla saglandi. Fermantasyon siiresince verimi artirmak igin
substrat immobilize hiicre reaktoriine geri devir ettirildi. Sekil 3.1’de immobilize hiicre

kiiltiiriiniin kullanildig siirekli sistem reaktorii sematik olarak gdsterilmistir.
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Tablo 3.2. MKD ile tasarlanan deney sayisi ve bagimsiz degiskenlerin degerleri

Deney No Melas Enzim Konsantrasyonu Siire (saat)
Konsantrasyonu (g/L) (% Vi)
1 70,27 0,28 6,46
2 129,73 0,28 6,46
3 70,27 0,82 6,46
4 129,73 0,82 6,46
5 70,27 0,28 19,54
6 129,73 0,28 19,54
7 70,27 0,82 19,54
8 129,73 0,82 19,54
9 50,00 0,55 13,00
10 150,00 0,55 13,00
11 100,00 0,10 13,00
12 100,00 1,00 13,00
13 100,00 0,55 2,00
14 100,00 0,55 24,00
15 100,00 0,55 13,00
16 100,00 0,55 13,00
17 100,00 0,55 13,00
18 100,00 0,55 13,00
19 100,00 0,55 13,00
20 100,00 0,55 13,00
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Sekil 3.1. Siirekli deneylerin gergeklestirildigi siirekli sistem reaktdriiniin sematik gosterimi

Fermantasyon deneylerinde verim hesaplanirken asagidaki denklemler kullanilmistir:

C
Etanol verimi, Y(g) - —&max
g9 Ch
C
Etanol verimlilik, Qp( 9 ,_emax
L -saat tmax
C
Yi (%) = ( S 100

(Cy ¢ ~Cs.max) 0511
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C
—&MaX 100 (3.4)

Etanol verimi =
C
$,0
Hacimsel verimlilik, (°,) = (=-5) (3.5)
Ve
Seyrelme hizi, D(sa'l) - F (3.6)
Ve

Alikonma zamani, (sa) = % (3.7)
Burada;

CS O,baslanglg seker derigimi (g/L),

Y(g/g), etanol verimi-biyokiitle verimi

Yi ,Sitokiyometrik (teorik) denkleme gore alkol iiretim verimi (%)- yiizde verim
Ce, max» maksimum etanol derigimi (g/L),

tmax maksimum etanol miktarimim belirlendigi siire (saat),
Cs,max + Umax "daki seker derisimi (g/L),

C,,, tiiketilen seker (g/L)

h 1
F, hidrolizat akis hiz1 (ml/dk)
C, yatiskin haldeki biyoetanol konsantrasyonu (g/L)

V¢, dolu kolon hacmi (ml)

0.511 teorik olarak pentozlarin etanole ¢evrim oranidir.

3.5.1 immobilizasyon Deneyleri

Bu calismada immobilizasyon yapmak amaciyla tasiyict matriks olarak sodyum
aljinat, capraz baglayici olarak da CaCl, kullamildi. immobilizasyon igin % 2-4’liik
sodyum aljinat ¢ozeltileri ile % 1-6’lik CaCl; ¢ozeltileri kullanildi. Hiicre kiiltiirii ilk olarak
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belirlenen inokiilasyon oraninda 4100 rpm de 5 dakika santrifiijlendi. Siipernant kismi
atildi. Pellet kismi ise sodyum aljinat miktarmin %10’u olacak bigimde steril saf su ile
kanistirildi. Sonrasinda hiicre+aljinat karigimi bir karistiricida karismakta olan CaCl,
¢ozeltisine tek kullanimlik steril enjektor yardimiyla damlatildi. Olusan boncuklar 30
dakika boyunca CaCl, ¢ozeltisinde karistirildi. Bu siirenin sonunda boncuklar 2 defa steril
saf su ile yikanarak CaCl; kalintilar1 ortamdan uzaklastirildi. Daha sonrasinda boncuklar
fermantasyon ic¢in hidrolizat ortamimna ilave edildi. Immobilizasyon isleminin nasil

yapildig1 sematik olarak Sekil 3.2” de gosterilmistir.

3.6. Analiz Yontemleri

3.6.1. Seker Analizi

Seker analizleri yiliksek basmg¢li sivi kromotografisinde ICE-COREGEL-87H3
kolon ( 300 mm uzunluk, 7.8 mm ¢ap, 20.0 ul hacim) kullanilarak yapildi. Analiz sartlart;
45 °C kolon sicakligi, 0,600 ml/dk akis hizidir. Tasiyict sivi olarak 5 mM’lik H,SO4
kullanilmistir. Tastyict sivi sisteme verilirken igerisinde su baloncugu bulundurmamast igin
sonikasyona tabi tutuldu. Enjeksiyon hacmi 1 mikro litredir. Standart ¢ozeltiler % 100 saf
sakkaroz, glikoz ve fruktoz ile hazirlanmistir. Kalibrasyon egrisi sakkaroz, glikoz ve
fruktozun karigimindan olusan bir ¢ozeltiyle olusturuldu. Seker miktarinin tayininde bu
kalibrasyon egrisi kullanilarak, enstriimantal olarak hesaplandi. Seker analizi yapilacak

numune 0,45’lik filtrelerden gecilerek analizi yapildi.
3.6.2. Alkol Analizi

Alkol analizleri gaz kromotografisinde BP20 kolon ( 25 m uzunluk, 0,32 mm ¢ap,
0,25 mikrometre film kalinlig: ) kullanilarak, kolon sicakligi 140 °C ‘de 50 ml/dak akis
hiziyla gerceklestirildi. Tasiyict gaz olarak azot kullanildi. Enjeksiyon hacmi 1 mikro
litredir. Standart ¢ozeltiler % 99,7’lik etil alkol ile hazirlanmistir. Sonuclar standart
¢ozeltinin kalibrasyon egrisine gore enstriimantal olarak hesaplanmistir. Alkol analizi

yapilacak numune 0,45lilk filtrelerden gecilerek analizi yapilmigstir.
3.6.3. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Immobilize edilmis hiicre boncuklarinin gériintiilenmesinde Firat Universitesi
Merkez Laboratuvarlarinda bulunan Zeiss marka taramali elektron mikroskobunun EVO

