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OZET

KALSIYUM ALJINATTA IMMOBILIZE EDILMIS
Saccharomyces cerevisiae HUCRELERI iLE KECIBOYNUZU EKSTRAKTINDA
ETANOL URETIM SARTLARININ OPTiMiZASYONU

Ercan YATMAZ

Yiiksek lisans tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Irfan TURHAN
Temmuz, 76 Sayfa

Gida atiklarinin ve geker icerigi yliksek ancak degerlendirilme olanaklari kisith
olan tarim friinlerinin biyoteknolojik proseslerde kullanimi son yillarda artis
gostermistir. Bunun en temel nedeni bu tip kaynaklarin degerlendirilerek katma degeri
yiiksek {irlinlerin {iretilmesi sonucunda ekonomiye Onemli diizeylerde katki
saglanmasidir. Bu ¢alisma kapsaminda da iilkemizde yeterince kullanim alanina sahip
olmayan ke¢iboynuzu ekstraktinda immobilize Saccharomyces cerevisiae hiicreleri ile
etanol iiretiminin optimizasyonu gergeklestirilmistir. Bu amagla dort faktorlii Box-
Behnken Cevap Yiizey Metodu kullanilmigtir. Denemeler sonucunda verim degerleri
gdz Oniine alindiginda Ca-aljinat konsantrasyonu ve immobilize edilen hiicre
miktarinin, tiretkenlik oranlar1 goz Oniine alindiginda ise Ca-aljinat konsantrasyonu,
karistirma ve immobilize edilen hiicre miktarin etanol fermantasyonunda istatistiksel
olarak (P<0.05) 6nemli oldugu bulunmustur. Optimum sartlar ise %2 Ca-aljinat
konsantrasyonu, 150 d/d karistirma hizi, %5 immobilize edilen hiicre miktar1 ve pH 5.5
olarak belirlenmis ve gerceklestirilen dogrulama c¢aligmalar1 sonucunda verim,
tiretkenlik orani ve seker kullanim oranlari sirasiyla %46.32, 3.19 g/L/sa ve %90.66
olarak belirlenmistir. Ayrica ¢alisma kapsaminda immobilize hiicrelerin ¢evrim sayisi
belirlenmis olup verimde azalma olmasina karsin 5 ¢cevrim boyunca boncuklar basarili
bir sekilde kullanilmistir. Son olarak zenginlestirilmemis kegiboynuzu ekstraktinda

optimum sartlarda immobilize hiicrelerle pH kontrolli ve kontrolsiiz olarak



gerceklestirilen denemeler sonucunda kegiboynuzu ekstraktinin  dogrudan etanol

tiretiminde kullanilabilecegi ortaya konmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Ke¢iboynuzu ekstrakt1, etanol, Saccharomyces cerevisiae,

immobilizasyon, Cevap Yiizey Metodu
JURI , Yrd. Dog. Dr. irfan TURHAN (Danisman)

Prof. Dr. Mustafa KARHAN
Prof. M. Soner BALCIOGLU



ABSTRACT

OPTIMIZATION OF ETHANOL PRODUCTION FROM CAROB POD
EXTRACT BY USING Saccharomyces cerevisiae CELLS
IMMOBILIZED IN CA-ALGINATE

Ercan YATMAZ

M. Sc. Thesis in Food Engineering
Adviser: Asst. Prof. Dr. irfan TURHAN
July, 76 pages

Usage of food wastes and agricultural products with their high sugar content in
biotechnological processes has increased recently because the production of value added
products by using these resources provide a positive contribution to the economy. In
this study, optimization of ethanol production from carob pod extract was carried out by
using immobilized Saccharomyces cerevisiae cells. Consequently, four-factor Box-
Behnken Response Surface Method design was used for optimization. Results showed
that Ca-alginate concentration and the amount of cells that entrapped in beads were
significant for yield values and Ca-alginate concentration, agitation rate and the amount
of cells that entrapped in beads were significant for production rates. Optimum
conditions for ethanol fermentation from carob pod extract by using Saccharomyces
cerevisiae cells were determined to be %2 Ca-alginate concentration, 150 rpm agitation
rate, %5 amount of cells that entrapped in beads and pH 5.5. After validation
experiments yield, production rate and sugar utilization rate were 46.23%, 3.19 g/L/h
and 90.66% respectively as well as the fermentation time was decreased to 24 hours.
And also cycle number of the immobilized cells was determined and the immobilized
cells could be used for five cycles successfully although it had been a decrease to yield.
Finally, carob pod extract was used for ethanol fermentation by controlled and
uncontrolled pH without any enrichment and the results show that carob pod extract can

be used without any enrichment.



KEYWORDS: Carob pod extract, ethanol, Saccharomyces cerevisiae, immobilization,
Response Surface Method
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ONSOZ

Biyoteknoloji alaninda gelismis iilkelerin onciiliigiinde yeni teknolojilerin ortaya
konmasinin en temel sonucu gida atiklarinin ve sekerce zengin ancak degerlendirilme
olanaklar1 kisitli olan tarim driinlerinin katma degeri yiiksek tirlinlerin {iretiminde
kullanilabilirliginin saglanmis olmasidir. Bu durum hem gida atiklarinin imha
problemini ¢6zmekte hem de tarimda Onemi diisiik olan iirlinlerin yeni alanlarda

degerlendirilmesini saglayarak ililke ekonomilerine katki saglamaktadir.

Gelismekte olan diinyamizin enerji ihtiyact her gegen gilin artmakta iken
enerjimizin biiyiik bir kismini karsiladigimiz fosil yakitlar her gecen giin azalmaktadir.
Bu durum gelismis ve gelismekte olan iilkeleri yeni enerji kaynaklari aramaya
yoneltmistir. Bu baglamda gida atiklarindan ve degerlendirilme olanaklar1 kisitli olan
maddelerden katma degeri yiiksek iiriinlerin elde edilmesi denilince akla ilk gelen iiriin
olan etanol petrol iiriinlerine bagimli olan diinyamizda yeni yakit kaynaklari arayisinda
en temel {riin olarak tiim dikkatleri ilizerine ¢ekmistir. Giiniimiizde diinyada 23000
milyon litre iiretilmekte ve yeni yapilan tesislerle de iiretimi her gecen yil artmaktadir.
Son yillarda benzine farkli oranlarda eklenerek ara¢ yakiti olarak da kullanilabilen
etanol, tipta sterilizasyon amagli, kimya alaninda hammadde olarak, laboratuvar

calismalarinda ¢oziicii ve sterilizasyon amagh yillardir kullanilmaktadir.

Bu c¢alisma kapsaminda degerlendirilme olanaklart kisitli olan kegiboynuzu
meyvesinin, yiiksek seker igeriginden otiirii biyoteknolojik ¢alismalarda kullanilabilir
olmasi nedeniyle etanol iiretimlerinin gerceklestirilmesi hedeflenmistir. Calisma
kapsaminda immobilize hiicrelerle iiretilecek olan etanoliin optimum iiretim sartlar
belirlenmistir. Elde edilen sonuglarin sanayide kullanilabilir oldugu ve biiyiik dlgekli
tesis kurulumunda bu verilerden yararlanilabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica ¢alismanin
bundan sonra gerceklestirilecek olan iiretim ve saflastirma calismalarina da 151k tutacak
nitelikler icerdigi  diigiiniilmektedir. Diinyada yiiksek miktarlarda {iretimi
gergeklestirilen ve azimsanmayacak fiyatlarla pazarlanan bu katma degeri yiiksek
iriintin tilkemizde de yeterli diizeylerde iiretiminin saglanmasi ile yeni is konulari

acilacak ve bu konudaki disa bagimliligimiz da azalabilecektir.
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1. GIRIS

Ke¢iboynuzu (Ceratonia siliqgua L.) dort mevsim yapragini dokmeyen,
yiiksekligi 10 m’ye kadar ulasabilen, kalin gévdeye ve saglam dallara sahip bir bitkidir
(Battle ve Tous 1997). Akdeniz orjinli olan bitkinin meyvesi tilkemizde “kegiboynuzu”
veya “harnup” olarak bilinmekte olup diinyadaki tiretim alanlarina bakildiginda biiyiik
cogunlugunu Akdeniz iilkelerinin olusturdugu goriilmektedir. Uretim miktar1 yillik
110000-130000 ton arasinda degismekte olup bu iiretimin %43’ii Ispanya, %19°u Fas,
%18’1 Portekiz, %12’si Yunanistan ve %]11°1 Tiirkiye tarafindan gerceklestirilmektedir
(FAO 2012). Ulkemizde yillik 12000-14400 ton keciboynuzu iiretilmekte (TUIK 2012)
ve elde edilen meyve keciboynuzu gami iiretiminde ve geleneksel yontemlerle

keciboynuzu pekmezi iiretiminde kullanilmaktadir.

Kegiboynuzu meyvesinin bilesimine bakildiginda toplam seker igeriginin
%28.2-82.3 arasinda degistigi goriilmektedir. Seker icerigindeki bu genis araligin
nedeni ke¢iboynuzunun yabani ve asili olmak tiizere iki farkli tipten olusmasi ve asili
tiplerin yabanilere gore daha fazla oranda seker igermesi olarak gosterilmektedir (Biner
vd 2007). Kegiboynuzu meyvesinin %90’m1 meyvenin etli kismi, geri kalanimni ise
cekirdek olusturmaktadir. Genellikle asili tiplerden iiretilmekte olan Kegiboynuzu
pekmezi yogun aromasi nedeniyle tiiketici tarafindan yiiksek bir talep gorememektedir.
Bu nedenle keciboynuzunun degerlendirilmesi amaciyla farkli caligmalar
gerceklestirilmis olup bu ¢alismalar kapsaminda keciboynuzunun fermantasyon
proseslerinde karbon kaynagi olarak kullanilabilirligi ortaya konmaya g¢alisilmistir. Bu
calismalarda iiretilen iirtinler arasinda laktik asit (Bulut vd 2004, Turhan vd 2010b),
mannitol (Carvalheiro vd 2011), dokosaheksaenoik asit (Mendes vd 2007), yogurt
(Atasoy 2009, Celik 2010), sitrik asit (Lingappa vd 2007) ve biyokontrol ajani
(fungusit: Pantoea agglomerans PBC-1) (Manso vd 2010) yer almaktadir.

Immobilizasyon, biyolojik olarak aktif bir materyalin tutuklanmasmi ifade
etmektedir. Burada tasiyict materyale tutuklanan biyokatalizor tek bir enzim, enzim
karistmi veya canli bir hiicre olabilmektedir. Son yillarda dikkatleri iizerine ¢eken

immobilizasyon prosesi sayesinde ayni hiicrenin birden fazla fermantasyon prosesinde
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rahatga kullanilabilirligi saglanmis ve biyokatalizor kaybi en diisiik seviyelere

indirgenmistir.

Diinyanin enerji ihtiyaci her gecen giin artmakla beraber fosil yakitlar da glinden
giine hizla azalmaktadir. Bu durum alisilagelmis fosil yakitlarin yerine kullanilabilecek
alternatif rlinler ve bunlarin iiretim yontemlerinin belirlenmesini zorunlu kilmigtir.
Gelismis tiilkeler bu yeni teknolojilerin ortaya konmasinda onciil olmuslar ve bu alanda
etanol petrole alternatif bir triin olarak tiim dikkatleri {izerine ¢ekmistir.
Gergeklestirilen galigmalar sonucunda basit sekerler bakimindan zengin ve ucuz olan
kaynaklar kullanilarak etanol tiretimlerinde farkli mikroorganizmalar ve farkh
fermantasyon yontemleri gelistirilmis ve gelistirilmeye de devam etmektedir. Yakit
olarak kullaniminin yani sira etanol, gida katki maddesi, icecek iiretimi ve bilimsel

caligmalar i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.



2. KURAMSAL BiLGILER VE KAYNAK TARAMALARI

2.1. Keciboynuzu Meyvesi, Bilesimi ve Degerlendirilme Yontemleri

Ke¢iboynuzu (Ceratonia siliqgua L.) dort mevsim yapragini dokmeyen,
yiiksekligi 10 m’ye kadar ulasabilen, kalin gévdeye ve saglam dallara sahip bir bitkidir
(Battle ve Tous 1997). Akdeniz orjinli olan bitkinin meyvesi lilkemizde “ke¢iboynuzu”
veya “harnup” olarak bilinmektedir. Diinyadaki iiretim alanlara bakildiginda biiytlik
cogunlugunu Akdeniz iilkelerinin olusturdugu goriilmektedir. Uretim miktar1 yillik
110000-130000 ton arasinda degismekte olup bu iiretimin %43’ii Ispanya, %19’u Fas,
%18’1 Portekiz, %12’si Yunanistan ve %]11°1 Tiirkiye tarafindan gerceklestirilmektedir
(FAO 2012). Diinyada ilk beste yer alan iilkemizde %97°1lik kismi1 Akdeniz bolgesinde
olmak iizere yillik 12000-14400 ton arasinda kegiboynuzu iiretilmektedir (TUIK 2012)
(Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. TUIK verilerine gore yillik toplam kegiboynuzu iiretim miktarlar:

Yil Toplu Toplam Akdeniz Agag Meyve Meyve
meyveliklerin ~ Uretim Bolgesi basina  veren yasta  vermeyen
alan1 (Dekar) (Ton) Uretim ortalama  agag sayis1  yasta agag

(Ton) verim (kg) sayisi
2001 2150 13500 13133 44 304000 50000
2002 2150 13500 13058 44 306000 48000
2003 2150 14000 13711 44 315000 48000
2004 2170 14000 13716 44 316000 48000
2005 3040 12000 11724 43 282000 58000
2006 3280 12388 12104 44 282685 53346
2007 2720 12097 11785 51 238570 36645
2008 2732 14413 14100 51 284789 41440
2009 2714 14003 13677 49 284933 38714
2010 3323 14172 13763 55 256855 48457




Keciboynuzu meyvesi c¢ekirdek ve meyve eti olmak iizere iki kisimdan
olugmaktadir. Genel olarak kec¢iboynuzunun %90’m1 meyve eti, %10’unu ¢ekirdek
olustururken (Biner vd 2007, Naghmouchi vd 2009) bazi farkli kokene sahip tiplerde ise
%80’ini meyve eti ve %?20’sini c¢ekirdek olusturmaktadir (El Batal vd 2011).
Kegciboynuzu meyvesinin bilesimi agactan agaca ve yetistigi yoreye gore degismekle
beraber asil farklilik yabani veya asili olmasindan ileri gelmektedir (Tetik vd 2011,
Biner vd 2007). Yabani tiplerde meyve agirligi 29.16-120.28 g arasinda degismekte,
ortalama boyut olgiileri 18.16 mm, 16.18 cm ve 6.42 mm (en, boy ve kalinlik) ve
¢ozilinebilir kuru madde miktar1 %59.42 iken asili tiplerde meyve agirlig 71.71-147.91
g arasinda, ortalama boyut Olgiileri 21.79 mm, 16.91 cm ve 8.79 mm (en, boy ve
kalinlik) ve ¢ozilinebilir kuru madde miktar1 %64.06 olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Toplam asitlik ise her iki tipte ayni1 olup ortalama %0.78 civarindadir (Tetik vd 2011).
Toplam seker icerigi ise yabani tiplerde %28.2-56.48 arasinda degisirmekte ve bu
sekerin %23’tni fruktoz, %8’ini glukoz ve %68’ini sakkaroz olusturmaktadir. Asili
tiplerde ise toplam seker igerigi %39.6-82.3 arasinda degismekte ve bu sekerin %22’sini
fruktoz, %6’sin1 glukoz ve %72’sini sakkaroz olusturmaktadir (Biner vd 2007).
Bunlarin yani1 sira en fazla bulunan amino asitler sirasiyla aspartik asit (18.25 g/100 g
kuru agirlik-KA), alanin (10.55 g/100 g KA), glutamik asit (9.65 g/100 g KA), 16sin
(9.30 g/100 g KA) ve valinden (9.05 g/100 g KA); fenolik asitler ise sirasiyla benzoik
asit tlrevleri (3276.8 pg/g KA) ve sinamik asit tirevlerinden (4.5 ug/lg KA)
olusmaktadir (Ayaz vd 2007). Kegiboynuzun baslica mineral igerigini potasyum (970
mg/100 g KA), kalsiyum (300 mg/100 g KA), fosfor (71 mg/100 g KA) ve magnezyum
(60 mg/100 g KA) olustururken iz elementler ise demir (1.88 mg/100 g KA), mangan
(1.29 mg/100 g KA), bakir (0.85 mg/100 g KA) ve ginkodan (0.75 mg/100 g KA)
olugmaktadir (Ayaz vd 2007).