MA10 numarali modeli kullanildi. Boncugun yapist ve capt bu analiz ile belirlendi.
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Immobilize hiicrelerin boncuk icerisindeki goriintiileri ise farkli biiyiitme oranlari

kullanilarak goriintiilendi.
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4. BULGULAR ve TARISMA

Bu ¢alismada, seker pancart melasinda bulunan sakkaroz yapinin temel bilesenleri
olan glikoz ve fruktoza ayristirilmak tiizere asidik ve enzimatik iki 6n isleme tabi
tutulmustur. Hidroliz ¢alismalarinda 50 g/L’lik melas ¢ozeltileri kullanilmis olup, bu melas
¢ozeltilerindeki seker konsantrasyonu 26,13 ¢g/L olarak belirlenmistir. Asidik 6n islemlerde
materyal ve metot kisminda anlatildigi gibi iki farkli yontem denenmistir. Ilk olarak
uygulanan asidik 6n islem sonrasinda ortamda 6,315 g/L sakkaroz, 10,585 g/L glikoz ve
10,605 g/L fruktoz dl¢iilmiistiir. Ikinci uygulanan asidik 6n islem sonrasinda ise ortamda
18,015 g/L sakkaroz, 4,515 ¢g/L glikoz ve 4,975 g/L fruktoz bulunmaktadir. Asidik
yontemler arasindaki onemli fark ikinci yontemin ilk etapta 60 °C gibi birinci yonteme
gore ¢ok daha diisiik sicaklikta gerceklestirildiginden kaynaklandig: diistintilmektedir. Bu
yontemin son asamasinda sicaklik 121 °C’ye yiikseltilse de bu durumda pH’nin 6 olmasi
doniisiimiin istenen seviyede gerceklesememesine yol agmustir. Uygulanan enzimatik 6n
islem sonrasinda ise ortamda hi¢ sakkaroz bulunmazken 13,69 g/L glikoz, 13,814 g/L
fruktoz bulunmaktadir. Melastaki sakkarozu glikoz ve friikktoza doniistirmek igin
kullanilan hidroliz yontemlerinden elde edilen deneysel sonuglar1 6zetleyen bir tablo Tablo

4.1’°de verilmistir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda asidik 6n islemeler karsilastirildiginda diistik
pH degerine sahip melas ¢ozeltisinin otoklavlanmasiyla daha fazla monemer agiga
cikmistir. Buradan da ortam asitliginin sicakligin etkisiyle parcalanmayi arttirdigr agik¢a
gorilmektedir. Enzimatik ©on islem sonucunda ortamdaki sakkarozun tamaminin
par¢alanmasi ve asidik 6n islem sonrasinda ortamda olusmas1 muhtemel inhibisyona neden
olabilecek maddelerin 6nlenmesi amaciyla, bu yontemin 6n islem i¢in en iyi hidroliz

yontemi olduguna karar verilmistir.

Tablo 4.1. Farkli 6n igslemler sonrasinda ortamda var olan seker miktarlari

On islem Sakkaroz( g/L) Glikoz (g/L) Fruktoz (g/L)
1. asidik yontem 6,315 10,585 10,605
2. asidik yontem 18,015 4,515 4,975

Enzimatik 0 13,69 13,814




4.1. Enzimatik Hidroliz icin Optimizasyon Calismalar:

Bu tezde seker pancari1 melasindan indirgen seker (glikoz ve fruktoz) elde
edilmesine yonelik hidrolize etki eden degisken parametrelerin belirtilen araliklari igin
RSM ile olusturulan kodlu degerler tablosu Tablo 4.2°de verilmistir. Merkez noktalarin
belirlenmesi amaciyla 6n calismalarla gergeklestirilmistir. Tablo 4.2°deki degerlere gore
Design Expert programiyla toplamda 20 deney tasarlanmistir. Merkezi Kompozit Dizayn
(MKD) ile belirlenen bu deneyler i¢in cevap degiskenleri olarak hidroliz sonrasi indirgen

seker konsantrasyonu (g/L) ve sakkaroz konsantrasyonu (g/L) secilmistir.

Tablo 4.2. Asisidik hidrolize etki eden degiskenleri inceleyen araliklart ve kodlu

degiskenler

Faktor Degiskenler -0, -1 0 +1 +a
A Melas konsantrasyonu (g/L) 50 70,27 100 129,73 150
B Enzim konsantrasyonu (%, v/v) 0.1 0,282 0,55 0817 1
C 2 4,46 13 19,54 24

Siire (saat)

Seker pancart melasinin MKD ile elde edilen enzimatik hidroliz sartlar1 icin
deneysel calisma sablonu ve cevap degiskenleri olan indirgen seker ve doniismeyen

sakkaroz konsantrasyonu degerleri Tablo 4.3°de verilmistir.

Tablo 4.3’deki verilerden faydalanarak Design Expert programinin lineer, iki faktoriyel
etkilesim, kuadratik ve kiibik gibi esitliklerle gerceklestirilen analizler sonucu, program
tarafindan cevap degiskenlerini incelenen bagimsiz degiskenlere baglayan bir model
esitligi onerilmistir. Model analizi sonucunda kuadratik etkilesim modelinin 6nemli oldugu
sonucuna varilmistir. Kuadratik etkilesim i¢in ANOVA test sonucu Tablo 4.4’de
verilmigtir. Tablo 4.4’den goriildiigii gibi Onerilen model i¢in p degerinin (<0,0001)
0,05’den kiiciiktiir. Bu durum program tarafindan Onerilen modelin 6nemli ya da kabul
edilebilir oldugunun gostermektedir. Seker pancart melasinin enzimatik hidrolizi i¢in
MKD ile yapilan analiz sonucu 6nerilen kuadratik modelin uygunluk testi i¢in istatistiksel
parametre degerleri Tablo 4.5°da verilmistir. 0,9886 gibi yiiksek R? degeri modelin ¢ok iyi

oldugunu gostermektedir.
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Bu durumu Adj. ve Pred. R? degerlerinin yiiksek olmasi da desteklemektedir. Adj. R? ve
Pred. R? degerleri arasindaki fark 0.2°den ne kadar biiyiikse modelin uyumlulugu o kadar

1yi kriterine gére de MKD sonuglarinin yeterli diizeyin {izerinde oldugunu gostermektedir.