Kegiboynuzu meyvesi iiretildigi iilkelerde oncelikli olarak ke¢iboynuzu gami
tiretiminde kullanilmasinin yanmi sira hayvan rasyonlarinda ve insan beslenmesinde de
kullanilmaktadir (Battle ve Tous 1997). Kegiboynuzu ¢ekirdeginin endosperminden
elde edilen kegiboynuzu gammin kimyasal bilesimi bir polisakkarit olan
galaktomannandir. Elde edilen gam gida endiistrisinde dondurma, g¢orbalar, peynir,

meyve turtalari, konserve etler, sekerleme, firincilik {irlinleri ve hayvan gidalar1 bagsta
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olmak iizere bircok gidada kullanim alanina sahiptir (Battle ve Tous 1997).
Keciboynuzu meyvesi iilkemizde ve diinyada geleneksel yoOntemlerle (su ile
ekstraksiyon) pekmez iiretiminde de kullanilmaktadir. Bir diger kullanim sekli kavrulup
ogiitiilerek elde edilen ke¢iboynuzu unu olup, liriin %38.7 toplam seker, %7.24 lif ve
%3.75 tanenleri igermekte ve su aktivitesi degeri 0.33 olarak bildirilmektedir (Yousif ve
Alghzawi 2000).

Gida endiistrisinde bircok kullanim alanina sahip ke¢iboynuzu meyvesi seker
iceriginin yiiksek olmast nedeniyle son yillarda biyoteknolojik ¢alismalarda
kullanilmaya baslanmistir. Santos vd (2005) yapmis olduklart bir ¢alismada,
kegiboynuzu ekstraktinin dekstran ve fruktoz iretiminde karbon kaynagi olarak
kullanilabilecegini belirlemislerdir. Ke¢iboynuzu ekstraktinda etanol iiretimi {izerine
gerceklestirilen flask denemelerinde ise Zymomonas mobilis’in basarili bir sekilde
calistigi gozlenmistir (Vaheed vd 2011). Benzer calismalarda ise keciboynuzu
ekstraktinda Saccharomyces cerevisiae ile etanol tretimleri de gergeklestirilmistir
(Turhan vd 2010a, Sanchez vd 2010). Kegiboynuzu ekstrakti etanol {iretiminin yani1 sira
laktik asit (Bulut vd 2004, Turhan vd 2010b), mannitol (Carvalheiro vd 2011),
dokosaheksaenoik asit (Mendes vd 2007), yogurt (Atasoy 2009, Celik 2010), sitrik asit
(Lingappa vd 2007) ve biyokontrol ajani (fungusit: Pantoea agglomerans PBC-1)
(Manso vd 2010) iretiminde de basarili bir sekilde kullanilmistir.

2.2. Fermantasyon Mikrobiyolojisi

Fermantasyon en genel ifade ile organik maddelerin hem elektron alicisi hem de
elektron vericisi olarak gorev yaptigi ve ATP’nin substrat seviyesinde fosforilasyon
araciligt ile dretildigi anaerobik katabolizma olarak tanimlanabilmektedir.
Fermantasyon teknigi ylizyillardir kullanilmakta olan bir teknik olup genel olarak
kullanim amaglart su sekildedir (Ertugay ve Certel 1995, Smith 2004);

% Yeni iiriin tiretiminde mikroorganizmalarin kullanilmasi.
% Tek hiicre proteini olarak mikroorganizmalar tarafindan iiretilen enzim,

vitamin ve antibiyotiklerin tiretilmesi.
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% Atiklarin mikroorganizmalar yardimiyla aritilmast veya
degerlendirilmesi.

¢ Enerji eldesi (biyoetanol iiretimi).

¢ Baz1 kimyasal maddelerin fermantasyon esnasinda biyosentezi veya

transformasyonu.

Fermantasyonla yeni driinlerin elde edilmesinde saf kimyasallarin
kullanilabilmesinin yani sira kegiboynuzu ekstraktt (Turhan vd 2010a), seker kamisi
melast (Ghorbani vd 2010), misir unu hidrolizati (Nicoli¢ vd 2009) gibi kompleks
karbon kaynaklar1 ve endiistride iiretim esnasinda elde edilen atik sular (zeytinyagi,
patates cipsi, misir vs. Uretiminde elde edilen atik sular) gibi yan iirlinler de
kullanilabilmektedir (Smith 2004). Saf kimyasallarin yerine yan {riinlerin kullanilmasi
elde edilen iiriiniin maliyetini azaltmasinin yani sira dogaya atik olarak birakilacak

tirtinlerin de degerlendirilmesini saglamaktadir.

2.3. Mikroorganizmalarin Gelismeleri I¢in Gerekli Maddeler

Mikroorganizmalarin gelismelerini saglayabilmeleri i¢in gerekli olan maddelerin
timii besin olarak adlandirilmakla beraber mikroorganizmalarin gelisebilmeleri igin
gerekli tiim besin 6gelerinin ortamda bulunmasi gerekmektedir. Gereksinim duyulma
miktarlarina gore besinler major elementler (g/L diizeyinde gereksinim duyulanlar) ve
mindr elementler (Mg/L veya pg/L diizeyinde gereksinim duyulanlar) olmak iizere iki

gruptan olusmaktadir (Tunail 2009).

Major besinlerin  basinda karbon ve azot kaynaklari gelmektedir.
Mikroorganizmalar gelisimlerini saglamak i¢in karbon kaynagina ihtiya¢ duyarlar ve
farkli karbon kaynaklarinda gelisim gosterebilirler (Madigan ve Martinko 2006).
Mikroorganizmalar saf kimyasallarda gelisebildikleri gibi gida atik ve yan iiriinlerinde
bulunan kompleks seker kaynaklarini da kullanarak gelisimlerini saglayabilirler. Karbon
kaynag1 olarak saf kimyasallarin yerine degerlendirilme olanag: kisith veya atik olan
tirtinlerin kullanilmasi hem iriinlerin ve/veya atiklarin degerlendirilmesini saglamakta

hem de iiretim maliyetini azaltmaktadir. Ikincil major besin olarak ihtiyag duyulan
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madde azot kaynagidir. Mikroorganizmalar molekiil halindeki azotu kullanma yetegine
sahip olmalariin yan1 sira amonyum tuzlari, nitrat ve nitriti amonyuma dontistiirerek de
azot kaynagi olarak kullanabilmektedirler (Tunail 2009). Diger major besinler ise
hiicrede niikleik asit ve fosfolipitlerin sentezi i¢in gerekli olan fosfor, siilfit (HS") ya da
siilfat (SO4%) halinde inorganik kaynaklardan saglanan kiikiirt, enzimlerin aktivite
gosterebilmeleri icin gerekli olan potasyum ve magnezyum, hiicre duvarini stabilize

etmeye yardimci olan kalsiyumdur (Madigan ve Martinko 2006).

Mindr elementler hiicrelerde eser miktarlarda gereksinim duyulmalarina ragmen
hiicrelerde enzimlerin bilesiminde rol almalarindan dolay1 hayati 6nem tagimaktadirlar.
Mindr elementler arasinda demir, bor, krom, kobalt, bakir, manganez, molibden, nikel,
selenyum, tungsten ve ¢inko sayilabilmektedir (Madigan ve Martinko 2006, Tunail
2009). Minor elementlerden bazilarinin islevi su sekildedir: demir sitokromlarda ve Fe-
S proteinlerinde elektron tastyicisi, nikel iireaz enziminin kofaktorii, magnezyum su
dehidrogenaz enziminin kofaktorli, bakir mitokondriyal oksidazin bileseni, ¢inko

dehidrogenazlarin kofaktoriidiir (Tunail 2009).

Tiim bu besin 6gelerinin yam sira gelisme faktorleri olarak isimlendirilen bazi
vitaminler, aminoasitler, pilirin ve primidinlerin alinmasina gereksinim duyan
mikroorganizmalar da olabilir (Tunail 2009). Bu maddeler genellikle hiicre igerisinde
kofaktor olarak gorev yapmaktadirlar ve bazi mikroorganizmalar gelisim gosterebilmek

icin bu maddelere gereksinim duyarlar.

2.4. Mikroorganizmalarda Beslenme Tipleri

Mikroorganizmalar gelismelerini saglamak i¢in enerjiye ihtiya¢ duyarlar ve
enerji  ihtiyaclarimi  farkli  yollardan  karsilarlar.  Mikroorganizmalar  enerji
gereksinimlerini saglama yollarina gore giines 15181 kullanarak enerji saglayan
“fototrof mikroorganizmalar” ve kimyasal maddelerin oksidasyonuyla enerji saglayan
“kemotrof mikroorganizmalar” olmak tizere ikiye ayrilirlar (Madigan ve Martinko 2006,

Tunail 2009).



Fototrof mikroorganizmalar karbon kaynagi olarak CO; kullaniyorlarsa
“fotolitotrof-ototrof”, organik bilesikleri kullaniyorlarsa da “fotoorganotrof-heterotrof”
olarak isimlendirilirler. Kemotrof mikroorganizmalar ise karbon kaynagi olarak CO,
kullaniyorlarsa “kemolitotrof-ototrof™, organik  bilesikleri kullaniyorlarsa
“kemoorganotrof-heterotrof” olarak isimlendirilirler (Madigan ve Martinko 2006). Bu
beslenme tiplerinin yani sira “mikrostrof” beslenme tipi de mevcuttur. Bu beslenme
tipinde mikroorganizma karbon kaynagi olarak CO, ve organik bilesikleri
metabolizmalarinda kombine olarak kullanabilen veya inorganik ve organik enerji
kaynaklarmi bir arada kullanabilen mikroorganizmalardir (Tunail 2009). Ayrica bazi
mikroorganizmalar yalnizca tek tip beslenme oOzelligi gostermelerine ragmen bazi
mikroorganizmalar ise olumsuz kosullarla karsilagildiginda farkli bir beslenme tipine

gecme kabiliyeti gosterebilmektedirler (Madigan ve Martinko 2006, Tunail 2009).

2.5. Fermantasyon Yontemleri

Kesikli, yari-kesikli ve siirekli fermantasyon olmak {izere li¢ farkli yontemle
gerceklestirilebilmekte olan fermantasyon prosesinde hangi yontemin segilecegi
biyokiitlenin substrati kullanma 6zelligine ve elde edilecek {iriine gore degismektedir

(Shetty vd 2006).

2.5.1. Kesikli fermantasyon

Sisteme sonradan besin kaynagi eklenmediginden kapali kiiltiir sistemi olarak da
adlandirilan kesikli fermantasyon prosesi, stok kiiltiirden 6n kiiltiir elde edilmesi ve
fermentore asilama yapildiktan sonra iiretimin sonlanmasina kadar bir dizi islemden
olusmaktadir (Shetty vd 2006). Kesikli fermantasyonlarda kiiltiir —ortaminin
kompozisyonu, biyokiitle ve metabolit konsantrasyonu siirekli olarak degisim
gostermektedir ve mikroorganizma gelisim hiz1 da fermantasyonun baslangicinda yavas,
sonraki siirecte ise en yiiksek seviyelerinde seyretmektedir (Ertugay ve Certel 1995).
Kesikli fermantasyonlarda substrat konsantrasyonundaki diisiise karsin metabolitlerin
ortamda birikmesi gelismeyi smirlamaktadir (Tunail 2009). Kesikli fermantasyon

prosesinin hazirlik asamalariin (sterilizasyon, besiyeri, inokiilasyon vs.) kolaylikla
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standardize edilebilisi, cihazin kontrol edilebilirliginin kolay olusu ve bulagsma riskinin
azligi hem bilimsel caligmalarda hem de endiistride kullanimini kolaylastiran
avantajlarindandir (Ertugay ve Certel 1995). Etanol iiretiminde de yaygin olarak
kullanilan kesikli fermantasyonun siiresi kullanilan mikroorganizma, elde edilecek tiriin
ve caligma kosullarina bagli olarak saatler veya haftalar siirebilmektedir (Shetty vd
2006).

2.5.2. Siirekli fermantasyon

Stirekli fermantasyon, kullanilmis besiyerine karsilik ayni oranda besin
maddelerini igeren besiyerinin ortama beslenmesi ile mikroorganizmalarin gelisiminin
logaritmik fazda tutulmaya calisildigi acik bir sistemdir (Shetty vd 2006). Siirekli
fermentasyonun tercih edilmesinin temel nedeni statik kiiltiir sistemlerinde ortama
herhangi bir besin ilavesi veya ortamdaki metabolitlerin uzaklastirilmasi s6z konusu
olmadigindan logaritmik fazda seyreden mikroorganizma gelisiminin birkag generasyon
sonrasinda durma fazina ge¢mesidir (Tunail 2009). Mikroorganizmanin durma fazina
geemesinde temel iki etken; ortamda kullanilabilir substrat miktarinin azalmasi ve
ortamda metabolitlerin birikmesidir. Mikroorganizmanin durma fazina gegmemesi;
ortama siirekli olarak taze besiyeri beslenerek substrat azaliminin ve ortamdan siirekli
olarak fermente siv1 alinarak metabolit birikiminin kontrol altina alinmast ile saglanmig
olmaktadir. Siirekli sistemlerde dikkat edilecek en 6nemli durum, kiiltiir kabinda belli
bir hizla logaritmik fazda gelisen hiicreler ile kiiltiir kabindan kullanilmis besiyeri iginde

uzaklastirilan hiicrelerin (hiicre kaybinin) dengede tutulmasidir (Tunail 2009).

2.5.3. Yari-kesikli fermantasyon

Yari-kesikli  fermantasyon yontemi, kesikli fermantasyon ile siirekli
fermantasyon tekniklerinin her ikisini de igeren bir sistemdir. Mikroorganizma
gelisiminden bagimsiz olarak iiretilen iiriinlerde kesikli ve siirekli sistemler uygun
degildir. Bu tip sistemler kullanilarak gergeklestirilen tiretimlerde oncelikli olarak
yiiksek yogunlukta mikroorganizma gelisiminin saglanmasi1 hedeflenmektedir. Ardindan

fermantasyon ortamina onciil maddeler, karbon kaynaklari ve oksijen ilavesi, hiicreyi
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koruyacak ve iriin iretimini saglayacak diizeyde eklenerek iiretim saglanmaktadir.
Buradan da anlasilacagi tizere yari-kesikli fermantasyon gelisim ve iiretim fazi olmak
tizere iki asamadan olusmaktadir. Yari-kesikli fermantasyon sistemleri kesikli
sistemlerin basit bir sekilde modifiye edilerek olusturulmasinin yani sira siirekli
sistemlerdeki kontaminasyon riskinin bu sistemde daha az olusuyla Ustiindiir. Yari-
kesikli fermantasyon sistemleri hiicre gelisiminde substrat miktarinin gelisimi inhibe
ettigi durumlarda ve {iriin veya hiicre veriminin diisiik substrat konsantrasyonlarinda
daha yiiksek oldugu durumlarda (firincilik tirlinleri, antibiyotik iiretimi vs.) tercih

edilmektedir (Shetty vd 2006).

2.6. Mikroorganizmalarin Ureme Kinetigi ve Gelisim Egrisi

Tek bir mikroorganizmanin gelismesi denildiginde, canli hiicrenin kiitle artisi
anlagilmakta ve biiyiime olarak tanimlanabilmektedir. Mikrobiyolojide ise bu durum
kiiltiirlin sayica veya kiitlece artmasi anlamina gelmektedir. Bakteriler gibi ikiye
boliinerek cogalma gerceklestiren mikroorganizmalarda kiitle artis1 ifadesi ile say1 artist
ifadesi ayn1 anlama gelmektedir. Maya ve kiiflerde ise gelisim tomurcuklanma veya
sporlanma seklinde gercgeklestiginden kiitlesel artis sayisal artis ile orantili degildir.
Ornegin; funguslar gibi hiicre veya hif sitoplazmalarinda birden fazla ¢ekirdek igeren
mikroorganizmalarda, tekrarlanan ¢ekirdek boliinmelerine hiicre boliinmeleri eslik
etmez ve bu nedenle de kiitle artis1 ile hiicre sayis1 artisini iligkilendirmek olanaksizdir.
Fungus gelismelerinden anlasilan hiicrelerin (misellerin) kiitlesel artiglaridir. Kesikli
fermantasyon prosesinde hiicre gelisimi izlendiginde logaritmik faz bir siire devam eder
ve hiicre popililasyonuna ait tipik bir biiylime egrisi ile karsilasilir. Gelisme (Biiyiime)
egrisi lag fazi, logaritmik faz, durgun faz ve 6liim fazini iceren tiim iireme dongiisiinii
ifade etmekte olup tipik bir gelisim egrisi Sekil 2.1’de goriilmektedir (Madigan ve
Martinko 2006, Tunail 2009).
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Sekil 2.1. Mikroorganizmalarin sivi besiyerinde gosterdigi tipik bir gelisim egrisi

(Madigan ve Martinko 2006)

Mikroorganizmalarin lireme hiz1 genel olarak Monod esitligi ile ifade edilir.

dx/dt = pux (2.6.1)
v : Spesifik lireme hiz1
X : Mikroorganizma konsantrasyonu

dx/dt : Ureme hizi

2.6.1. Lag fazi

Hiicreler taze bir besiyerine inokiile edildiginde, yeterli besin ve ortam
kosullarina ragmen derhal gelisip ¢cogalamazlar. Hiicrelerin ortama adapte olabilmeleri
icin gerekli olan bu zaman dilimi lag fazi olarak isimlendirilir ve bu fazin ardindan
hiicre kiitlesinin ve sayisinin artist baslar. Mikroorganizmalarin yasi, hasarli olup
olmamasi, daha once gelistirildigi ortam veya saklandigi sicaklik derecesi (dondurulmus
kiiltiir) lag faz1 siiresine etki eden faktorlerdir. Inokiilasyon miktari, 1s1, radyasyon ya
da toksik kimyasallar ile muamele neticesinde zarar gormiis (ancak 6lmemis) hiicreleri
icermesi de lag fazi siiresini etkilemektedir. Lag fazi hiicrelerin zengin kiiltiir

ortamindan zayif bir kiiltlir ortamina aktarilmasi1 durumunda ortaya ¢ikar. Belirli bir
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kiiltiir ortaminda lireme olabilmesi i¢in, hiicrelerin bu kiiltiir ortaminda bulunmayan
zorunlu metabolitleri sentezleyebilecek 6zellikteki tiim enzim setini yeniden
olusturabilmesi gerekmektedir. Hiicreler tiim eksikliklerini tamamlaylp DNA’larini
replike edebilir duruma geldiklerinde lag fazi sona erer. Eger inokiilasyonda
kullanilacak kiiltiir birkag kez ayni besiyerinde aktif edilip logaritmik fazdaki hiicreler
asilamada kullanilirsa kisa siirede logaritmik faza gegilebilir (Madigan ve Martinko

2006, Tunail 2009).

Duragan fazda hiicre gelisimi  ger¢eklesmediginden  Esitlik  2.6.1
diizenlendiginde;
p=0;dx/dt=0 (2.6.2)

olarak ifade edilir.

2.6.2. Logaritmik faz

Mikroorganizmalar logaritmik fazda mevcut kaynaklara ve diger faktorlere bagl
olarak her bir hiicre iki hiicre olusturmak i¢in boliiniir ve olusan bu yeni hiicreler de iki
yeni hiicre daha olusturmak i¢in boliinlir ve siire¢ bdyle devam eder. Logaritmik
gelisme doneminde bakterilerin boliinme (hiicre sayisini ikiye katlama) hiz1 ve gelisme
(hiicre kiitlesini ikiye katlama) hizi sabittir. Aslinda inokiilasyondan sonra bazi
bakteriler ¢cok hizli boliiniirler ve kiiltiiriin boliinme hizi, kiitleyi iki katina ¢ikarma
hizinin 6niine gegebilir. Gelismenin ilerleyen evrelerinde ise hiicre kiitle artisinin hizi,
hiicre sayisindaki artisin Oniine gecer. Ancak, gelisme fazi topluca incelendiginde hiicre
sayisindaki artig ile kiitledeki artisin ispatlanabilir sekilde ayni oldugu goriliir.
Logaritmik donemde; genelde kiiltiiriin “standart hiicreler” den olustugu, hiicrelerin
“dengeli gelisme” (bdliinme ve kiitlesel artis) gosterdigi kabul edilir, dolayisiyla sayisal
artig ile kiitle artisinin ayn1 oldugu varsayilir. Hiicre gelisimi, hiicre sayis1 belirlenerek
veya protein miktar1 ve kuru maddedeki artis tayin edilerek izlenebilir. Ayrica bu fazda
gelismenin takibi, artan bakteri yogunlugunun (optik dansite, OD) spektrofotometrede
izlenmesi ve absorbans degerlerinin 6l¢iilmesiyle de miimkiindiir (Madigan ve Martinko
2006, Tunail 2009).
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Logaritmik evrede biyokiitle artis hiz1 ile mikroorganizma konsantrasyonu dogru

orantil1 olup;

dx/dt = ux (2.6.1)

esitligi ile gosterilir. Bu denklem birinci dereceden reaksiyon esitligi olusturur ve

denklem c¢oziiliirse

w = 1/x (dx/dt) (2.6.3)

Burada p; biyokiitlenin fraksiyonel artis hizim1 verir ve birimi zaman™ dir. Esitlik

2.6.1’1in integrali alinirsa;

x t
dx
[£- [
x
*p 0 (2.6.4)
Inx = Inxo + pt (2.6.5)

2.6.5 nolu esitlik elde edilir. Burada Xo, baslangicta (t = 0 aninda) kiltiir
ortamina inokiile edilen mikroorganizma konsantrasyonunu, x ise herhangi bir t

anindaki mikroorganizma konsantrasyonunu temsil eder.

Gelisme fazinda inkiibasyon zamanina karst hiicre sayilarinin logaritmik
degerleri diiz bir ¢izgi halinde yiikselis gosterir. Hiicrelerin fizyolojik ve kimyasal
ozelliklerinin ayni oldugu, generasyon siiresinin goreli sabit bulundugu bu evre,
kiiltiirtin gelisme hizinin hesaplanmasi i¢in en uygun evredir (Madigan ve Martinko

2006, Tunail 2009).
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2.6.3. Durma fazi

Tipik olarak {iremenin kisitlanmasi igin ya kiiltlir ortamindaki zorunlu besinlerin
tiketilmis olmasi ya da organizmaya ait bazi atik triinlerin iiremeyi engelleyecek
diizeyde besiyerinde birikmis olmasi1 gerekir. Her iki durumda da logaritmik iireme sona
erer, duragan faza ulasilir ve bu fazda bakteri kiiltiirlerinin ulastigi en yiiksek miktar
genellikle 10° hiicre/ml’dir. Protozoa ve algler ise genellikle bu sayiya ulasamazlar ve
genel olarak 10° hiicre/ml diizeyine kadar gelisirler. Durgun fazda hiicre sayisinda net
bir artis ya da azalma yoktur. Bu fazda her ne kadar lireme olmasa da, enerji
metabolizmasi ve bazi biyosentetik islevler gibi bir¢ok hiicre fonksiyonu devam eder.
Ayrica olumsuz kosullara dayaniksiz hiicreler hizla 6liirken, daha dayanikli olanlar depo
maddelerini, proteinleri kullanarak endojen solunum (Hiicrede depolanmis yedek
maddelerin ayristirilmasi, tiiketilmesi) yaparlar ve yasamlarini siirdiirebilecek kadar az
bir enerji saglayip canli kalirlar. Bu fazda hiicrelerin boliinmesi ile hiicre Sliimi
arasinda Oyle bir denge kurulmustur ki toplam mikroorganizma sayist uzunca bir siire
degismeden kalir. Bu olgu kriptik iireme olarak adlandirilir (Madigan ve Martinko
2006, Tunail 2009).

Mikroorganizmalarin sentezledigi ikincil metabolitler endiistriyel agidan 6nem
tagirlar ve bu metabolitler 6zellikle kiiflerde beslenme ve gelisim fazinin sonuna dogru
veya metabolit iretim fazi (durma fazi) baslangicinda birikmektedir. Durma fazinda
mikroorganizmalar gelismeseler bile ilave edilen substratlar1 katabolize ederek,
biyosentez yollarimin 6n kademelerinde sentezlemis olduklar1 ara metabolitleri

antibiyotik gibi son {iriinlere ¢evirebilirler (Tunail 2009).
Bu evrede;

dx/dt=0

In (X/Xo) = sabittir ve duragan fazda ¢gogu zaman x = xmax Olarak kabul edilir.
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2.6.4. Olme fazn1

Popiilasyon durgun faza ulastiktan sonra inkiibasyon devam ederse, hiicreler
canli kalip metabolik igslemlerine devam etmekle birlikte sonugta oliirler. Bu durumda
popiilasyon iiremenin 6liim fazina girer ve bazi durumlarda 6liim hiicre pargalanmasi ile
gerceklesir. Oliim faz1 da logaritmiktir ancak hiicre 6liim hizi, logaritmik {ireme

evresinde gergeklesenden ¢ok daha yavastir (Madigan ve Martinko 2006).

Bu evrede;
la = Spesifik 6liim hiz1 sabiti

Xmax = Duragan faz biyokiitle konsantrasyonu seklinde tanimlanmaktadir.

2.7. Mikrobiyel Gelismeye Etki Eden Faktorler

Mikrobiyel gelismeyi etkileyen en 6nemli unsurlar; sicaklik, ozmotik basing, su

aktivitesi, pH, oksijen konsantrasyonu, CO, konsantrasyonu ve basingtir.

Sicaklik canli organizmalar1 iki sekilde etkiler. Sicaklik arttik¢a, hiicredeki
kimyasal ve enzimatik tepkimeler daha hizli cereyan eder ve iireme hizlanir. Bununla
birlikte, belirli bir sicakligin {istiinde, belirli proteinler geri doniisiimsiiz olarak denatiire
olurlar. Dolayisiyla verilen bir aralik igerisinde sicaklik arttik¢a, lireme ve metabolik
islemler denatiirasyon reaksiyonlariin basladigi noktaya kadar artar. Bu noktanin
tstiinde, hiicre fonksiyonlar1 hizla sifira diiger. Sicaklik optimumlarina gore
mikroorganizmalar psikrofiller, mezofiller, termofiller ve hipertermofiller olmak {izere

dort grup altinda toplanmaktadir (Sekil 2.2) (Madigan ve Martinko 2006).
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Sekil 2.2. Cesitli mikroorganizmalarin iireme hizlar1 ve sicaklik arasindaki iligki

(Madigan ve Martinko 2006)

Bir bilesik ya da ¢ozelti ile denge halinde olan havadaki buhar basincinin saf
suyun buhar basincina orani su aktivitesi (ay) degerini vermektedir. Su aktivitesi degeri
0 ile 1 arasinda degisim gostermekte olup ozmotik basing ile arasinda ters bir iliski
vardir. Materyal yiiksek ozmotik basinca sahipse, diger bir ifade ile materyalde kuru
madde orani yiiksek ise ay degeri dusiiktiir. Mikroorganizmalar ozmotik basinca
dayanimlarina gore (Sekil 2.3) ve gelisim gosterdikleri a,, degerlerine gore (Cizelge 2.2)
farklilik gostermektedirler (Madigan ve Martinko 2006, Tunail 2009).

Halotoleran | Halofil |
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aureus Halobacterium
salinarum
- e
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= /
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coli
0 NaCl

Sekil 2.3. Degisik tuz seviyelerine karsilik mikroorganizmalarin siniflandirilmast

(Madigan ve Martinko 2006)
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Cizelge 2.2. Mikroorganizmalarin gelisim gosterdigi ayw degerleri (Madigan ve Martinko

2006)
Bakteriler 0.97-0.90
Tatl1 su siyanobakterileri 0.98
Deniz siyanobakterileri 0.92
Tuz g6lii siyanobakterileri 0.90-0.75
Halofilik bakteriler 0.90-0.75
Kserofilik maya 0.83-0.62
Kserofilik flamentli funguslar 0.72-0.61

Mikroorganizmalarin gelisim gosterdikleri pH degerleri birbirinden farklilik
gostermekte olup dort grup altinda toplanirlar. Optimum gelismelerini 1.0-5.5 pH
arasinda gergeklestirenler asidofiller, pH 5.5-8.0 arasinda siirdiirenler nétrofiller, yiiksek
pH derecelerini (pH 8.5-10.0) tercih edenler alkalofiller, gelismeleri igin daha da yiiksek
pH derecelerini (pH 10.0-11.5) talep edenler ise ekstrem alkalofiller olarak tanimlanirlar
(Tunail 2009).

Bazi mikroorganizmalar gelisebilmeleri i¢in havanin oksijenine ihtiya¢ duyarken
(aerob mikroorganizmalar), bir kismi da ortamda oksijenin bulunmamasini isterler
(anaerob mikroorganizmalar). Aerob olanlarm bir bolimi mutlak olarak oksijene
gereksinir. Obligat veya zorunlu aerob olarak tanimlanan bu mikroorganizmalar
oksijenin bulunmamasi durumunda yasamlarimi siirdiiremezler. Bazi aeroblar ise
oksijensiz ortamda lireyebilseler de oksijen varliginda daha iyi bir gelisme gosterirler ve
fakiiltatif anaerob olarak tanimlanirlar (Sekil 2.4) (Madigan ve Martinko 2006, Tunail
2009).
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Sekil 2.4. Oksijen konsantrasyonun iireme iizerine etkisi (a: obligat aerob, b: kuvvetli
anaerob, c: fakiiltatif anaerob, d: mikroaerofil, e: aerotolerant anaerob)

(Madigan ve Martinko 2006)

Biitiin mikroorganizmalarin az veya ¢ok CO;’e gereksinimleri vardir. Kiiltiiriin
bulundugu faz atmosferindeki CO,, potasyum hidroksit ile tutularak ortamdan gekildigi
zaman hemen hemen biitiin bakterilerin gelisiminde inhibisyon goriiliir. Ototrof
mikroorganizmalar yalnizca havanin CO7’ini kullanabildiklerinden COy’e diger
mikroorganizmalara gore daha c¢ok ihtiyag duyarlar. Basinca dayanimlarina gore ise
atmosferik basingta gelisen ve barofilik bakteriler olmak iizere ikiye ayrilan
mikroorganizmalardan barofilik olanlar 600-1100 atm basingta gelisimlerini
stirdiirebilmektedirler. Bunlarin yan1 sira 600-1100 atm basinca dayanan ancak daha
diisiik basinglarda da gelisim gosterebilen bakterilerde barotolerant olarak

adlandirilmaktadirlar (Tunail 2009).
2.8. immobilizasyon

Biyoteknolojik ¢alismalarda kullanilan hiicrelerin yeniden kullanilabilir hale
getirilmesi veya siirekli sistemde daha kolay kullanilabilirliginin saglanmasi igin

immobilizasyon teknigine basvurulmaktadir (lllanes 2008). Immobilizasyon islemi
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hiicrelerin aktivitesini kaybetmeden belirlenmis olan tutuklama materyalinde hedeflenen
bosluga tutturulmast veya hapsedilmesidir. Bu islem enzimlere, hiicresel organellere,
mikrobiyel hiicrelere ve diger tiim biyokatalizorlere uygulanabilmektedir (Aehle 2004).
Bazi durumlarda, biyokatalizorler ¢oziinmeyen destek (tasiyici) materyaline fiziksel
veya kimyasal baglarla baglanirken, diger durumlarda ise destek materyalindeki

bosluklarda serbest halde hapsedilmektedir (Aehle 2004).

Immobilizasyon isleminin avantajlar1 (Dervakos ve Webb 1991);

% Biyolojik stabiliteyi arttirmak

¢ Yiiksek hiicre konsantrasyonunda ¢alisma imkani saglamak
% Kiitle transferini gelistirmek

% Uriin verimini yiikseltmek

« Uriin stabilitesini arttirmak

« Uriiniin ortamdan ayrilmasini kolaylagtirmak

¢ Reaksiyon segiciligini arttirmak

¢ Hiicre yakinlig1 saglamak

s Reaktor seciminde alternatifler saglamak olarak siralanabilir.

Immobilizasyon yontemleri tasiyici baglama, capraz baglama ve tutuklama

metodu olmak {izere ii¢ ana baslikta siniflandirilabilmektedir.

2.8.1. Tasiyic1 baglama metodu

Tastyic1 baglama metodunda enzim molekiilleri kovalent veya kovalent olmayan
baglarla kimyasal olarak inert bir tagiyic1 materyale baglanmaktadir (Sekil 2.5). Tasiyici
baglama metodunda organik ve inorganik birgok tasiyict materyal (poliakrilamid,
seliiloz, manyetik pargaciklar, glioksil, agaroz vs.) kullanilabilmektedir. Kullanilacak
olan tagiyict materyalde aranilan ozellikler; yiiksek yilizey alani saglamasi, yliksek
protein baglama kapasitesi, calisilacak besiyeri bilesimine uygunluk ve besiyerinde

coziinmeme, ylksek mekanik ve kimyasal dayaniklilik, kullanim sonrasi geri
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kazanilabilir olmas1 seklinde siralamak miimkiin olup tiim Ozelliklere sahip tastyici

materyal bulunmamaktadir (Aehle 2004, lllanes 2008).