Tablo 4.3. Hidroliz sartlar1 igin MKD ile elde edilen deneysel ¢alisma sablonu ve elde edilen sonuglar

Deney Melas Kons. Enzim Kons. Siire indirgen Doéniismeyen
No (g/L) (%, viv) (saat) Seker Kons.  Sakkaroz (g/L)
(9/L)

1 70,27 0,28 6,46 30,23 6,57
2 129,73 0,28 6,46 42,31 26,23
3 70,27 0,82 6,46 30,26 6,54
4 129,73 0,82 6,46 61,55 6,98
5 70,27 0,28 19,54 33,87 2,93
6 129,73 0,28 19,54 62,59 5,95
7 70,27 0,82 19,54 31,37 5,43
8 129,73 0,82 19,54 75,40 0

9 50,00 0,55 13,00 23,05 0
10 150,00 0,55 13,00 71,42 11,54
11 100,00 0,10 13,00 45,91 7,05
12 100,00 1,00 13,00 49,99 2,97
13 100,00 0,55 2,00 27,27 25,69
14 100,00 0,55 24,00 45,08 7,88
15 100,00 0,55 13,00 51,14 1,82
16 100,00 0,55 13,00 43,02 9,94
17 100,00 0,55 13,00 51,70 1,26
18 100,00 0,55 13,00 46,04 6,93
19 100,00 0,55 13,00 48,76 4,21
20 100,00 0,55 13,00 49,01 3,95

Tablo 4.4. Kuadratik modelin rsm ile elde edilen anova test sonuglar

Kareler Kareler . . . .
Kaynak Toplam df Ortalamasi F-degeri p-degeri
Model 3820,13 9 424,46 96,70 <0,0001 Onemli
A- Melas Kons. 2856,90 1 2856,90 650,86 <0,0001
B-Enzim Kons. 97,54 1 97,54 22,22 0,0008
C-Siire 347,28 1 347,28 79,12 <0,0001
AB 149,45 1 149,45 34,05 0,0002
AC 108,34 1 108,34 24,68 0,0006
BC 9,93 1 9,93 2,26 0,1635
A? 0,81 1 0,81 0,18 10,6769
B? 4 508E-003 1 4.508E-003 1.027E-003 0,9751
c? 247,74 1 247,74 96,70 <0,0001
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Tablo 4.5. Seker Pancar1 Melasinin Enzimatik Hidrolizi i¢in Kuadratik Modelin Uygunluk Testine ait

Istatistiksel Parametrelerin Degerleri

Standart Sapma 2,10 R? 0,9886
Ortalama 46,34  AdjR? 0,9784
Varyans Katsayis1 (C.V) % 552  Pred R? 0,9143
Tahminlenmis kalinti1 hata kareler 331,18 veterli Kesinlik 33,545
toplamm (Press)

Design Expert programi1 ve MKD’ a gore seker pancart melasinin enzimatik hidroliz ile
indirgen seker elde edilmesi i¢in kodlu degerlere bagli olarak indirgen seker

konsantrasyonu asagidaki esitlikle verilmistir:

Indirgen Seker Kons. (g/L)=(49,32)(14,46xA)+(267xB)+(5,04xC)+(4,32xAB) (4.2)
+(3,68XAC)-(1,11xBC)+(0,24xA%)+(0,081xB?)-(4,15xC?)

Esit. 4.2° de degiskenler icin kodlanan simgeler Tablo 4.4’ de verilmistir. Esit. 4.1’den
enzimatik hidroliz iiretimini en ¢ok etkileyen tekli parametrenin A (Melas
Konsantrasyonu), ikili  parametrenin ise AB (Melas Konsantrasyonu-Enzim
Konsantrasyonu) oldugu goriilmektedir. Gergek degerler cinsinden esitlik ise Esit. 4.2°de

verilmistir.

Indirgen Seker Kons. (g/L)=(16,103)-(4,76x10XCp)-(36,341xCg)+(1,78xt)
(4.2)

+(0,543XCxCg)+(0,019xCpixt)-(0,636xCext)+(2,68x10*xCp?)+(0,247xCe?)-(0,097xt?)

Burada, Cy melas konsantrasyonu (g/L), Ce enzim konsantrasyonu (%,v/v), t siire (saat)
dir.

Tablo 4.4’den model teriminde etkin olan parametrelerin 0.05’ten kiiclik degerlere
sahip olan A, B, C, AB, AC ve C? oldugu anlasilmaktadir. Design Expert programu ile
bagimsiz degiskenlerin cevap degiskeni iizerinde ikili etkilesimlerinin yaninda, diger tim
bagimsiz degiskenlerin sabit tutuldugu durumda tek bir parametrenin cevap degiskeni
tizerindeki etkisini de veren grafikler iretilebilmektedir. Bu tez calismasinda Melas
konsantrasyonu-enzim  konsantrasyonu, melas konsantrasyonu-sire ve enzim
konsantrasyonu siire etkilesimlerinin indirgen seker iiretimi iizerine etkileri Sekil 4.3
arasinda gosterilmistir. Sekil 4.1°den goriildiigii tlizere yiliksek enzim ve melas

konsantrasyonlarinda indirgen seker {retiminin artti§i, bununla beraber melas
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konsantrasyonunun etkisinin daha fazla oldugu sdylenebilir. Calisilan araliklarda diisiik
melas konsantrasyonlarinda enzim artigi ile indirgen seker iiretimindeki artis miktarinin
yiiksek melas konsantrasyonlarina gore daha diisiik oldugu Sekil 4.1’den goriilen bir bagka
sonugtur. Siire-melas konsantrasyonunun etkisinin goriildiigii Sekil 4.2’de de benzer
sonuclarin elde edildigi goriilmektedir. Yiiksek melas konsantrasyonu ve siirelerde yiiksek
dontisiim oldugu agikca gozlenmektedir. Melas konsantrasyonu-siire etkilesimi sonucunun
melas  konsantrasyonu-enzim  konsantrasyonundan  bir  farki  disik  enzim
konsantrasyonundan yiiksege gittikge indirgen sekere doniisiim miktarmin daha belirgin
sekilde arttigidir. Bu durum melas konsantrasyonu-siire etkilesiminde pek

gozlenmemektedir (Sekil 4.2).