DODD

Yiizeye adsorpsiyon Yiizeye elektrostatik Yiizeve kovalent

Sekil 2.5.Tastyict baglama metotlar1 (Kourkoutas vd 2004)
2.8.2. Capraz baglama metodu

Capraz baglama metodunda tagiyict bir materyal olmaksizin enzim molekiilleri
birbirine baglanarak immobilizasyon islemi gergeklestirilmektedir (Sekil 2.6).
Enzimlerin ¢apraz baglanmasinda gluteraldehit gibi biyofonksiyonel reaktifler
kullanilmakta ve elde edilen kompleks suda ¢oziinmemektedir. Capraz baglama islemi
coziinebilen enzimlerde, kristalize edilmis enzimlerde veya topak haline getirilmis
enzimlerde yapilabilmektedir. Bu sistemin en biiylik avantajlari; tasiyici materyal
kullanilmadigindan biyolojik katalizoriin spesifik aktivitesinin oldukga yiiksek olmasi
ve immobilize hale getirilen enzimin konsantrasyonunun teorik olarak hesaplanan
degere oldukga yakin olmasidir (Aehle 2004, Illanes 2008).

O

O
0 o o o PEG Gluteraldehit
00 o — —
O

Cokturtilmiis Capraz baglanmis

Enzim kompleksi enzim kompleksi enzim kiimesi

Sekil 2.6. Capraz baglanmis enzim kiimesi olusumunun sematik gosterimi, PEG:

Polietilen glikol (1llanes 2008)
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2.8.3. Tutuklama metodu

Bu yontemin esasi polimerik jellerle elde edilen immobilize destek
materyalindeki bosluklara biyokatalizorlerin yerlestirilmesidir (Sekil 2.7). Burada elde
edilen immobilize materyalin ylizeyi substrat ve son {iirlin gecisine izin verecek
acikliklara sahip olup madde aligverisine olanak saglayarak biyokatalizoriin ¢alismasina
izin vermektedir. Bu yOntemin avantaji tek bir biyokatalizér yerine farkl
biyokatalizorlerin ve hiicrelerin ayni yolla immobilize edilebilmesidir. Dezavantajlari
ise destek materyalinin yenilenebilir olmamas1 ve yiiksek substrat seviyelerinde
hapsedilmis biyokatalizore ulagsmasinin smirlanmasidir.  Tutuklama metodunda
kullanilan destek materyallerine poliakrilamid jel, aljinat ve K-karagenan 6rnek olarak

verilebilir (Aehle 2004, Illanes 2008).

D) Sy B8
O . OO." TTLLELELEL

Tapgn® Mikroporlu membranlar
Porlu matrikste tutuklama Mikroenkapsiilasyon arasinda tutuklama

Sekil 2.7. Farkl tutuklama metotlar1 (Kourkoutas vd 2004)
2.9. Etanol

Sekerlerin veya nisastanin fermantasyonda kullanimi sonucu iiretilen etanoliin,
insanlarin mikrobiyel proses ile tirettikleri ilk iirlinlerden birisi oldugu diisiiniilmektedir
(Smith 2004). Etanoliin (CH3CH,OH) diger isimleri metil karbinol, tahol alkolii, melas
alkolii, kolonya ispirtosu veya sarap ispirtosu seklinde olup renksiz, notr, yanici ve
keskin yakici tada sahip bir sividir. Ayrica molekiiler agirhigi 46.47 g, kaynama noktasi
78.3 °C’dir (Okafor 2007). Etanoliin kullanim alanlar1 asagidaki gibidir (Okafor 2007):

« Kimya endiistrisinde, ¢esitli tepkimelerin (alkilasyon, halojenasyon vs.)

gergeklestirilmesinde hammadde olarak kullanilmaktadir.
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¢ Yaglarda, kozmetikte, mumlarda, patlayicilarda, boyalarda vs. ¢oziicii olarak
kullanilmaktadir.

¢ Hastanelerde dezenfeksiyon islemlerinde, temizlik islemlerinde ve laboratuvar
calismalarinda kullanilmaktadir.

s Benzinle %10 oraninda karistirilarak  otomobillerde  yakit  olarak

kullanilmaktadir.

Etanol {iretimi son yillarda gittik¢e artmakta olup bunun baslica sebebi araglarda
yakit olarak kullanilabilirliginin 6n plana ¢ikmis olmasidir. Bilindigi iizere diinyanin
gelecek 50 yil igerisinde petrol stoklarinin bitebilecek olmasi nedeniyle tiim gelismis ve
gelismekte olan {ilkeler yeni enerji kaynaklari arayisina girmislerdir. Bu baglamda
dikkatleri {lizerine ¢ekmis olan etanoliin iiretim miktarlar1 yildan yila artmistir. Son 5

yilda diinyada gergeklesen etanol {iretim miktarlar1 Cizelge 2.3’te verilmistir.

Cizelge 2.3. Yillara gore etanol {iretim oranlar1 (Anonim 2012)

Uretim miktar1 (Milyon litre)

Ulkeler 2007 2008 2009 2010 2011

Kuzey ve Orta Amerika  6498.6  9000.0 10600.0 137209  14401.3
Brezilya 5019.2 64722 6577.9 6921.5 5573.2
Avrupa Birligi 570.3 733.6 1039.5 1176.9 1167.6
Cin 486.0 501.9 541.6 541.6 554.8

Kanada 211.3 237.7 435.2 356.53 462.30
Toplam 13096.4 17335.2 19539 230129  23373.2

Bir¢ok fungus, bakteri, alg ve Protozoan alkol fermantasyonu yapabilmektedir.
Ancak alkol fermantasyonu denildiginde akla ilk gelen mikroorganizma grubu mayalar
ozellikle de Saccharomyces cerevisiae’dir. Mayalarin alkol fermantasyonu en kisa
metabolik yollardan biridir. Heksozlarin glikoliz yolu ile piriivata kadar
parcalanmasindan sonra iki reaksiyon basamagi ile CO, ve etanol meydana gelir (Tunail
2009) (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Glukozdan etanol {iretim reaksiyonu (Tunail 2009)
Saf kimyasallarla etanol {iretimi maliyeti arttirdigindan etanol tiretiminde farkli
karbon kaynaklarmin kullanilabilirligi tizerine birgok arastirma yapilmistir. Etanol

tiretiminde kullanilabilen karbon kaynaklari Cizelge 2.4’te verilmistir.

Cizelge 2.4. Etanol tiretiminde potansiyel karbon kaynaklar1 (Smith 2004)

Nisasta igerenler Seliilozik olanlar Seker icerenler Diger
Misir Odun Melas Yer elmasi
Bugday Kagit atiklar Seker pancar1 Muz
Sorgum Orman kalintilar Seker kamisi Kuru tiziim
Arpa Tarimsal atiklar Laktoz

Bugday unu Talas Peynir alt1 suyu

Kaba misir unu Glukoz

Patates

Roukas (1993) tarafindan erlenmayerlerde gergeklestirilen calismada
kegiboynuzu meyvesinin sadece ekstraktindan S.cerevisiae kullanarak etanol tiretiminde

farkli inokiilasyon miktari, baslangic seker orant ve pH gibi parametrelerin etanol
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tiretimlerine etkisini izlemistir. Bir bagka ¢alismada ise sterilize edilmemis kegiboynuzu
ekstraktinda immobilize enzim kullanilarak etanol {iretimleri gergeklestirilmis ve 200
g/L baslangi¢ seker oraninda en yiiksek 64 g/L etanol iiretilebilmistir (Roukas 1996).
Benzer bir ¢alismada keg¢iboynuzu eckstraktinda S. cerevisiae hiicreleri ile etanol
tiretiminin gergeklestirilmesi amaglanmistir. Calisma sonucunda maksimum {iretim
orani ve etanol konsantrasyonu sirasiyla 3.48 g/L/sa ve %44.52 olarak pH kontrollii

sartlarda belirlenmistir (Turhan vd 2010a).

Keciboynuzu ekstraktinda gergeklestirilen bir baska ¢alismada ise immobilize S.
cerevisiae kullanilmis ve en yiiksek etanol miktar1 50 g/L olarak bulunmustur (Roukas
1994a). Benzer bir c¢alismada dolgulu yatak reaktér kullanilarak immobilize S.
cerevisiae ile gergeklestirilen fermantasyon denemeleri sonucunda 48-52 g/L etanol
tiretilebilmistir (Roukas 1994b).

Roukas vd (1991) peynir alti suyunda Ca-aljinat iizerinde immobilize edilen
S.cerevisiae hiicreleri ile fermantasyon isleminde 150 g/L sekerden 61 g/L etanol
tiretmislerdir. Benzer bir ¢alismada ise keciboynuzu ekstraktinda 250 g/L baslangic
seker konsantrasyonunda immobilize S. cerevisiae kullanilarak gergeklestirilen
fermantasyonlar sonucunda 64.5 g/L etanol iiretilerek verim %28.3 olarak bulunmustur
(Roukas 1995).

Lee vd (2011) aljinatta immobilize edilmis S. cerevisiae ile yapmis olduklar1 bir
calismada fermantasyon sartlarini optimize etmeyi amaglamiglardir. Calisma sonucunda
optimum fermantasyon kosullarin1 30 °C, pH 5.0 ve %10 baslangic glukoz
konsantrasyonu olarak belirlemislerdir. Ayrica fermantasyon siiresinin serbest hiicre
kullanilmas1 halinde 36 saat iken immobilize edilmis hiicre kullanildiginda bu siirenin
24 saate indigini ve immobilize hiicrelerin tekrar kullanilmasiyla 10-14 saatte
fermantasyonun tamamlandigini belirlemislerdir. Immobilize hiicrelerle gergeklestirilen
tim fermantasyon denemelerinde sekerin tamami kullanilirken serbest hiicreler

kullanildiginda bu oran %88’de kalmistir.
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Bir bagka calismada manyetik olarak stabilize edilmis akiskan yatakli reaktérde
immobilize S. cerevisiae ile etanol iiretimi gergeklestirilmistir. Calisma sonucunda
%95.3 teorik etanol verimi, 26.7 g/L/sa verimlilik ve 66 g/L etanol konsantrasyonuna;
150 g/L glukoz konsantrasyonu, %41 partikiil yiikleme oran1 ve 0.4 sa’t diltisyon
besleme oraninda ulagilmistir. Ayrica karbon kaynagi olarak melasla gergeklestirilen

denemelerde glukoz ile kiyaslanabilir sonuglar elde edilmistir (Liu vd 2008).

Ca-aljinatta immobilize edilmis S. cerevisiae hiicreleri ile gergeklestirilen bir
baska calismada ise kesikli ve siirekli sistemler karsilagtirilmistir. 50 g/L baslangi¢
glukoz konsantrasyonunda kesikli fermantasyonda iiretkenlik 0.29 g/L/sa iken siirekli
fermantasyonda bu deger 2.8 g/L/sa olarak belirlenmistir. Ayrica siirekli sistemde
yiiksek glukoz konsantrasyonunda (150 g/L) da basarili bir sekilde etanol iiretimi
gerceklestirilmistir (Najafpour vd 2004).

Behera vd (2010), mahula gigeklerini immobilize (agar ve Ca-aljinat) ve serbest
S. cerevisiae hiicreleri ile etanol {iretimlerinde kullanmislardir. Calisma kapsaminda
etanol verimleri agarda immobilize edilmis, Ca-aljinatta immobilize edilmis ve serbest
hiicrelerle gerceklestirilen fermantasyonlar icin sirasiyla 151.2 g etanol/ kg cicek, 154.5
g etanol/kg cicek ve 149.1 g etanol/kg cicek olarak belirlenmistir. Ayrica immobilize
edilen hiicrelerin 3 ¢evrim boyunca ¢ok belirgin bir verim azalmasi olmadan

kullanilabildigini gdstermislerdir.

Bir bagka calismada 6giitiilmiis misir govdesi dokusunun Ca-aljinatla kombine
edilmesi sonucu yeni bir immobilizasyon materyali elde edilmis ve seker pancari
melasindan etanol {iretiminde kullanilabilirligi arastirilmistir. Calisgma kapsaminda
serbest hiicreler 6giitiilmiis misir gévdesi dokusu ile karistirilarak, Ca-aljinatta ve yeni
immobilizasyon matriksinde denemeler gergeklestirilmistir. Sonug olarak yeni tasiyici
matrikste etanol konsantrasyonu 60.36 g/L, yiizdesel teorik etanol verimi %96.56,
etanol verimi 0.493 g/g ve hacimsel etanol tiretkenligi 2.51 g/L/sa olarak elde edilmistir

(Razmovski ve Vucurovié¢ 2011).
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Ghorbani vd (2011) yapmis olduklar1 ¢alismada, %3’liik sodyum aljinatta
immobilize ettikleri S. cerevisiae hiicrelerinin siirekli sistemde seker kamis1 melasindan
etanol Tlretme kapasitesini arastirmiglardir. Etanol {iretiminin seker melasi
konsantrasyonundan (50, 100 ve 150 g/L), diliisyon oranindan (0.064, 0.096, 0.144 ve
0.192 sa™) ve zamandan (5.21, 6.94, 10.42 ve 15.63 sa) etkilendigini belirlemislerdir.
En yiiksek etanol iiretim orani, teorik verim, hacimsel etanol tiretkenligi ve toplam seker

titkketimi sirastyla 19.15 g/L, %46.23, 2.39 g/L/sa ve %96 olarak bulunmustur.

Benzer bir caligmada tatli sorgum suyunda etanol veriminin arttirtlmasi igin
cevap ylizey metodu kullanilmigtir. Calisma kapsaminda immobilize S. cerevisiae ile
gerceklestirilen fermantasyon denemelerinde fosfor, azot ve pH igin optimum kosullar
belirlenmeye ¢alisilmistir. Optimum kosullar 0.77 g/L fosfor, 2.15 g/L azot ve pH 6.39
olarak belirlenmis ve en uygun sartlarda etanol iiretim orani 122.85 g/L/sa olarak
hesaplanmistir (Yu vd 2009).

2.10. Box-Behnken Cevap Yiizey Metodu

Deneysel calismalarin sinirl ya da imkansiz oldugu, pratik ve ekonomik olarak
cok sayida deneyin yapilamadigi durumlarda matematiksel modellemelerden biiyiik
Olciide yararlanilmaktadir. Bir matematiksel modelin gelistirilmesinde su basamaklar

sirayla gergeklestirilmektedir (Devres ve Pala 1993):

% Problemin belirlenmesi

% Matematiksel modelin gelistirilmesi
¢ Modelin ¢oziilebilirliginin saglanmasi
¢ Modelin ¢6zliimii

% Modelin kanitlanmasi

% CoOzilimiin uygulanmasi

Cevap yiizey metodu, proseslerin olusturulmasinda, gelistirilmesinde ve
optimize edilmesinde istatistiksel ve matematiksel tekniklerin bir arada kullanildig: bir

yontemdir. Bu yontem yeni iriinlerin gelistirilmesinde kullanildigr gibi var olan
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proseslerin gelistirilmesinde ve iyilestirilmesinde de kullanilmaktadir. Cevap yiizey
metodu birgok degiskenin bulundugu proseslerde secilmis kalite karakterinin bu
degiskenlerden nasil etkilendiginin belirlenmesinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Buradaki kalite unsuru cevap (response) olarak isimlendirilmektedir (Myers vd 2009).

Box ve Behnken tarafindan 1980 yilinda ortaya konan Box-Behnken deneme
deseni ise ikinci dereceden cevap ylizeylerinde model olusturmak igin etkili bir
yontemdir. Modelde yer alacak faktorlerin en az ii¢ diizeyli olmas1 gerekir ve metot
dengeli tamamlanmamis blok denemelerinin iizerine kurulmustur. Box-Behnken
deneme diizeninde faktorlerden birinin degeri merkez degerde sabitlenirken diger
faktorlerin tiim diizeylerinin kombinasyonlar1 uygulanir. Ornegin dort faktorlii deneme
deseninde ilk 6nce C ve D faktoriiniin diizeyi sabitlenmis A ve B faktorlerinin tim
diizeylerinin kombinasyonlar1 uygulanmis daha sonra ayni islemler sirastyla C ve B, C
ve A, B ve D, B ve A, son olarak da D ve A faktorlerinin diizeyleri merkezde
sabitlenerek uygulanmistir. Diizen matrislerinin en son siitunlarinda ise merkez nokta

degerleri yer almaktadir (Kul 2004).