Indirgen Seker Kons. (g/L)

12973

105.95
94.05

42 s A: Melas Kons. (g/L
B: Enzim Kons. (%, v/v) o s216 elas Kons. (g/L)

028 " 7027

Sekil 4.1. MKD ile tasarlanan deney sonuglarina gére melas konsantrasyonu-enzim konsantrasyonu ikili
etkilesiminin indirgen seker konsantrasyonu iizerine etkisi

Indirgen Seker Kons. (g/L)

Z //’s_v 16 A: Melas Kons. (g/L)

6.46 © 7027

C: Sure (saat)

Sekil 4.2. MKD ile tasarlanan deney sonuglarina gére melas konsantrasyonu-siire ikili etkilegiminin indirgen
seker konsantrasyonu iizerine etkisi
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Indirgen Seker Kons. (g/L)

082

16.27

9.73 042 B: Enzim Kons. (%, v/v)
646 028

C: Sure (saat)

Sekil 4.3. MKD ile tasarlanan deney sonuglarina gére enzim konsantrayonu-siire ikili etkilesiminin indirgen
seker konsantrasyonu iizerine etkisi

Enzim konsantrasyonu-siire etkilesiminin gosterildigi Sekil 4.3’de ise diger iki
etkilesim sonucuna gore ilk bakista daha optimum bir noktanin yakalandigi sonucuna
varilabilir. Ancak, dikkat edildiginde diisiik doniisiim konsantrasyon degerleri durumun
bdyle olmadigini agiklamaktadir. Tablo 4.4’den BC (enzim konsantrasyonu-siire) etkilesim
degerinin (0,163) 0,05 degerinden biiyiik oldugu sonucu da bu yorumu desteklemektedir.
MKD ile RSM analizleri ile cevap degiskenine tek bir bagimli degisken parametresini
etkisini gosteren grafikler de elde etmek miimkiindiir. Buna gdére melas konsantrasyonu,
enzim konsantrasyonu ve siirenin tek basmna indirgen seker iiretim miktarina etkilerini
gosteren grafikler Sekil 4.6 arasinda gosterilmistir. Sekil 4.4’den goriildiigii gibi melas
konsantrasyonu ile indirgen seker iiretim miktarinin lineer bir sekilde arttig1 goriilmektedir.
Program tarafindan tahmin edilen melas konsantrasyonu 88 g/L. olarak 6ngoriilmektedir.
Enzim Kkonsantrasyonun etkisinin gosterildigi Sekil 4.5 enzim konsantrasyonu igin
degisimin optimum nokta olusturma egilimine daha yatkin oldugunu gdstermektedir. Buna
gore tahmin edilen enzim konsantrasyonu degeri 0,45 (%, v/v)’ dir. Son olarak siirenin
etkisinin goriildigi Sekil 4.6’dan u¢ noktaya yakin olmakla beraber ¢alisma araliklari
icinde olan deger program tarafindan siire tahmininin 15,93 saat oldugu goriilmektedir.
Design Expert programi ile elde edilen deneysel degerlere karsilik hesaplanan degerler

grafigi Sekil 4.7°de gosterilmistir.
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Sekil 4.4. MKD ile tasarlanan deney sonuglarina gore melas konsantrasyonun indirgen seker konsantrasyonu
iizerine tek basina etkisi
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Sekil 4.5. MKD ile tasarlanan deney sonuglarina gére enzim konsantrasyonunun indirgen seker
konsantrasyonu iizerine tek bagina etkisi
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Indirgen Seker Kons, (g/L)

C: Sire (saat)

Sekil 4.6. MKD ile tasarlanan deney sonuglarina gore siirenin indirgen seker konsantrasyonu iizerine tek
basina etkisi
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Sekil 4.7. MKD ile tasarlanan deney sonuglarina gore deneysel karsilik hesaplanan degerlerin degisimi
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Ozet olarak Design Expert Programi tarafindan 6nerilen calisma sartlar1 87,77 g/L
melas konsantrasyonu, % 0,45 (v/v) enzim konsantrasyonu ve 15,93 saat siiredir. Bu
sartlarda elde edilen indirgen scker konsantrasyonu 43,936 g/L ve sakkaroz
konsantrasyonu 1,879 g/L’dir. Onerilen sartlarda gerceklestirilen dogrulama deneyi ile elde
edilen sonuglar ise 41,88 g/L indirgen seker ve yaklasik 2 g/L sakkaroz. Goriildiigii gibi
model sonucu elde edilen indirgen seker konsantrasyonu ile dogrulama deneyi sonucu elde
edilen indirgen seker konsantrasyonu % 4,5’luk bir oranda hata pay1 igermektedir ki bu

hata orani kabul edilebilir sinirlar i¢erisindedir.
4.2. Fermantasyon Deneyleri

Bu tez calismasinda seker pancari melasindan E. coli KOI1 suslar1 kullanarak
fermantasyonla biyoetanol tretimi kesikli ve siirekli olmak tizere iki reaktor tipinde

gerceklestirilmistir. Deneyler kullanilan suglarin immobilize edilmesiyle yiiriitiilmistiir.
4.2.1. Kesikli Serbest Hiicre Fermantasyonu

Fermantasyon c¢alismalar1 ilk olarak serbest hiicre deneyleri ile yapilmistir.
Mikroorganizma 16 saat onceden kati besi yerinden modifiye sivi LB besi yerinde
cogaltilmigtir. Serbest hiicre fermantasyonu 50 ml ¢alisma hacminde 250 ml’lik erlenlerde
gerceklestirilmigtir. Substrat olarak 20,24 g/L indirgen seker igeren melas ¢ozeltisi ile
konsantre hazirlanmis olan azot kaynagindan 5 ml ilave edilmistir. 72 saat siiren
fermantasyona ait biyoetanol miktarlari Tablo 4.6 da verilmistir. Serbest hiicrenin
kullanildig1 fermantasyonda en yiliksek verime 24 saatte ulasilmistir. Hiicrenin besine
ulagsmasi immobilize hiicrelere gore daha kolay oldugundan, bu fermantasyonda Sekil
4.8°de gosterildigi gibi 24. saatte en yiiksek biyoetanol iiretimini gergeklestirmistir.
Sitokiyometriye gore verim hesab1 yapildiginda % 96’lik teorik etanol verimine

ulasilmistir.

Tablo 4.6. Kesikli serbest hiicre fermantasyonu biyoetanol miktarlart (g/L)

Stire (saat) Biyoetanol (g/L)

0 0
12 9,05
24 9,90
36 9,46
48 8,51
60 8,30
72 8,17
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Biyoetanol Konsantrasyonu (g/L)

0 20 40 60 80
t (saat)

Sekil 4.8. Mikroorganizmanin serbest halde {irettigi biyoetanol konsantrasyonunun zamanla degisimi

4.2.2 Kesikli Immobilize Hiicre ile Fermantasyon

Siirekli sistemde fermantasyon deneylerine ge¢ilmeden dnce kesikli sistemde fermantasyon
deneyleri yapilmistir. Farkli aljinat ve CaCly’un denendigi immmobilizasyon
deneylerindeki amag siirekli sisteme uygun boncuk yapisint elde etmektir. Elde edilen
boncuk hem rijit olmali hem kiitle transferi yoniinden mikroorganizmayi etkilememeli hem
de ytiksek akig hizlarina kars1 dayanikli olmalidir. Bu amagla, 18 farkli deney yapilmugstir.
Immobilizasyon deneylerinde 50 g/L’lik melas ¢ozeltisi kullanilmistir. Uygulanan
enzimatik On islem sonrasinda c¢ozeltide 10,18 g/L glikoz ve 10,06 g/L fruktoz

bulunmaktadir.

Kesikli denemeler 50 ml ¢alisma hacminde 250 ml’lik erlenlerde anaeorobik olarak
gerceklestirilmistir. Ilk olarak mikroorganizma kati besi yerinden 6ze yarimiyla sivi
modifiye LB ortamina alinarak 37 °C’de 100 rpm’de 16 saatlik inkiibasyona birakilmstir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda besi yerinde ¢ogalan mikroorganizmalar % 10 inokiilasyon

hacmi olacak sekilde immobilizasyon islemine tabi tutulmustur.

[k denemelerde %2’lik (w/v) aljinat ¢ozeltisi kullamlmstir. CaCl, ¢dzeltisi olarak
da %1-2-3-4-5-6’lik (w/v) g¢ozeltileri kullanilmistir. Bu iki farkli ¢6zeltinin kombinasyonu
denenmistir. Tablo 4.7°da mikroorganizmalarin 72 saatlik bir fermantasyon sonucunda
tiretmis oldugu etanol miktarlar1 verilmistir. Bu tablodaki degerlerin sekil ile gosterimi ise

Sekil 4.9’de gosterilmistir. Tablo 4.7 ve Sekil 4.9 incelendiginde, tiim ilave edilen CaCl,
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yizde degerlerinde zamanla 24. saate kadar belirgin bir sekilde biyoetanol
konsantrasyonlarinda artig gézlenmektedir. Bu saatten sonra % 2 ve 3 CaCl, igeren ortam
hari¢ biyoetanol konsantrasyonlarinin genellikle ¢ok az degistigi ya da sabit kaldig
sOylenebilir.  Yapilan immobilizasyon isleminde boncuk yapisinin nasil oldugu ve
fermantasyon siireci sonunda meydana gelen deformasyonlar ile deneysel kinetik
parametreler Tablo 4.8’de verilmistir. Tablo 4.8 incelendiginde % 5 ve 6 CaCl, igeren
ortamda elde edilen boncuklar hari¢ diger tiim sartlarda iiretilen boncuklarin stabil formda
olmadiklar1 goriilmektedir. Ayni tabloda biyokiitle verim degerleri ile % verim degerleri en
yiiksek oranda % 6 CaCl; ile sentezlenen boncuklarda elde edilmistir. Hacimsel verimlilik
degerlerine bakildiginda % 5 ve 6 oraninda CaCl, igeren ortamda hazirlanan boncuklar
diger yiizdelerdeki boncuklara gore diisiik degerlere sahip gibi goriinse de, bu degerlerin
her boncugun maksimum etanol {iretiminin gergeklestigi siireye gore hesaplandigi

unutulmamalidir.

Tablo 4.7. Farkli kalsiyum klortir igerikleri ve siireler i¢in %2 (w/v)’lik aljinat kullanimi sonucunda olusan

biyoetanol miktarlar1 (g/L)

% Kalsiyum Siire (saat)

Kloriir(w/v) 0 1 24 36 48 60 72
1 0 3,40 8,38 8,87 8,22 8,39 8,00
2 0 7,80 8,66 8,99 8,61 7,04 6,94
3 0 7,24 8,67 8,66 8,22 6,13 6,03
4 0 5,41 8,34 8,86 8,07 7,89 7,27
5 0 4,93 8,77 8,65 8,9 8,79 8,71
6 0 6,32 8,81 9,13 9,33 8,93 8,82

Biyoetanol Konsantrasyonu (g/L)
wn

0 12 24 36 48 60 72
t (saat)

Sekil 4.9. % 1-6 arasinda degisen kalsiyum kloriir miktarlarinda % 2 (w/v)’lik aljinat kullanimu ile yapilan

fermantasyon sonucu zamanla biyoetanol konsantrasyonunun degisimi
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Tablo 4.8. % 1-6 arasinda degisen kalsiyum kloriir miktarlarinda % 2 (w/v)’lik aljinat kullanimi1 sonucunda
olusan boncuklarin fiziksel dzellikleri ve deneysel kinetik parametreleri

% CaCl,
Parametre %1 %2 %3 %4 %5 %6
Boncuk Yapisi Stabil degil ~ Stabil degil Stabil degil Stabil degil ~ Stabil  Stabil ve rijit
Y(g/g) 0,44 0,44 0,43 0,44 0.,44 0,46
Y; (%) 86 87 84 86 86 90
Q,(gL's™) 0,25 0,25 0,24 0,25 0,19 0,19

Boylece, yukaridaki tiim degerlendirmeler 1s1ginda en iyi sartlarda {iretimin
gerceklestirildigi boncugun % 6 CaCl; igeren ortamda elde edilen boncuk oldugu
sOylenebilir. Bu boncuk ile iiretim i¢in 72 saatlik fermantasyon sonucunda 9,33 g/L
biyotanol konsantrasyonu ile en yiiksek etanol miktarina 48. saatte ulasilmistir.
Fermantasyon siliresinin  sonunda yapidaki deformeler diger oranlara gore
karsilastirildiginda oldukc¢a azdir. Maksimum etanol konsantrayonuna ulagma siiresinin geg
etkisi bulunmamaktadir. Yapilan 6 farkli fermantasyonda da maksimum etanol
konsantrasyonuna ulastigi anda ortamda hi¢ seker bulunmamaktadir. Stabil olmayan
yapilardaki verim diisiikligii de, ortamin kararsizlifi ve mikroorganizmanin plazmid

stabilitesinde ki kararsizliktan oldugu diistiniilmektedir.