Bu metodun en biiylik avantajlarindan birisi de 6rnek ve tekerriir sayisini
azaltmasidir. Ornegin faktoriyel tasarimda 4 faktorlii 3 parametreli bir deneme deseni
olusturuldugunda 81 deneme (tekerriirii ile birlikte 162 deneme) gerceklestirilmesi
tavsiye edilirken Box-Behnken cevap yiizey metodunda 4 faktorlii 3 parametreli bir
deneme deseni i¢in merkez noktasi 3 defa tekrarlandiginda 27 deneme (tekerriirii ile
birlikte 54 deneme) yapilmasi tavsiye edilmektedir. Box-Behnken deneme deseninin
kullanilmas: ile daha az deneme ile ¢alisma gergeklestirilebildiginden hem zaman

acisindan hem de maliyet agisindan kar elde edilmektedir.

Box-Behnken deneme deseninde sonuglarin degerlendirilmesinde regresyon
analizi ve varyans analizinden yararlanilmaktadir. Ayrica sonuglarin sabit bagimli
degiskenlere kars1 grafik edilmesi sonucunda kontur plot (contour plot) grafigi elde
edilir ve bu grafikler sonuglarin degerlendirilmesini kolaylastirir (Myers vd 2009).
Sonuglarin degerlendirilmesinde kullanilan dogruluk parametrelerinden birisi model

sistemin gercek cevaba uygun olup olmadigidir. Bu duruma uyum eksikliginden (lack
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of fit) kaynaklanan hatanin 6nemsiz olup olmadigina bakilarak karar verilmektedir.
Bunun yami sira R? degeri ve ayarlanmig R? degerleri karsilastirilmakta, degerlerin
birbirine ve 1’¢ yakin olmasi c¢alismanin da modele uygunlugunun derecesini

gostermektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Proje kapsaminda kullanilan kirilmis ve ¢ekirdegi c¢ikarilmis kegiboynuzu
meyvesi, Antalya’da kegiboynuzu meyvesini ve islenmis tirlinlerini ihra¢ eden Yenigiin
Gida Sanayi ve Ticaret A.S.’den saglanmigtir. Temin edilen kegiboynuzu meyvesi

analiz anina kadar 4°C’lik soguk depolarda saklanmustir.

3.2. Fermantasyonlarda Kullanilan Biyoreaktor

Etanol tiretiminde oncelikli olarak Ca-aljinat konsantrasyonu, immobilize edilen
hiicre miktari, pH ve karistirma hizi optimize edilmistir. Bu amagla laboratuvar tipi; pH,
sicaklik, ¢ozlinmiis oksijen kontrolii ve kdpiik kontrolii yapabilen, karistirma 6zelligine
sahip olan biyoreaktor (Sartorius Biostat B Plus, Germany) (Sekil 3.1) kullanilmig ve
tim fermantasyon denemeleri 3 L hacimde, 30°C sicaklikta gergeklestirilmistir. Reaktor
121.1°C’de 15 dakika sterilize edilmis, pH kontroli 4 N NaOH kullanilarak

saglanmstir.

Sekil 3.1. Sartorius Biostat B Plus Biyoreaktor
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3.3. Fermantasyon Ortam Icin Gerekli Ekstraktin Eldesi

Keg¢iboynuzu meyvesinden etanol {retiminde fermantasyon ortaminda
kullanilacak ekstraktin {iretimi i¢in 5-7 mm kalinligindaki keg¢iboynuzu pargalari
80°C’de 1:4 meyve:su oraninda ve 2 saat siire ile ekstraksiyona birakilmigtir (Turhan vd
2010a). Elde edilen ekstrakt filtrasyon yoluyla kati partikiillerinden ayrildiktan sonra
dogrudan ve/veya zenginlestirilerek fermantasyonda kullanilmistir. Cevap yiizey
metodunun belirledigi sartlarda gerceklestirilecek olan fermantasyon denemeleri igin
taze olarak hazirlanan keciboynuzu ekstrakti kullanim anina kadar +4 °C’de muhafaza

edilmistir.

3.4. Fermantasyonla Etanol Uretimi

3.4.1. Kullamilan mikroorganizma

Bu ¢alismada keg¢iboynuzu meyvesinden etanol {iretiminde Saccharomyces
cerevisiae (ATCC 36858) kullanilmistir. Mikroorganizma 50 g/L glukoz, 6 g/L maya
ekstrakti, 0.3 g/ CaCl,.2H,0, 4 g/L (NH4)2SO4, 1g/L MgSQO,4.7H,0 ve 1.5 g/L KH,PO,4
iceren besiyerinde 30 °C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra +4 °C’de muhafaza
edilmigtir. Stok kiiltiirler her ay yenilenerek muhafaza edilmistir. Uzun siireli

kullanilmama durumunda %?20’lik gliserol igerisinde -80 °C’de muhafaza edilmistir.

3.4.2. immobilizasyon

Immobilizasyon islemine baglamadan ©6nce kullanilacak  kimyasallar
hazirlanmistir. Bu kimyasallar sirasiyla aljinat ¢ozeltisi (%2, %2.5 ve %3), %0.851ik
NaCl ¢ozeltisi, 0.1 M ve 0.05 M’lik CaCl,.2H,0 ¢ozeltileridir. Gerekli ¢ozeltiler
hazirlandiktan sonra 121.1 °C’de 15 dk sterilize edilmistir.

Kullanima hazir hale gelen ¢o6zeltiler ile immobilizasyon isleminde; oncelikle
250 mI’lik erlenlerde 100 ml hacimde %] inokiilasyonla 150 d/d 30 °C’de 16-24 saat
fermantasyonla hazirlanmis olan 6n kiiltiir (12.17 + 0.84 g biyokiitle/L) steril sartlarda
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50 ml’lik santrifiij tiplerine esit miktarda doldurularak 3800 d/d, 20 dk ve 4 °C’de
santrifiij edilmistir. Ardindan kat1 kismin {izerinde kalan sivi kisim siiziilmiis ve steril
kabinde her santrifiij tiiptindeki mikroorganizmalara 20 ml aljinat ¢6zeltisi (Cevap
yiizey metodunun belirledigi konsantrasyonda) ilave edilerek steril bir kasik ve girdap
karistirict yardimu ile iyice karismast saglanmistir. Ayni zamanda 0.1 M’lik CaCl,.2H,0
cozeltisi 1 L’lik behere bosaltilmigtir. Homojen hale getirilen aljinat-mikroorganizma
karistmi 5 ml’lik siringa (3P 21G 0.80x38 mm) yardimi ile 0.1 M CaCl,;2H,0
¢ozeltisine damlatilarak boncuklarm olusumu saglanmistir. Immobilize hiicrelerin
(boncuklarin) olusumu esnasinda birbirlerine yapismamasi i¢in manyetik karigtirict
kullanilarak karistirma saglanmistir. Boncuklarin olusum agamasindan sonra sivi kisim
atilmig ve behere 0.05 M’lik CaCl;2H,0 ¢ozeltisi (boncuklarin stabilizasyonunun
saglanmasi i¢in) ilave edilerek en fazla 12 saat bekletilmistir (Sekil 3.2). Daha sonra sivi
kismu1 siiziilen boncuklar 3 defa %0.85’lik NaCl c¢ozeltisi (ortamdaki ve hiicrelerin
yiizeyindeki ca®* iyonlarinin uzaklastirilmasi igin) ile yikanarak kullanima hazir hale
getirilmis ve kegiboynuzu ekstraktinin bulundugu reaktore steril olarak asilama

yapilarak fermantasyon baslatilmistir.

Sekil 3.2. Immobilizasyon islem basamaklari
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3.4.3. Fermantasyon

Etanol iretiminde kegiboynuzundan elde edilen ekstrakt immobilize
Saccharomyces cerevisiae (ATCC 36858) hiicreleri kullanilarak 30 °C’de
fermantasyona  birakilmistir. Bu amagla etanol iretimi {izerine Ca-aljinat
konsantrasyonu, karistirma hizi, immobilize edilen hiicre miktar1 ve pH’nin etkileri
incelenmistir. Bu 4 parametre cevap ylizey metodu kullanilarak optimize edilmis olup
Box-Behnken Cevap Yiizey modelinde kullanilmig olan maksimum ve minumum

parametreler Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Fermantasyon icin cevap yiizey metodunda kullanilacak parametreler

Degisken Minimum  Orta Nokta Maksimum
Ca-aljinat kons. (%) 2 2.5 3
Karigtirma (d/d) 100 150 200
Immobilize edilen hiicre miktar1 (%) 1 3 5

pH 5 55 6

Cevap yiizey metodunun olusturdugu sartlarda fermantasyon islemleri iKi
tekerrtirlii olarak (toplam 54 fermantasyon) gergeklestirildikten sonra etanol verimi ve
etanol tliretkenlik oran1 degerlerine gore optimum fermantasyon sartlar1 belirlenmistir.
Tim fermantasyon denemeleri i¢in 3 L fermantasyon ortami hazirlanmis ve

fermantasyon ortamimin  zenginlestirildigi denemelerde asagidaki  miktarlar

kullanilmistir.
Medya Icerigi Miktar (g/L)
Keciboynuzu ekstrakti 1L (8-10 °Bx)
Maya ekstrakti 6
CaCl,.2H,0 0.3
(NH4)2.SO4 4
MgSQO,.7H,0 1
KH,PO4 1.5
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Reaktore 3 L besiyeri igerigi ilave edildikten sonra pH probu kalibre edilmis ve
ardindan 121°C’de 15 dakika sterilize edilerek soguduktan sonra baslangi¢ seker icerigi
tespit edilmek iizere ilk ornek almmistir. Immobilizasyonu tamamlanmis maya
stogundan steril sartlarda reaktére asilama yapilmis ve “0” zamani 6rnegi de alinarak
fermantasyon baslatilmistir. Optimum etanol iiretim sartlarinin belirlenmesi amaciyla
gerceklestirilecek fermantasyon denemeleri icin deneme deseni Cizelge 3.2°de ayrintili

olarak verilmistir.

Cizelge 3.2. Cevap yiizey metodunun olusturdugu fermantasyon sartlart

Sira Ca-Aljinat Karistirma Immobilize edilen pH
Konsantrasyonu (%) (d/d) hiicre miktar1 (%)
1 3 150 1 55
2 2.5 150 1 6
3 2.5 150 1 5
4 2.5 200 1 55
5 2.5 100 1 5.5
6 2 150 1 5.5
7 2.5 150 3 55
8 2 150 3 5
9 2 150 3 6
10 2.5 150 3 55
11 2.5 200 3 6
12 3 150 3 5
13 2.5 200 3 5
14 3 100 3 55
15 3 200 3 55
16 3 150 3 6
17 2 100 3 55
18 2 200 3 55
19 2.5 100 3 6
20 2.5 150 3 55
21 2.5 100 3 5
22 2.5 150 5 6
23 2.5 150 5 5
24 2.5 200 5 55
25 2 150 5 55
26 2.5 100 5 55
27 3 150 5 55
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Fermantasyon basladiktan sonra baslangi¢ ve sifir zamani 6rneklerine ek olarak
2, 4, 8, 11, 14, 24 ve 30. saatlerde de ornekler alinarak biyokiitle, etanol ve indirgen
seker analizleri yapilmistir. Tiim Ornekler analiz anina kadar +4°C’de buzdolabinda

saklanmustir.

Optimum fermantasyon kosullar1 belirlendikten sonra dogrulama amaciyla
optimum sartlarda tekerriirlii denemeler gergeklestirilmistir. Dogrulama calismasinin
ardindan immobilize hiicrelerin ¢evrim sayisinin (tekrar kullanilabilirlik siiresinin)
belirlenmesi amaciyla da fermantasyon siiresi 24 saate sabitlenerek her 24 saatte bir
fermente s1vi bosaltilarak yerine taze besiyeri ilave edilmis ve 5 ¢evrim boyunca etanol
ve verim degerleri takip edilmistir. Son olarak da optimum sartlarda zenginlestirilmemis
keciboynuzu ekstraktinda pH kontrollii ve kontrolsiiz olarak gerceklestirilen denemeler
sonucunda kegiboynuzunun immobilize hiicrelerle etanol iiretiminde dogrudan

kullanilabilirligi arastirilmustir.

3.5. Analiz metotlar1

3.5.1. Toplam hiicre kiitle (biyokiitle) miktar:

Calkalamali inkiibatorlerde hazirlanan on kiiltiirlerden ve fermantasyonun
gerceklestirildigi reaktdrden belirtilen zaman araliklarinda alinan 6rneklerde canli
gelisimini takip etmek i¢in canli hiicre miktar1 analiz edilmistir. Bu amagla 6rneklerden
1 ml alinarak iizerine 9 ml saf su eklenip 10 kat seyrelttikten sonra kor olarak inokiile
edilmemis oOrnek kullanilarak spektrofotometrede (Shimadzu UV-160A, JAPAN)
620 nm’de elde edilen absorbans degerine gore S. cerevisiae canli miktar

hesaplanmistir (Turhan vd 2010a).

3.5.2. Etanol analizi

Fermantasyon ortamindan alinan 6rneklerde etanol iiretimini gérmek amaciyla
etanol miktarlar1 belirlenmistir. Bu amagla indirgen sekerlerin belirlenmesinde

kullanilan YSI 2700 Biyoanalitik Sistem (Yellow Springs, OH) kullanilmistir. Bu
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sistemin ana prensibi, 6rnek alindiginda cihazdaki (analiz edilecek Ornege uygun
secilen) enzim igeren membranin 6rnekle reaksiyona girerek elektrokimyasal probun
platinyum anodunu okside etmesi sonucunda hidrojen peroksit agiga ¢ikmasi ve elde

edilen sinyale gore etanol konsantrasyonunun belirlenmesine dayanmaktadir.

Etanol + O, —alkotoksidaz——> H,O, + Asetaldehit

Analiz kapsaminda fermantasyon ortamindan alinan 6rneklerden 1 ml alinarak
tizerine 19 ml saf su eklenip 20 kat seyrelttikten sonra kalibre edilmis cihazda okumalar

paralelli olarak gergeklestirilmistir. Cihazin ¢alisma kosullar1 ise agagida verilmistir.

% Enjeksiyon miktar1 125l
% Kalibrasyon metodu : Tekli kalibrasyon

% Kalibrasyon standardi kons. :2.00 g/L

% Analiz siiresi :60sn
% Oto kalibrasyon siiresi : 10 6rnek veya 30 dk
% Kalibrasyon istasyonu 22

3.5.3. Seker analizi

Reaktorden alinan o6rneklerdeki seker miktar1 3,5 dinitrosalisilik asit kullanilarak
DNSA metodu ile belirlenmistir (Miller 1959). DNSA metodu ile seker analizinde
kullanilan DNSA ¢6zeltisi; 10 g NaOH, 10 g DNSA ve 0.5 g sodyum siilfit saf suda
¢oziiliip 1 litreye tamamlanarak, Rachelle tuz ¢ozeltisi (potasyum-sodyum tartarat

¢ozeltisi) ise 400 g potasyum-sodyum tartarat 1 L saf suda ¢oziilerek hazirlanmustir.

Indirgen seker analizinde 0.1 ml &rnek iizerine 3.9 ml saf su eklenmis ve 0.08 ml
12 M HCI asit ile karistirildiktan sonra 90°C’lik su banyosunda 5 dk bekletilerek 6rnek
hidroliz edilmistir. Bu noktada tiip igerisindeki 6rneklerin hidroliz sicakliginda olmasina
dikkat edilmistir. Sicakligi kontrol etmek amaciyla termometre yerlestirilmis bir tiip
kontrol olarak kullanilmistir. Metotta belirtilen sicakliga ulastiktan sonra stire

baslatilmistir. Daha sonra hidrolizat iizerine 0.2 ml 5 N KOH eklenerek karistirildiktan
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sonra, karigimdan yeni bir tiipe 3 ml alinarak {izerine 3 ml DNSA soliisyonu
eklenmistir. Bu asamada 3 ml saf su iizerine 3 ml DNSA eklenerek kor olarak
kullanilmak tizere hazirlanmistir. Soliisyon karistirilarak 90°C’lik su banyosunda 15 dk
bekletilip lizerine renk stabilizasyonunu saglamak i¢in 1 ml %40°lik potasyum sodyum
tartarat eklenerek sogutulmus (Sekil 3.3) ve 575 nm dalga boyunda okuma yapilip

standart sakkaroz ¢ozeltisi ile hazirlanmis kurveden (EK 1) seker miktari hesaplanmistir.

ORNEKLER

| KOR

'

w
Sekil 3.3. Indirgen seker analizinde Sl¢iime hazir 6rnekler

——

3.5.4. Kinetik parametrelerin belirlenmesi

Reaktorden almman Orneklerde indirgen seker, biyokiitle miktar1 ve etanol

analizleri yapildiktan sonra elde edilen veriler dogrultusunda;

% Seker tiiketimi (g/L)

¢ Etanol tiretimi (g/L)

»  Verim (%)

% Maksimum tiiketim orani (g/L/saat)

% Maksimum iiretim oran1 (g/L/saat) kinetik parametreleri belirlenmistir.

Hesaplamalar S (substrat) ve P (iirin) olmak {izere asagidaki denklemlerden

yararlanilarak hesaplanmistir.

Gelismenin sonunda seker tiiketimi;

S=S; — Sp olup g/L olarak ifade edilmistir.
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Gelismenin sonunda iiriin miktari;

P= P;1 — P olup g/L olarak hesaplanmustir.

Uriin verimi;

Verim (Ypss) (%) = [ Etanol miktar1 (g/L) / Seker tiiketimi (g/L) ] * 100

esitliginden faydalanilarak hesaplanmistir.

Bunlarin yani sira maksimum {iretim ve tiikketim oranlar1 da;

Uretim oram (g/L/sa) = Etanol kurvesinin en dik kismimin egimi,
Tiiketim orani (g/L/sa) = Seker kurvesinin en dik kisminin egimi

kullanilarak hesaplanmistir (Shuler ve Kargi 2008).

3.5.5. istatistiksel degerlendirmeler

Etanol iretiminde kullanilan deneme deseni ve istatistiksel analizinde Minitab
Istatistiksel Yazilimi (Minitab 15.1.1.0, State College, PA) kullanilmistir. Program
tarafindan olusturulan modelin deneysel verileri hangi 6lciide karsiladig varyans analizi
ile belirlenmistir. Bu yontemle her bir faktdriin lineer, quadratik ve interaksiyon
etkilerinin cevap lizerindeki istatistiksel 6nemi %95 giivenlik seviyesinde Fischer testi
(F testi) uygulanarak bulunmustur. Model sistemin ger¢ek cevaba uygun olup
olmadigia uyum eksikliginden (lack of fit) kaynaklanan hatanin 6nemsiz olmasi kosulu

ile karar verilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Ca-aljinatta Immobilize Edilmis Saccharomyces cerevisiae Kullanilarak

Gerceklestirilen Etanol Uretiminin Cevap Yiizey Metodu ile Optimizasyonu

Kec¢iboynuzu ekstraktinda Saccharomyces cerevisiae kullanilarak etanol tiretim
sartlarinin Box-Behnken cevap yiizey metodu ile optimize edilmesi tlizerine Ca-aljinat
konsantrasyonu, immobilize edilen hiicre miktari, karistirma ve pH’nin etkisi
incelenmistir. Bu amagla zenginlestirilmis keciboynuzu ekstrakti cevap yiizey
metodunun belirledigi sartlarda etanol fermantasyonuna birakilmis ve sonuglar Cizelge

4.1 ve Cizelge 4.2°de verilmistir.

4.1.1. Ca-aljinat konsantrasyonunun fermantasyon iizerine etkisi

Box-Behnken cevap ylizey metodu kullanilarak keciboynuzu ekstraktindan
fermantasyon yoluyla etanol {iretimlerinin optimizasyonunda maksimum, minimum ve
orta nokta (%2, %3 ve %2.5) olmak tizere ii¢ farkli Ca-aljinat konsantrasyonunda

denemeler yapilmistir (Cizelge 4.1, Cizelge 4.2).

%2’lik Ca-aljinatta hazirlanmig immobilize hiicrelerle  gergeklestirilen
fermantasyon denemeleri icin etanol verimi degerleri %45.06-49.24 arasinda degisim
gostermistir. %2.5’luk Ca-aljinatta hazirlanmis immobilize hiicrelerle gergeklestirilen
fermantasyon denemeleri i¢in etanol verimi degerlerinin %42.45-48.71 arasinda oldugu
belirlenmistir. Buna ilaveten %3’liikk Ca-aljinatta hazirlanmis immobilize hiicrelerle
gerceklestirilen fermantasyon denemeleri i¢in ise etanol verimi degerleri %40.97-48.79

arasinda degisim olmustur (Cizelge 4.1).
Sonug olarak etanol verim degerleri gdz oniine alindiginda, %?2’lik Ca-aljinat

kullanilan tiim denemelerde %45’in tizerinde verim elde edildigi ve Ca-aljinat

konsantrasyonunun istatistiksel olarak dnemli oldugu (P<0.05) bulunmustur.
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Cizelge 4.1. Etanol tiretiminde verim igin Cevap Yiizey Metodu Sonuglari

> = 5% S —_

S E. @ ° g .3 § T : %D ° %1) ;L

s [FES 5§ £F © = 5 £ 3 Pt

£ |o s z2 = T = =l £

5 0g £ g 2% 2% 5

L g ¥ E 3 = = >

—

1 3 1560 1 55 | 84.42+4.07 3459+0.01  40.97+1.97
2 | 25 150 1 6 | 72954239  32.11+0.83  44.01+0.15
3 | 25 150 1 5 | 84.97+1.33  36.07+0.37  42.45+1.10
4 | 25 200 1 55 | 7555+0.97  35.16+0.83  46.53+0.49
5 | 25 100 1 55 | 7543+091  33.76+0.88  44.75+1.70
6 2 150 1 55 | 76.37+053  36.96+0.43  48.39+0.22
7 | 25 150 3 55 | 77.65+2.86  37.01+0.72  47.66+0.78
8 2 150 3 5 | 73.65+544  3536+0.82  48.00+2.41
9 2 150 3 6 | 77.64+047  3579+0.88  46.09+1.49
10 | 25 150 3 55 | 81.10+1.31  38.85+1.00  47.90+0.67
11 | 25 200 3 6 | 7327+0.51  33.62+0.62  45.88+1.50
12 3 150 3 5 | 66.03+1.47  20.05+1.15  43.98+0.76
13 | 25 200 3 5 | 73.64+051  35.86+0.30  48.69+0.33
14 3 100 3 55 | 8350+1.05  37.14+1.04  44.48+1.52
15 3 200 3 55 | 76.80+1.37  3525+0.51  45.89+0.86
16 3 150 3 6 | 79.13+2.81  33.7242.35  42.61+2.46
17 2 100 3 55 | 7441+169  3353+0.72  45.06+0.34
18 2 200 3 55 | 70.40+2.00  34.67+1.67  49.24+1.10
19 | 25 100 3 6 | 7897+0.22  36.46+0.15  46.17+0.06
20 | 25 150 3 55 | 76.19+1.23  35.04+1.17  4598+1.12
21 | 25 100 3 5 | 80.53+0.75  39.23+1.28  48.71+1.32
22 | 25 150 5 6 | 8570+1.86  38.71+2.20  45.16+1.93
23 | 25 150 5 5 | 84.69+041  39.39+2.29  46.51+2.48
24 | 25 200 5 55 | 87.28+1.42  39.89+0.86  45.70+0.53
25 2 150 5 55 | 8549+0.19  39.85+2.84  46.61+0.92
26 | 25 100 5 55 | 90.08+1.04  38.67+0.75  42.92+0.33
27 3 150 5 55 | 78.98+0.48  3854+1.84  48.79+2.63
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Etanol iiretkenlik degerleri géz Oniine alindiginda ise %2, %2.5 ve %3’lik Ca-
aljinatta immobilize edilmis hiicrelerle gerceklestirilen fermantasyon denemeleri igin
tiretkenlik degerleri sirasiyla 1.97-3.37 g/L/sa, 1.82-3.41 g/L/sa ve 1.91-2.80 g/L/sa
arasinda degisim gdstermistir. Uretim oranlar1 goz Oniine alindiginda da Ca-aljinat
konsantrasyonunun istatistiksel olarak 6nemli oldugu (P<0.05) bulunmustur (Cizelge

4.2).

Roukas (1994a), keciboynuzu ekstraktinda yapmis oldugu calismada %2.5’luk
Ca-aljinatta 200 d/d’da gergeklestirdigi fermantasyon sonucunda etanol iiretimini 65
g/L, tiretim oranini 5.4 g/L/sa ve verim degerini de %34 olarak belirlemistir. Benzer bir
calismada %2 ve %2.5’luk Ca-aljinatta immobilize edilmis ve serbest S. cerevisiae ile
saf kimyasallarla etanol fermantasyonu denemeleri gerceklestirilmistir. Calisma
sonucunda %?2’lik aljinat konsantrasyonunun etanol iiretiminde, esnek yapiya sahip
olmasi ve diisiik yogunluktaki matriks nedeniyle daha fazla madde aligverisine izin

vermesi dolayisiyla, daha uygun oldugu belirtilmistir (Lee vd 2011).

Bir baska caligmada ise farkli konsantrasyonlardaki (%1, %2, %3 ve %6) Ca-
aljinatta immobilize edilmis S. cerevisiae hiicreleri ile kesikli fermantasyon denemeleri
yapilarak immobilize hiicrelerden en uygunu belirlenmeye calisilmistir. Calisma
sonucunda %?2’lik Ca-aljinatta immobilizasyonun esneklik, yeterli diizeyde sertlik ve
yeterli stabiliteye sahip oldugu belirtilmistir. Ayrica gerceklestirilen 27 saatlik
fermantasyon denemesi sonucunda sekerin %99.6’s1 kullanilitken etanol {iretim

miktarinin %12.5 (v/v) olarak gerc¢eklestigi bildirilmistir (Najafpour vd 2004).

Behera vd (2010), mahula ¢igeklerinde yapmis olduklar1 ¢aligmada serbest
hiicrelerle ve %2’lik Ca-aljinatta immobilize ettikleri S. cerevisiae ile fermantasyon
denemeleri gergeklestirmislerdir. Calisma sonucunda etanol miktari, verim, tiretkenlik
oranlar1 ve seker kullanim oranlarini serbest ve immobilize hiicreler i¢in sirasiyla 24.83
o/L, %44.5, 0.258 g/L/sa, %89.02 ve 25.75 g/L, %48.3, 0.268 g/L/sa, %96.75 olarak

belirlemiglerdir. Son olarak Razmovski ve Vucurovi¢ (2011), %2’lik Ca-aljinatta
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Cizelge 4.2. Etanol iiretiminde maksimum tiiketim oran1 ve iiretim orani
acisindan Cevap Yiizey Metodu Sonuglari

> 183 T Bz 25 s

S [E8~ € o 8 i I =8
s 5E€ E % B EEg =
E |o & 1z < E £ © E=D

X N E = § ) s S

1 3 150 1 5.5 4.71+1.41 1.91+0.17
2 2.5 150 1 6 3.66+0.52 1.82+0.26
3 2.5 150 1 5 4.71+1.29 2.03+0.11
4 2.5 200 1 5.5 5.41+0.29 2.60+0.28
5 2.5 100 1 5.5 4.54+1.30 2.10+0.54
6 2 150 1 5.5 4.11+1.54 2.16+0.55
7 2.5 150 3 5.5 5.75+0.81 2.65+0.43
8 2 150 3 5 5.80+0.38 2.70+0.18
9 2 150 3 6 5.54+0.25 2.61+0.30
10 2.5 150 3 5.5 5.84+0.40 2.79+0.12
11 2.5 200 3 6 5.42+0.82 2.99+0.57
12 3 150 3 5 4.97+1.00 1.96+0.16
13 2.5 200 3 5 5.26+0.53 2.63+0.42
14 3 100 3 5.5 5.07+0.11 2.26+0.39
15 3 200 3 5.5 6.91+0.81 2.39+0.62
16 3 150 3 6 5.81+1.53 2.57+0.79
17 2 100 3 5.5 5.61+1.30 1.97+0.33
18 2 200 3 5.5 5.68+0.17 3.37+1.02
19 2.5 100 3 6 6.13+1.79 2.73+0.34
20 2.5 150 3 5.5 5.08+1.46 2.45+0.53
21 2.5 100 3 S 5.14+1.26 2.59+0.19
22 2.5 150 5 6 6.34+1.05 3.02+0.26
23 2.5 150 5 5 5.88+0.38 3.11+0.14
24 2.5 200 5 5.5 6.74+0.48 3.41+0.24
25 2 150 5 5.5 6.34+0.75 3.17+0.18
26 2.5 100 5 5.5 5.39+0.30 2.76+0.16
27 3 150 5 5.5 4.67+0.62 2.80+0.18
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immobilize ettikleri S. cerevisiae hiicreleri ile gerceklestirdikleri denemeler sonucunda
etanol miktarini1 57.12 g/L, verim degerini %48 (g/g), iiretkenlik oranin1 2.38 g/L/sa ve

seker tiiketimini %91.82 olarak belirlemislerdir.

4.1.2. Kanistirma hizinin fermantasyon iizerine etkisi

Fermantasyon denemelerinde karistirmanin etkisinin belirlenmesi amaciyla Box-
Behnken cevap yilizey metodunda maksimum, minimum ve orta noktalar sirasiyla 200
d/d, 100 d/d ve 150 d/d olarak belirlenmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.1 ve
Cizelge 4.2 verilmistir.

Anaerobik bir caligmada karistirmanin  amaci fermantasyon ortaminda
homojenlik ve mikroorganizmalarin besin Ogelerine daha rahat ulasabilmesinin
saglanmasidir. Dolayisiyla karistirmanin belirli bir diizeye kadar artmasi ile verimin de
artmasi beklenmektedir. Ancak yapilan denemeler sonucunda 100 d/d, 150 d/d ve 200
d/d’da gergeklestirilen denemelerde maksimum verimler sirasiyla %48.71, %48.79 ve

%49.24 olarak gergeklesmis ve karistirnanin 6nemli olmadigr (P>0.05) saptanmigtir

(Cizelge 4.1).

Etanol iiretkenlik oranlar1 degerlendirildiginde 100 d/d, 150 d/d ve 200 d/d igin
maksimum etanol iiretkenlik degerleri sirasiyla 2.76 g/L/sa, 3.17 g/L/sa ve 3.41 g/L/sa
olarak gergeklesmistir (Cizelge 4.2). Karistirma seviyesi arttikga etanol tiretkenlik orani
(birim zaman basina iretilen etanol miktar1) artis gostermektedir. Bunun sonucunda
karistirmanin  istatistiksel olarak o6nemli oldugu (P<0.05) bulunmustur. Calisma
kapsaminda verimde karistirma Onemli ¢ikmazken iiretim oraninda karistirmanin
onemli ¢ikmasinin nedeni karistirma hiz1 arttikca homojenligin daha iyi saglanmasidir.
Ayrica homojen bir fermantasyon ortami saglanmasinin bir sonucu olarak iiretim
zamant da kisalmistir ve bu nedenle de iiretkenlik degerlerinde karistirma hizi

istatistiksel olarak onemli ¢ikmustir.

Roukas (1994a), statik ve 200 d/d’da ke¢iboynuzu ekstraktinda gergeklestirmis

oldugu bir caligmada, fermantasyonlarda calkalamanin {iretim hizinm1 arttirdigini
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belirtmistir. Oziyci vd (2011), kegiboynuzu ekstraktinda immobilize S. cerevisiae ile
erlenmayerlerde farkli karistirma hizlarinda yapmis olduklar1 denemeler sonucunda 150

d/d karistirma hizinin optimum oldugunu belirlemislerdir.

4.1.3. Immobilize edilen hiicre konsantrasyonunun fermantasyon iizerine etkisi

Fermantasyona yiiksek hiicre konsantrasyonu ile baslamanin fermantasyon
stiresini kisaltmasi ve yliksek hiicre gelisimi ile verimin ve etanol iiretkenlik oraninin
artmast hedeflenmektedir. Bu amagla Box-Behnken cevap yiizey metodu kullanilarak
kegiboynuzu  ekstraktindan  fermantasyon  yoluyla  etanol  {iretimlerinin
optimizasyonunda %1, %3 ve %S5 olmak iizere {i¢ farkli hiicre konsantrasyonunda

denemeler yapilmustir (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2).

%1°lik hiicre konsantrasyonunda gergeklestirilen fermantasyon denemeleri igin
etanol verimi degerleri %40.97-48.39 ve etanol liretim oranlart 1.82-2.60 g/L/sa
arasinda degisim gostermistir. %3’liikk immobilize edilmis hiicre konsantrasyonunda
gerceklestirilen fermantasyon denemeleri i¢in etanol verimi degerlerinin %42.61-49.24
ve etanol iiretim oranlarinin ise 1.96-3.37 g/L/sa arasinda oldugu belirlenmistir. %5’lik
hiicre konsantrasyonunun immobilizasyonu ile gercgeklestirilen fermantasyon
denemeleri i¢in ise etanol verimi degerleri %42.92-48.79 arasinda oldugu ve etanol
liretim oranlarinin 2.76-3.41 g/L/sa arasinda degisim gosterdigi belirlenmistir (Cizelge
4.1 ve Cizelge 4.2). Denemeler sonucunda immobilize edilen hiicre konsantrasyonunun

verim ve iretim orani i¢in istatistiksel olarak 6nemli oldugu (P<0.05) bulunmustur.