Ikinci immobilizasyon boncugu hazirlama deneylerinde % 3’liik (w/v) aljinat
cozeltisi kullanilmistir. CaCl, ¢ozeltisi yiizde degerleri yine %1-6 (w/v) arasinda olacak
sekilde degistirmistir. Tablo 4.9’de E. Coli KO11’in 72 saatlik bir fermantasyon siiresi
sonucunda tiretmis oldugu etanol miktarlar1 verilmistir. Sekil 4.10 ise Tablo 4.9’daki
degerlerin sekil ile grafik olarak gosterimidir. Tablo 4.9 ve Sekil 4.10 incelendiginde % 2
(w/v) aljinat kullanildiginda elde edilen sonuglara benzer biyoetanol iiretimlerinin
gerceklestirildigi anlasilmaktadir. Elde edilen boncuklarin fiziksel 6zellikleri ile deneysel
kinetik parametrelerine iliskin sonuglar Tablo 4.10°da verilmistir. Tablo 4.10 bir 6nceki
boncuk iiretimine (% 2 aljinat ile) gore yiizde verim ve hacimsel verimliligi daha yiiksek
boncuklarin {retildigini gostermektedir. Ayrica stabil sartlarin daha diisiik CaCl,

oranlarinda da (% 3) gozlenmege basladigi Tablo 4.10’dan anlasilan bir diger sonugtur.
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Tablo 4.9. Farkl kalsiyum kloriir icerikleri ve siireler igin %3 (w/v)’liik aljinat kullanimi sonucunda olusan biyoetanol

miktarlar1 (g/L)

% Kalsiyum Siire (saat)

Kloriir(w/v) 0 12 24 36 48 60 72
1 0 6,58 7,58 7.16 6,68 6,42 5,17
2 0 3,4 6,25 8,71 7,05 6,55 6,24
3 0 5,38 6,33 7,38 7,49 6,84 6,18
4 0 3,8 7,56 7,72 8,02 5,98 7,49
5 0 6,32 8,12 9,56 8,82 8,87 8,5
6 0 7,86 7,92 8,78 8,94 8,98 8,47

Biyoetanol Konsantrasyonu (g/L)

T T T

36
t(saat)

Sekil 4.10. % 3 (w/v)’lik aljinat kullanim1 sonucunda yapilan fermantasyon deneyinin sonuglari

Tablo 4.10. % 1-6 arasinda degisen kalsiyum kloriir miktarlarinda% 3 (w/v)’liik aljinat kullanimi1 sonucunda
olugan boncuklarin fiziksel 6zellikleri ve deneysel kinetik parametreleri

9% CaCl,
Parametre %1 %2 %3 %4 %5 %6
Boncuk Yapisi Stabil degil ~ Stabil degil Stabil Stabil ve Stabil ve Stabil ve
rijit rijit rijit
Y(g/g) 0,37 0,43 0,37 0,40 0,47 0,44
Y; (%) 73 84 71 78 93 87
Q,(gL™'s™) 0,32 0,24 0,16 0,17 0,27 0,19
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Son olarak yapilan immobilizasyon boncugu iiretme denemelerinde ise % 4’lik
(w/v) aljinat ¢ozeltisi kullanilmistir. CaCl, ¢ozeltisi olarak da yine %1-2-3-4-5-6’lik (w/v)
cozeltileri kullanildi. Tablo 4.11 ve Sekil 4.11°da mikroorganizmalarin 72’lik saatlik
fermantasyon sonucunda tiretmis oldugu etanol miktarlar1 verilmistir. En yiiksek teorik
verime % 82 ile % 2’lik (w/v) CaCl, ¢ozeltisinin kullanildigi fermantasyon deneyinde
ulagilmigtir. % 2 ve % 3 (w/v) aljinat oranina sahip deneylerin sonuglari ile % 4 (w/v)
ajinat oranmma sahip deney sonuclar1 kiyaslandiginda verim distkligi agikca
goriilmektedir. Bunun baslica nedenleri ise yapmin ¢ok rijit olmasiyla olusan diflizyon
problemleridir. Tablo 4. 12°de goriildiigi tizere % 3 (w/v)’lik CaCly’den sonra yapi hep
rijit ve stabildir. Bu rijit yapinin verime olan etkisi de Tablo 4.12°de goriilmektedir. Ayrica
tim kesikli deneylerinde etanol konsantrasyonun maksimumum oldugu noktada seker

tuketimi de maksimumdur.

Tablo 4.11. Farkli kalsiyum kloriir igerikleri ve siireler i¢in % 4 (w/v)’liik aljinat kullanim1 sonucunda olugan
biyoetanol miktarlar1 (g/L)

% Kalsiyum Siire (saat)

Kloriir(w/v) 0 12 24 36 48 60 72
1 0 6,83 7,69 7,56 6,11 5,77 5,60
2 0 5,46 6,94 6,98 7,01 8,45 5,10
3 0 4,56 5,78 5,85 7,57 7,81 8,06
4 0 3,17 7,61 7,79 7,33 7,33 7,38
5 0 1,6 3,20 3,99 5,62 6,94 6,63
6 0 1,66 2,17 3,62 4,84 5,39 5,44

Biyoetanol Konsantrasyonu (g/L)

0 12 24 36 48 60
t(saat)

-1
™}

Sekil 4.11. % 4 (w/v) aljinat kullanimi sonucunda yapilan fermantasyon deneyinin sonuglari
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Tablo 4.12. % 1-6 arasinda degisen kalsiyum kloriir miktarlarinda% 4 (w/v)’liik aljinat kullanimi sonucunda olusan
boncuklarin fiziksel 6zellikleri ve deneysel kinetik parametreleri

9% CaCl,
Parametre %1 %2 %3 %4 %5 %6
Boncuk Yapisi Stabil degil ~Stabil degil  Stabil ve Stabil ve Stabil ve Stabil ve
rijit rijit rijit rijit
Y(g/g) 0,38 0,40 0,42 0,38 0,34 0,27
Y; (%) 75 82 78 75 67 53
Q,(gL™'s™) 0,32 0,15 0,11 0,22 0,12 0,08

4.2.3. Siirekli Fermantasyon

Yapilan kesikli fermantasyon denemelerinde en iyi verim % 3’liikk (w/v) ajinat ile
%5’1ik (w/v) CaCl; ¢ozeltisinde elde edilmistir. Seker pancari melasindan stirekli sistemde
biyoetanol iiretimi i¢in bu oranlar kullanilarak E. Coli KO11 immobilize edilmistir. MKD
ile 6nerilen RSM sonuglarina gore (87,77 g/L melas konsantrasyonu, % 0,45 (v/v) enzim
konsantrasyonu ve 15,93 saat siire) 50 g/L’lik melas ¢ozeltisi icin % 0,55 (v/v)’ lik enzim
konsantrasyonu ile 13 saat hidroliz islemi ile melastaki tiim sakkarozun hidroliz
edilebilecegi diistiniilerek, bu sartlarda siirekli sistem igin hidrolizat hazirlanmistir. Tablo
4.3 incelendiginde 9 nolu deney ile enzim seyreltimi hari¢ burada segilen sartlarin yakin
oldugu goriilmektedir. Tablo 4.3’de % 100 doniisiimiin oldugu diisiiniiliirse stirekli
fermantasyon Oncesi enzimatik hidroliz sartiyla sakkarozun tamami indirgen sekerlere

dontstiiriilmiis olacaktir. Bu sartlarda yapilan hidrolizatta beklenen duruma ulasilmistir.

Siirekli fermantasyonda 3mm borosilikat camdan yapilmis ¢ap1 3cm, yiiksekligi 20
cm olan immobilize hiicre reaktorii kullanildi. Calisma hacmi kesikli sistemdeki gibi 50
ml’dir. Kolon doluluk orani ise yaklasik % 30’dur. Susbstrat giris ve ¢ikisindaki peristaltik
pompalar yardimiyla kolon ig¢indeki hacim sabit tutulmustur. Enzimatik on islem
sonrasinda karbon kaynagi olarak kullanilan melasin igeriginde 10,02 g/L glikoz ve 10,76
g/L fuktoz bulunmaktadir. Siirekli fermantasyon deneylerinde farkli akis hizlarinin
fermantasyon verimine etkisi de incelenmistir. Bu amagla, siirekli fermantasyonda 1,4
ml/dk, 2 ml/dk ve 3,8 ml/dk olmak tizere 3 farkli akis hizinda g¢alisilmistir. Seyrelme

hizlari ise sirasiyla 1,68 sa? 2,88satve 4,44 sa® dir.

Tablo 4.13’de gosterildigi gibi yapilan siirekli fermantasyon deneylerinde,
fermantasyon stiresi daha uzun tutulmasi gerektigi agikca goriilmektedir. Calisilan ilk iki
kolon akis hizi degerlerinde zamanla biyoetanol konsantrasyonu artig1 ve 72. saatte belirgin

bir azalma gozlenmektedir. En yiiksek biyoetanol konsantrasyonu (9,44 g/L) degerine 1,68
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sa™ seyrelme hizinda ve 60. Saatte ulasilmistir. Farkli seyrelme hizlar igin biyokiitle ve
yiizde verim ile hacimsel verimlilikler Tablo 4.14’de verilmistir. Tablo 4.14’de gosterilen
Kinetik parametrelerde en yiiksek verime en disiik akis hizinda ulasilmistir. Bunun
nedeninin diisiik kolon akis hizlarinda susbtrat ile boncuklarin temasi daha fazla olup,
mikroorganizmaya susbtratin icerigindeki sekerin daha kolay difiize olmasi sdylenebilir.
Ayrica boncuk yapisindaki deformeler en diisiik akis hizinda meydana gelmistir. Hiicreler
boncuk yapisinin ¢dziinmesi ile yapidan koparak serbest hale gecmistir. Bu da siirekli
fermantasyonda immobilize hiicre kullanimin avantajlarindan biri olan yliksek hiicre

konsantrasyonuna engel olmaktadir.

Tablo 4.13. Farkli seyrelme hizlarinda zamanla olusan biyoetanol ve ortamdaki seker konsantrasyonu
degerleri

Seyrelme | Alikonma | Parametre Zaman (sa)
hiza (sa’l) Zamani
(sa)
0 6 12 24 36 48 60 72
1,68 0,59 Seker (g/L) | 20,79 18,64 16,46 14,18 1311 2,72 0 0
Biyoetanol 0 0,94 0,96 2,00 2,77 8,64 944 6,18
(9/L)
Seker (g/L) | 20,79 20,27 18,09 571 3,37 0 0 0
2,4 0,42
Biyoetanol 0 0 0 6,60 8,08 880 7,78 3,25
(9/L)
Seker (g/L) | 20,79 19,33 19,30 12,22 345 0 0 0
4,56 2,2
Biyoetanol 0 0 0 3,65 3,45 2,65 1 0,7
(9/L)

Tablo 4.14. Farkli seyrelme hizlarindaki fermantasyon denemelerindeki kinetik parametreleri

Seyrelme hiz1 (s™) Y(9/9) Y; (%) Q,(gL™'s™h)
1,68 0,43 89,01 0,16
2,4 0,42 83,08 0,18
4,56 0,18 34,02 0,15
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Kesikli ve siirekli fermantasyon sistemlerinin ikisinde de boncuk yapisinin
bozulmasi fermantasyon verimini dogrudan etkiledigi goriilmiistiir. Olumsuz yondeki bu
etkinin sebebi ise ¢oOzilinen boncuk yapisinin ortam stabilitesini bozmasidir. Ayrica
mikroorganizmanin rekombinant olmasi ve plazmid stabilitesindeki kayiplar verimi
diistirmektedir. Sekil 4.12° Farkli seyrelme hizlarindaki fermantasyon deneylerinin zamana

bagl seker ve biyoetanol konsantrasyonundaki degisimleri gosterilmektedir.
4.3. Immobilize Hiicrelerin Goriintiilemesi

Sekil 4.13” de heniiz hidrolizat ortamina verilmemis taze boncugun SEM (taramali
elektron mikroskobu) ile 100 kat biyiltilmis hali gosterilmektedir. Yapilan
immobilizasyon iglemi sonrasinda boncuk ¢ap1 yaklagik olarak 1.35 mm olarak
Olclilmiistir. Gozenekli matriste tutuklama isleminde boncugun dis ¢eperinde
mikroorganizma bulunmaz. Mikroorganizmalar boncugun i¢ tarafinda tutuklanmistir. Sekil
414> deki ilk goriintide bu taze boncuk yapisinin 5000 kat biyiiltilmis halini
gosterilmektedir. Sekil 4.14’deki ikinci goriintiide ise boncuk yapisinin 10000 kat
biyiiltilmiis hali gosterilmektedir. Uygulanan yonteme uygun olarak dis c¢eperde

mikroorganizma bulunmamaktadir.