Uncu ve Cekmecelioglu (2011), mutfak atiklarinda immobilize olmayan
S. cerevisiae hiicreleri ile flasklarda gergeklestirmis olduklar1 ¢alismada inokiilasyon
oranmin belirli bir seviyeye kadar artisinin etanol iiretim miktarin1 da arttirdigini
belirlemiglerdir. Bir bagka ¢alismada ise serbest hiicrelerle %1, %3 ve %5 inokiilasyon
oranlarinda gergeklestirilen denemeler sonucunda inokiilasyon oraninin istatistiksel
olarak 6nemli oldugunu ve optimum degerin %3.3 oldugunu saptamislardir (Singh ve

Bishnoi 2013).
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Sorgum sap1 parcalarinda farkli oranlarda (0.5x10%, 1x10® ve 2x10° hiicre/ml)
immobilize edilen S. cerevisiae hiicreleri ile gergeklestirilen denemeler sonucunda hiicre
miktar arttik¢a etanol iliretim miktarinin da arttigin1 ancak 48 saat sonunda 1x10°® ve
2x10% hiicre/ml arasinda istatistiksel olarak fark bulunmadigr belirlenmistir

(Ariyajaroenwong vd 2012).

Kegiboynuzu ekstraktinda serbest hiicrelerle gergeklestirilmis bir ¢alismada ise,
%3 1inokiilasyon diizeyinin maksimum etanol verimi (%45.90) ve iiretim oranini
verdigini (5.91 g/L/sa) ancak seker tiikketim oraninin (7.10 g/L/sa) en yiiksek diizeyinin
%S5 inokiilasyon diizeyinde gergeklestigi belirlenmistir (Turhan vd 2010a).

4.1.4. pH’min fermantasyon iizerine etkisi

Box-Behnken cevap ylizey metodu kullanilarak keg¢iboynuzu ekstraktindan
fermantasyon yoluyla etanol iiretimlerinin optimizasyonunda ii¢ farkli pH degerinde

yapilan denemelere ait sonuglar Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2°de verilmistir.

Fermantasyon denemelerinde pH 5, pH 5.5 ve pH 6’da gergeklestirilen
denemelerde maksimum verim degerleri sirasiyla %48.71, %49.24 ve %46.17 olarak
belirlenmigtir (Cizelge 4.1). Maksimum etanol iiretim oranlar1 ise sirasiyla %3.11,
%3.41 ve %3.02 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2). En yiiksek verim ve iiretim orani
degerlerine pH 5.5’de ulasilmasina ragmen calismada se¢ilmis olan pH degerleri (5, 5.5

ve 6) arasinda istatistiksel olarak fark bulunamamaistir.

Roukas (1994a), kecgiboynuzu ekstraktini zenginlestirmeden %2.5’luk Ca-
aljinatta immobilize edilmis S. cerevisiae ile yapmis oldugu flask denemelerinde 3.5-6.5
pH araliginda mikroorganizmanin ¢alisabildigini ve optimum baslangi¢ pH degerinin
ise 5.5 oldugunu belirlemistir. Singh ve Bishnoi (2013), bugday samaninda serbest
hiicrelerle yapmis oldugu denemeler sonucunda optimum pH degerini 5.5 olarak
belirlemislerdir. Turhan vd (2010), serbest hiicrelerle keciboynuzu ekstraktinda yapmis

oldugu pH kontrollii ve kontrolsiiz denemeler sonucunda pH 5.5’de kontrollii olarak
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gerceklestirilen fermantasyon denemesinde verim ve iiretim oraninin daha yiiksek

oldugunu belirlemislerdir.

4.1.5. Etanol iiretimlerinin optimizasyonu

Bu c¢aligmada “Full Quadratic” Box-Behnken cevap yiizey metodu
kullanilmistir. Kullanilan modeldeki degiskenler Ca-aljinat konsantrasyonu (%),
karistirma (d/d), immobilize edilen hiicre miktar1 (%) ve pH olarak belirlenmistir.
Minitab programindaki Cevap Yiizey Metodu kullanilarak gelistirilen regresyon
esitlikleri etanol verimi (Cizelge 4.3) ve iretim orami (Cizelge 4.4) i¢in asagidaki

gibidir;

> Etanol verimi (%) = 47.18 — 1.39A + 0.82B + 0.72C — 0.70D — 0.56A% —
0.071B% — 1.47C? — 0.79D> — 0.69AB + 2.40AC + 0.135AD + 0.25BC —

0.068BD — 0.73CD + ¢ (Esitlik 1)

€. Hata
A: Ca-aljinat konsantrasyonu
B: Karigtirma

C: Immobilize edilen hiicre orani

D: pH
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Cizelge 4.3. Etanol verimleri i¢in tahmin edilen regresyon katsayilari

Terim Katsayilar ~ SH Kat. T P
Sabit 47.1787 1.0227  46.130 0.000*
Aljinat kons. (A) -1.3887 0.5114  -2.716 0.019*
Karigtirma (B) 0.8204 0.5114 1.604 0.135
Immobilize edilen hiicre miktar1 (C) 0.7169 0.5114 1.402 0.186
pH (D) -0.7022 0.5114  -1.373 0.195
A*A -0.5576 0.7670 -0.727 0.481
B*B -0.0709 0.7670  -0.092 0.928
C*C -1.4729 0.7670  -1.920 0.079
D*D -0.7888 0.7670  -1.028 0.324
A*B -0.6942 0.8857  -0.784 0.448
A*C 2.4005 0.8857 2.710 0.019*
A*D 0.1348 0.8857 0.152  0.882
B*C 0.2481 0.8857 0.280 0.784
B*D -0.0684 0.8857  -0.077 0.940
C*D -0.7279 0.8857  -0.822 0.427

SH kat.: Standart hata katsayilari, R”: 0.692, *P<0.05

Immobilize edilmis S. cerevisiae ile gerceklestirilen etanol fermantasyonlarinda
verime ait modelin R? degeri 0.692 olarak belirlenmistir. Bu sonuca gore verim i¢in elde
edilen model, fermantasyon sonuglarinin %69.2’sini tam temsil etmektedir (Cizelge
4.3). Bunun yani sira Cevap Yiizey Metodu tasarimi ve her bir terimin varyans analizi
ile incelenmis ve immobilize edilmis S. cerevisiae ile gergeklestirilen etanol
fermantasyonlarinin verim degerleri i¢in sonuglarin regresyon katsayilar1 ve varyans

analizi Cizelge 4.4 te verilmistir.
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Cizelge 4.4. Model denklemdeki verimin varyans analizi

Kaynak SD KT Diiz. KT  Diiz. KO F P
Regresyon 14 84.460 84.460 6.033 1.92 0.132
Lineer 4 43.302 43.302 10.825 3.45 0.043
Ikinci derece 4 13.724 13.724 3.431 1.09 0.403
Etkilesim 6 27.434 27.434 4.572 1.46 0.272
Artik hata 12 37.655 37.655 3.138

Uyum eksikligi 10 35.480 35.480 3.548 3.26 0.257
Saf hata 2 2.175 2.175 1.087

Toplam 26 122.115

SD: Serbestlik derecesi, KT: kareler toplami, Diiz. KT: Diizeltilmis kareler toplami,

Diiz. KO: Diizeltilmis kareler ortalamasi

Cizelge 4.4 incelendiginde uyum eksikligi degeri (lack of fit) verim i¢in 0.257
olarak bulunmus ve giivenlik derecesi olan 0.05 degerinden biiyiik oldugu i¢in modelin

uyum eksikligi onemsiz (P>0.05) ¢ikmustir.

» Uretim orani (g/L/sa) = 2.63 — 0.175A + 0.25B + 0.471C + 0.060D — 0.149A% +
0.093B% — 0.024C% — 0.039D? — 0.32AB — 0.029AC + 0.18AD + 0.039BC +

0.056BD + 0.029CD + ¢ (Esitlik 2)

€. Hata
A: Ca-aljinat konsantrasyonu
B: Karistirma

C: Immobilize edilen hiicre orani

D: pH
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Cizelge 4.5. Etanol {iretim oranlart i¢in tahmin edilen regresyon katsayilari

Terim Katsayilar ~ SH Kat. T P
Sabit 2.62874  0.11994 21918 0.000*
Aljinat kons. (A) -0.17533  0.05997 -2.924 0.013*
Karigtirma (B) 0.24928 0.05997  4.157 0.001*
Immobilize edilen hiicre miktar1 (C) 0.47066  0.05997  7.849 0.000*
pH (D) 0.06015  0.05997 1.003 0.336
A*A -0.14854  0.08995 -1.651 0.125
B*B 0.09318 0.08995 1.036 0.321
C*C -0.02422  0.08995 -0.269 0.792
D*D -0.03898  0.08995 -0.433 0.672
A*B -0.31703  0.10387 -3.052 0.010*
A*C -0.02936  0.10387 -0.283 0.782
A*D 0.17863  0.10387 1.720 0.111
B*C 0.03855  0.10387 0.371 0.717
B*D 0.05638  0.10387 0.543 0.597
C*D 0.02932  0.10387 0.282 0.783

SH kat.: Standart hata katsayilari; RZ: 0.899, *P<0.05

Immobilize edilmis S. cerevisiae ile gerceklestirilen etanol fermantasyonlarinda
{iretim oranmna ait modelin R? degeri 0.899 olarak belirlenmistir. Bu sonuca gore iiretim
orant i¢in elde edilen model, fermantasyon sonuglarinin %89.9’unu tam olarak temsil
etmektedir (Cizelge 4.5). Bunun yani sira Cevap Yiizey Metodu tasarimi ve her bir
terimin varyans analizi ile incelenmis ve immobilize edilmis S. cerevisiae ile
gerceklestirilen etanol fermantasyonlarinin iiretim oranlar1 i¢in sonuglarin regresyon

katsayilar1 ve varyans analizi Cizelge 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.6. Model denklemdeki iiretim oraninin varyans analizi

Kaynak SD KT Diiz. KT  Diiz. KO F P
Regresyon 14 4.61556 461556  0.32968 7.64 0.001
Lineer 4 3.81627 3.81627  0.95407 22.11 0.000
Ikinci derece 4 0.24408 0.24408  0.06102 1.41 0.288
Etkilesim 6 0.55522 0.55522  0.09254 2.14 0.123
Artik hata 12 0.51786 0.51786  0.04315

Uyum eksikligi 10 0.45730 0.45730  0.04573 151 0.463
Saf hata 2 0.06055 0.06055  0.03028

Toplam 26 5.13342

SD: Serbestlik derecesi, KT: kareler toplami, Diiz. KT: Diizeltilmis kareler toplamu,

Diiz. KO: Diizeltilmis kareler ortalamasi

Cizelge 4.6 incelendiginde iiretim orani i¢in uyum eksikligi degeri (lack of fit)

0.463 olarak bulunmustur. Uyum eksikligi degeri giivenlik derecesi olan 0.05

degerinden biiyiik oldugu i¢in modelin uyum eksikligi 6nemsiz ¢ikmuistir.

Kec¢iboynuzu ekstraktinda gerceklestirilen fermantasyon denemeleri sonucu

cevap ylizey metodu kullanilarak optimize edilen ¢alismada etanol verimi i¢in regresyon

analizi sonucunda elde edilen ikinci dereceden polinomiyal model, kodlanmig

degiskenler cinsinden Esitlik 1’de verilmistir. Esitlik 1’den elde edilen degerler ile

deneysel degerler arasindaki iliski Sekil 4.1’de gosterilmis ve model tahminlerinin

deneysel verilerle uyumlu oldugu saptanmustir.
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Sekil 4.1. Immobilize edilmis Saccharomyces cerevisiae ile gerceklestirilen
fermantasyon denemeleri sonucuna karsilik beklenen etanol verim

degerleri

Etanol iiretim orani i¢in elde edilen ikinci dereceden polinomiyal model ise,
kodlanmis degiskenler cinsinden sirasiyla Esitlik 2’de verilmistir. Esitlik 2’den elde
edilen degerler ile deneysel degerler arasindaki iligski Sekil 4.2°de gosterilmis ve model

tahminlerinin deneysel verilerle uyumlu oldugu saptanmustir.
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Sekil 4.2. Immobilize edilmis Saccharomyces cerevisiae ile gerceklestirilen
fermantasyon denemeleri sonucuna karsilik beklenen {iretim orani

degerleri
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Ca-aljinat konsantrasyonu, karigtirma, immobilize edilen hiicre miktar1 ve pH
gibi islem degiskenlerinin fermantasyon yoluyla etanol verimi ve iiretim orani iizerine
etkilerinin gorsel olarak daha kolay belirlenebilmesi i¢in, elde edilen modeller
kullanilarak cevap yiizey grafikleri olusturulmustur. Bu grafikler, islem
degiskenlerinden herhangi birinin deneysel ¢izimin merkez noktasinda (0) sabit tutulup,

diger iki degiskenin sonsuz sayidaki kombinasyonlarini vermektedir.

Merkez noktasindaki Ca-aljinat konsantrasyonu (%), karistirma (d/d),
immobilize edilen hiicre miktar1 (%) ve pH’nin fonksiyonu olarak S. cerevisiae ile
tiretilen etanoliin verim degerleri (%) igin cevap yiizey grafikleri Sekil 4.3-4.8 arasinda
gosterilmistir. Tiim cevap yiizey grafikleri incelendiginde verim agisindan en onemli
parametrelerin Ca-aljinat konsantrasyonu ve immobilize edilen hiicre konsantrasyonu

(P<0.05) oldugu belirlenmistir.

Merkez noktasinda sabit hiicre konsantrasyonu ve pH degerleri igin Ca-aljinat
konsantrasyonunun ve karigtirma hizinin etkisi incelendiginde (Sekil 4.3), Ca-aljinat
konsantrasyonu azaldik¢a ve karigtirma hizi arttikga verimin arttigi belirlenmistir.
Yiiksek karistirma hizinin verimi arttirmasinin  sebebi immobilize boncuklari

parcalamasi ve boncuklarin yiizey alaninin artmasi olarak yorumlanmustir.

Verim

10000 200 A: Ca-Aljinat kons.

Sekil 4.3. Saccharomyces cerevisiae ile iiretilen etanoliin verim degerine karsilik Ca-
aljinat konsantrasyonu ve karistirma hizinin iligkisini veren cevap yiizey
grafigi
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Ca-aljinat kosantrasyonu ve hiicre konsantrasyonunun etkisi incelendiginde

(Sekil 4.4), Ca-aljinat konsantrasyonu azaldik¢a ve hiicre konsantrasyonu arttik¢a

verimin de arttig1 belirlenmistir.

wid e A

C: immobilize edilen hiicre mik., oo

240
220
A: Ca-Aljinat kons.

100 200

Sekil 4.4. Saccharomyces cerevisiae ile tiretilen etanoliin verim degerine karsilik Ca-

aljinat konsantrasyonu ve immobilize edilen hiicre miktarinin iligkisini veren

cevap yiizey grafigi

Farkli pH degerlerinde Ca-aljinat konsantrasyonlarinin etkileri incelendiginde

ise bu iki unsurun kombinasyonunun verim {izerine belirgin bir etkisinin olmadig:

belirlenmistir (Sekil 4.5).

wile A

o
3
©

A: Ca-Aljinat kons.

500 200

Sekil 4.5. Saccharomyces cerevisiae ile tretilen etanoliin verim degerine karsilik Ca-

aljinat konsantrasyonu ve pH’nin iligkisini veren cevap ylizey grafigi
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Farkli karistirma hizlarina karsilik farkli pH degerlerinde gerceklestirilen
denemelere ait verim degerleri grafik edildiginde (Sekil 4.6), pH’nin verim iizerine
belirgin bir etkisinin olmadig1 ve karistirma hizinin artmasi ile de verimde 6nemsiz bir

artis oldugu belirlenmistir.

Verim

500 100.00 B: Karistirma hizi

Sekil 4.6. Saccharomyces cerevisiae ile iiretilen etanoliin verim degerine karsilik

karistirma hiz1 ve pH nin iligkisini veren cevap yiizey grafigi

Sabit Ca-aljinat konsantrasyonu ve pH degerinde karistirmanin ve hiicre
konsantrasyonunun etkisi incelendiginde (Sekil 4.7), hiicre konsantrasyonu arttik¢a
veriminde arttig1 buna karsin karistirma hizimin verime herhangi bir etkisinin

bulunmadig: belirlenmistir.
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karigtirma hiz1 ve immobilize edilen hiicre miktariin iligkisini veren cevap

yiizey grafigi
Son olarak da hiicre konsantrasyonunun ve pH’nin verim {izerine etkisi

Sekil 4.7. Saccharomyces cerevisiae ile firetilen etanoliin verim degerine karsilik
incelendiginde (Sekil 4.8) hiicre konsantrasyonu arttik¢a verimin de arttig1 buna karsin

pH’nin verime herhangi bir etkisinin bulunmadigi belirlenmistir.