24 - 24
22 - - 22
20 ——D1 —w-D2| )o
18 53 18 -

14 14 5

5 12 12 &

% 5

& 10 10 8
8 8 m
6 6
4 4
2 2
0 0

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72
t (saat)

Sekil 4.12. Farkli seyrelme hizlarindaki fermantasyon deneylerinin zamana bagli seker ve biyoetanol

konsantrasyonundaki degisimler D1:1.68 sa™ D2:2.4 sa™ D3: 4.56 sa*
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300 pm EHT = 15.00 kV Signal A = SE1 Date :8 Jun 2018
WD = 9.0 mm Mag= 100X Time :9:00:16

\ oy
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e y ) : E
Date 8 Jun 2018 |/ 2um EHT = 1500k Signal A = SE1 Date :8 Jun 2018 ZEISS
WD = 8.0mm Mag= 5.00KX Time :10:09:25 | T 1 WD = 80mm Mag= 1000KX Time :10:18:58 |

Sekil 4.14. Taramali elektron mikroskobunda taze boncugun goriintiisii; (a) 5000 kat biiyiiltiilmiis dis yiizeyi;
(b) 10000 kat biiyiltiilmiis dis ylizey

Sekil 4.15 ve 4.16’da farkli seyrelme hizlarinin kullanildigi deneylerdeki
boncuklarin 72 saatlik fermantasyon sonucunda yapisindaki deformasyonlar
goriilmektedir. Bu goriintiilerde akis hizlarinin boncuk yapisinda meydana getirdigi
deformasyonlar esasen goriilmektedir. Iki gériintiide esit biiyiitme oranina sahip olup 5000
kat biyiitiilmiislerdir. Fermantasyon boyunca boncuk yapisinda meydana gelen bu

deformasyonlarin tek sebebi tabiki de akis hizi degildir. Mikroorganizmanin biyoetanol
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tiretimi sirasinda ortama saldigi CO,, yiliksek hiicre yogunlugu, iirettigi diger asidik yan

tirtinler boncuk yapisinin stabilitesinin ve gozeneklik 6zelliginin bozulmasinda etkindir.

2um EHT = 15.00 kV Signal A = SE1 Date :8 Jun 2018
WD = 9.0 mm Mag= 5.00KX Time :10:04:58

Sekil 4.15. 1.68 sa’ seyrelme hizimin kullanildigi fermantasyon deneyindeki boncugun 72 saat sonra

goruntlsi

2 um EHT = 15.00 kV Signal A = SE1 Date :8 Jun 2018
WD = 9.0 mm Mag= 5.00KX Time :10:01:51

Sekil 4.16. 2.4 sa’ seyrelme hizimn kullanildigi fermantasyon deneyindeki boncugun 72 saat sonra

goruntiisi
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5. SONUC VE ONERILER

Seker pancari melasindan E. coli KO11 ile biyoetanol iiretiminin incelendigi bu
calismada, hiicrelerin serbest ve immobilize halde oldugu kesikli ve siirekli reaktorlerde

yiiriitiilen deneyler sonucunlar asagidaki gibi 6zetlenebilir:

e Calismanin ilk asamasi olan melas i¢eriginde mevcut sakkarozu hidrolizle indirgen
sekerlere doniistiirme deneylerinde asidik ve enzimatik hidroliz yontemlerinden
enzimatik hidrolizin daha avantajli oldugu belirlenmistir.

e Enzimatik hidroliz sartlart RSM ile optimize edilmis ve % 20 seyreltilmis invertaz
enzimi ile 87,77 g/L melas konsantrasyonu, % 0.45 (v/v) enzim konsantrasyonu ve
15,93 saat siire sonunda 43,936 g/L indirgen seker konsantrasyonu ile baslangi¢
materyalindeki sakkarozun neredeyse tamami doniistiiriilmiistiir.

e Kesikli reaktorde serbest hiicrelerle gergeklestirilen ¢aligmalar sonucunda % 96’11k
yiiksek bir verimle biyoetanol iiretilmistir. Immobilize hiicrelerin kullamldig
kesikli deneylerinde % 93, siirekli sistemin kullanildigr immobilize deneylerinde
ise %89’luk verim elde edilmistir. Bu degerler kullanilan mikroorganizma ile
biyoetanol iiretimi gerceklestirilen calismalardaki verim degerlerine ¢cok yakindir.

e Kesikli reaktorde i1mmobilize hiicrelerle yiiriitilen biyoetanol {iretimi
caligmalarindan da yiiksek verim ile biyoetanol iiretimi gerceklestirildigi
sOylenebilir.

e (Calismanin son asamasi olan siirekli sistemde biyoetanol iiretimi deneyleri sonucu
calisilan araliktaki diistik akis hizi degerlerinde yiiksek verim elde edilmistir.
Kesikli sisteme gore daha yiiksek isletme zamani mikroorganizmalarin canlilik
faaliyetlerini daha uzun bir siirede tutma olanagi saglamistir. Boylece, kesikli
sitemde {retimin bittigi siirelerde dahi biyoetanol iiretimi gegeklestirilmistir.
Uretim verimliligi acisindan siirekli sistemin kesikli sisteme ¢ok biiyiik avantaj
sagladig1 goriilmiistiir.

e Ca-alinat kullanildigi immobilizasyon teknigi yerine farkli immobilizasyon
materyallerinin kullanildig1 immobilizasyon tekniklerinde verim artabilir.

e Caligilan hiicre immobilize reaktorii daha yiiksek hacimlerde tasarlanarak daha

diisiik seyrelme hizlarinda calisma saglanabilir.
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EKLER

EK.1. HPLC’e ait kromotogram goriintiisii ve kalibrasyon egrileri
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EK.2. GC’ye ait kromotogram ve kalibrasyon egrisi
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