C: Immobilize edilen hiicre mik.

500 1.00

Sekil 4.8. Saccharomyces cerevisiae ile iiretilen etanoliin verim degerine karsilik

immobilize edilen hiicre miktar1 ve pH’nin iligkisini veren cevap yiizey

grafigi

Tim cevap yiizey grafikleri bir biitin olarak ele alindiginda Ca-aljinat

konsantrasyonunun ve hiicre konsantrasyonunun verim degerine O6nemli diizeyde
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etkisinin oldugu goriilmektedir. Cizelge 4.3’de incelendiginde, varyans analizi sonuglari
Ca-aljinat konsantrasyonu ve immobilize edilen hiicre miktarinin verim iizerine énemli
bir etkisinin (P<0.05) oldugunu goéstermektedir. Bu durum verim degerleri igin

cizdirilen kontur plot grafiklerinden elde edilen sonuglari da dogrular niteliktedir.

Merkez noktasindaki Ca-aljinat konsantrasyonu (%), karistirma (d/d),
immobilize edilen hiicre miktar1 (%) ve pH’nin fonksiyonu olarak S. cerevisiae ile
tiretilen etanoliin tiretim orani degerleri (g/L/sa) i¢in cevap ylizey grafikleri Sekil 4.9-
4.14’de gosterilmistir. Tim cevap ylizey grafikleri incelendiginde, Ca-aljinat
konsantrasyonu, karigtirma ve immobilize edilen hiicre konsantrasyonunun istatistiksel

olarak dnemli (P<0.05) oldugu belirlenmistir.

Merkez noktasinda sabit hiicre konsantrasyonu ve pH degerleri i¢in Ca-aljinat
konsantrasyonunun ve karistirma hizinin etkisi incelendiginde (Sekil 4.9), Ca-aljinat
konsantrasyonu azaldik¢a ve karistirma hizi arttikca etanol {iretim oraninin da arttigi

belirlenmistir.

Uretim orani

200.00

B: Karistirma hizi 125.00 240

100.00 ~2.00 A: Ca-Aljinat kons.

Sekil 4.9. Saccharomyces cerevisiae ile iiretilen etanoliin tiretim oran1 degerine karsilik
Ca-aljinat konsantrasyonu ve karistirma hizinin iligkisini veren cevap yiizey

grafigi

Orta noktada Ca-aljinat konsantrasyonu ve hiicre konsantrasyonunun verim

lizerine etkisine ait grafik Sekil 4.10’da verilmistir. Buradan Ca-aljinat konsantrasyonu
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azaldikca ve hiicre konsantrasyonu arttikga etanol iiretim oraninin da arttig

goriilmektedir.

UOretim orani

C: Immobilize edilen hiicre mik_

1.00 7 2.00 ) A: Ca-Aljinat kons.
Sekil 4.10. Saccharomyces cerevisiae ile iiretilen etanoliin iiretim oran1 degerine karsilik
Ca-aljinat konsantrasyonu ve immobilize edilen hiicre miktarinin iliskisini

veren cevap yiizey grafigi

Verim degerlerinde oldugu gibi etanol fiiretim oranlari iginde Ca-aljinat
konsantrasyonu ve pH’nin etkilerini veren grafik (Sekil 4.11) incelendiginde, Ca-aljinat
konsantrasyonunun ve pH’nin etanol iiretim orani iizerine belirgin bir etkisinin olmadigi

belirlenmistir.

Uretim orani

500200 7 A: Ca-Aljinat kons.

Sekil 4.11. Saccharomyces cerevisiae ile iiretilen etanoliin iiretim oran1 degerine karsilik

Ca-aljinat konsantrasyonu ve pH’nin iligkisini veren cevap yiizey grafigi
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Sabit Ca-aljinat ve hiicre konsantrasyonunda karigtirmanin ve pH’nin etkisi
incelendiginde ise (Sekil 4.12), pH’nin etanol iiretim orani iizerine belirgin bir etkisi
olmamasina karsin karistirma hizinin artmasi ile de etanol iiretim oranmnin arttigi

belirlenmistir.

Uretim orani

500 10000 B: Karistirma hizi

Sekil 4.12. Saccharomyces cerevisiae ile iiretilen etanoliin iiretim oran1 degerine karsilik

karistirma hiz1 ve pH nin iligkisini veren cevap yiizey grafigi

Karistirmanin ve hiicre konsantrasyonunun etanol iiretim orani iizerine etkisini
veren grafik (Sekil 4.13) incelendiginde ise, hiicre konsantrasyonu arttik¢a etanol tiretim
oraninin da arttig1 buna karsin karistirma hizinin etanol iiretim oranina herhangi bir

etkisinin bulunmadig: belirlenmistir.

Uretim orani

C: immobilize edilen hucre mik., 5

1.00 " 10000 B: Karigtirma hizi

Sekil 4.13. Saccharomyces cerevisiae ile iiretilen etanoliin iiretim oran1 degerine karsilik

karistirma hiz1 ve immobilize edilen hiicre miktarinin iligkisini veren cevap
yiizey grafigi
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Son olarak hiicre konsantrasyonunun ve pH’nin etkisi incelendiginde (Sekil
4.14) hiicre konsantrasyonu arttik¢a etanol iiretim oraninin da arttig1 buna karsin pH’nin

etanol iiretim oranina herhangi bir etkisinin bulunmadigi belirlenmistir.

Uretim orani

500100 C: iImmobilize edilen hiicre mik.

Sekil 4.14. Saccharomyces cerevisiae ile iiretilen etanoliin iiretim oran1 degerine karsilik
pH ve immobilize edilen hiicre miktarinin iligkisini veren cevap yiizey

grafigi

Tim cevap yiizey grafikleri bir biitiin olarak ele alindiginda Ca-aljinat
konsantrasyonu, karigtirma ve hiicre konsantrasyonunun etanol iiretim oranina etkisinin
onemli oldugu goriilmektedir. Cizelge 4.4 varyans analizi sonuglarmin Ca-aljinat
konsantrasyonu, karistirma ve immobilize edilen hiicre miktarinin etanol {iretim oranina

etkisinin istatistiksel olarak 6nemli (P<0.05) oldugunu gostermektedir.

4.1.6. Etanol verimi ve iiretim orani i¢cin optimum sartlarin belirlenmesi

Cevap ylizey metodu kullanilarak optimum sartlarin belirlenmesinde etanol
verim (%) ve tretim orani degerleri (g/L/sa) kullanilmistir. Bu amagla modelin
belirledigi sartlarda gerceklestirilmis fermantasyonlar sonucunda elde edilen degerler
Cevap Yiizey Optimizasyon uygulamasi (Response Surface Optimizer) kullanilarak

optimize edilmistir.
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Fermantasyon denemeleri sonucu elde edilen veriler kullanilarak hesaplanan
verim (%) ve iiretim orani (g/L/sa) kinetik parametrelerinin en diisiik ve en yiiksek
degerleri Minitab 15.1.1.0 istatistik programinda cevap yiizey optimizasyonu kismina
yazilarak etanol iiretim sartlar1 optimize edilmistir. Elde edilen sonuglara gore model
birbirine yakin birkag optimum {iiretim sart1 belirlemistir. Belirlenen sartlardan %2 Ca-
aljinat konsantrasyonu, 150 d/d karistirma hizi, %5 immobilize edilen hiicre miktar1 ve
pH 5.5 degerleri optimum sartlar olarak secilmistir. Optimum sartlarda
gerceklestirilecek fermantasyonda beklenen verim ve etanol iiretim orami degerleri
sirastyla sirasiyla %44.86 ve 3.13 g/L/sa olarak belirlenmistir. Gergeklestirilmig
fermantasyonlar incelendiginde verim ve liretim orani daha yiiksek degerler elde edilmis
olmasina ragmen optimum sartlarin daha diisiik degerler hedeflenerek secilmis
olmasinin temel nedeni bu sartlarda gergeklestirilecek olan fermantasyonlarda
maksimum degerlere en fazla 24 saat sonra ulasilmasidir. Ciinkli giiniimiizde
gerceklestirilen tiim fermantasyon ¢alismalarinda amag¢ maksimum {iretim miktarlarinin
elde edilmesinin yani sira maliyetlerin de minimuma indirilmesinin saglanmasidir.
Ayrica Ca-aljinat konsantrasyonunda %2 degerinin secilmesi diisiik Ca-aljinat
konsantrasyonunda substrat ve iirlin gecisinin daha kolay ve hizli ger¢eklesebilmesidir.
Karigtirma hiz1 olarak 150 d/d’nin se¢ilme nedeni ise, 100 d/d karistirma hizinin etanol
tiretkenlik oranlart bakimindan yeterli olmayisi, 200 d/d karistirma hizinin verim ve
etanol iiretkenlik oranlar1 bakimindan yeterli olmasma kargin immobilize boncuklari
pargalamas1 ve yeniden kullamlabilirligini kisitlamasidir. immobilize edilen hiicre
miktariin %35 sec¢ilmesi ise yiiksek hiicre konsantrasyonunda fermantasyon siiresinin
kisalmasi (24 saatin altina inmesi ve hatta 14 saatte maksimum etanol miktarina ve
verimine ulasilmasi) ve en yiiksek verimin bu konsantrasyonda elde edilmis olmasidir.
pH degeri ise en yiiksek verim ve etanol liretim oraninin elde edildigi deger olan ortanca

deger olarak alinmistir.

4.1.7. Optimize edilen modelin dogrulama denemeleri

Cevap Yiizey Metodu kullanilarak immobilize S. cerevisiae ile keg¢iboynuzu
ekstraktindan etanol {iretim sartlarinin optimizasyonunda %2 Ca-aljinat konsantrasyonu,

150 d/d karigtirma hizi, %5 immobilize edilen hiicre miktar1 ve pH 5.5 optimum sartlar
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olarak belirlenmigtir. Optimum sartlarda gergeklestirilen paralelli fermantasyon
denemelerinde fermantasyon siiresi boyunca seker, etanol ve biyokiitle miktarindaki

degisimler Cizelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7. Kegiboynuzu ekstraktinda optimum sartlarda gergeklestirilen etanol

fermantasyonu

Seker miktar1 Etanol miktar1 Fermantasyon sivisindaki

Siire (saat) (g/L) (g/L) biyokiitle gelisimi (g/L)
B 94.43%+0.39 0.129+0.12 0.00°+0.00
0 95.49%+2.66 0.30%40.21 0.00°+0.00
2 92.69°+1.08 1.75%0.23 0.09°+0.08
4 87.29%+0.77 4.66°+0.02 0.33°+0.31
8 66.71°+3.17 16.74°£0.73 0.73°+0.59
11 44.03°+8.47 27.85°+2.15 1.45°+0.89
14 23.06%+8.86 36.10%+0.50 3.55%+0.21
24 9.06°+0.16 39.60%+3.60 4.87%+0.98
30 8.91°+0.23 40.40%+3.00 5.13%+0.94

Ayni stitunda farkl harfleri tagityan degerler arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05)

Optimum sartlarda gergeklestirilen fermantasyon denemelerinin  Kinetik
parametreleri Cizelge 4.8°de verilmistir. Kinetik parametrelerden verim ve iiretim orani
degerleri sirasiyla %46.32 ve 3.19 g/L/sa olarak belirlenmistir. Optimum sartlar
modelden elde edilen denkleme konuldugunda beklenen degerler verim ve iiretim
oranlart igin sirasiyla %44.86 ve 3.13 g/L/sa olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglar
model kapsaminda belirlenecek olan etanol verim ve iretim oram1 degerlerine

ulagilabildigini ve iizerine ¢ikilabildigini dogrulamistir.
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Cizelge 4.8. Optimum sartlarda Saccharomyces cerevisiae ile gergeklestirilen

fermantasyon denemesine ait kinetik parametreler

Kinetik parametreler Etanol fermantasyonu
Seker tiiketimi (g/L) 86.57
Etanol tiretimi (g/L) 40.10
Verim (%) 46.32
Maks. tiik. mik. orani (-ds/dt)max (g/L/sa) 6.49
Maks. tiretim mik. orani (-ds/dt)max (g/L/sa) 3.19
Seker kullanim oran1 (%) 90.66

Model tarafindan belirlenen optimum kosullarda gergeklestirilen etanol
tretimlerinde sekerin %90’indan fazlasi immobilize edilmis S. cerevisiae hiicreleri
tarafindan tiiketilmistir (Cizelge 4.7). Ayrica fermantasyon siiresi boyunca indirgen

seker, etanol ve biyokiitle miktarindaki degisimler Sekil 4.15’de goriilmektedir.
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—=—indirgen seker (g/L) Etanol (g/L) —e—Biyokutle(g/L)

Sekil 4.15. Immobilize edilmis Saccharomyces cerevisiae tarafindan optimum
kosullarda gergeklestirilen fermantasyona ait seker tiiketimi ve etanol

tiretim grafigi
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4.1.8. Optimize edilen modelin ¢evrim sayisinin belirlenmesi

Immobilize edilen enzim veya hiicrenin  tekrar  kullanilabilirligi
immobilizasyonun temel amaglarindadir. Bu nedenle g¢alisma kapsaminda optimum
sartlarin  belirlenmesinden sonra ¢evrim sayisinin belirlenmesi i¢in denemeler
yaptlmistir. Bu amagla oncelikle reaktorden immobilize hiicre ¢ikiginin Onlenmesi
saglanmistir. Ardindan inokiile edilen immobilize hiicrelerle baglatilan fermantasyon
prosesi optimum sartlarda 24 saat boyunca siirdiriilmiistir. Burada fermantasyon
sliresinin 24 saat seg¢ilmesinin nedeni optimum sartlarin  dogrulanmasinda
gerceklestirilen etanol denemelerine ait sonuglar incelendiginde maksimum etanol
verim ve iretim orani degerlerine 24 saatte ulasiliyor olmasidir. 24. saat sonunda
reaktoriin igerisindeki kullanilmis besiyeri steril kosullarda alinarak yerine taze sterilize
edilmis besiyeri ilave edilmis ve 24 saat daha fermantasyona birakilmistir. Bu islem bes
defa tekrarlanmis ve seker tiiketimi, etanol tiretimi, verim ve kullanilan seker oranlari

10. ve 24. saatlere gore ayr1 ayr1 incelenmistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Optimum sartlarda gerceklestirilen ¢evrimlerin kinetik parametreleri

1. 2. 3. 4, S.
Siire (sa) Cevrim Cevrim Cevrim Cevrim c¢evrim

10 50.33 81.91 79.35 79.36 63.34

Seker Tiiketimi (g/L)
24 90.25 88.63 88.56 87.87 89.85
10 19.66 31.54 25.80 33.28 29.78

Etanol Uretimi (g/L)
24 41.63 36.85 37.10 35.18 36.11
10 39.05 38.51 32.51 33.28 29.78

Verim (%)

24 46.13 41.58 41.89 40.03 40.19
Seker Kullanim Orani 10 50.33 81.91 79.35 79.36 63.33
(%) 24 90.25 88.63 88.56 87.87 89.85

Cizelge 4.9 incelendiginde birinci ¢evrimde optimum sartlarda gergeklestirilen

kesikli calisma ile ayni diizeyde bir verimin elde edildigi goriilmektedir. Birinci
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cevrimde maksimum etanol miktart ve verim degerleri incelendiginde immobilize
hiicrelerin ortama adaptasyon siirecinden Otiirli fermantasyonun 24. saatte maksimum
diizeye ulastign goriilmektedir. ikinci ¢evrim incelendiginde ¢alismanin 10. saatinde
hemen hemen fermantasyonun maksimum diizeylere yaklastigi ve %81.91°lik bir seker
kullanim oranmin gerceklestigi goriilmektedir. Ugiincii ¢cevrimden sonra fermantasyon
siiresi yine 24 saat diizeylerine gerilemektedir. Bunun yami sira seker kullanim
miktarlar1 ayn1 diizeylerde seyretmesine ragmen etanol liretim miktarlarinda meydana
gelen azalimdan Otiirii verim degerleri diismektedir. Sonug¢ olarak en diisiik verim
degerleri son iki ¢evrimde elde edilmis olup son ¢evrimde 10. saatte sekerin yalnizca
%63.33’lik kisminin kullanilabildigi tespit edilmistir. Tim c¢evrimler gbz Oniine
alindiginda maksimum etanol verim degerine birinci ¢evrimde ulasilmis olup bundan
sonraki c¢evrimlerde verim degerlerinde diislis belirlenmistir. Ayrica seker kullanim
oranlarina bakildiginda ise hemen hemen tiim ¢evrimlerde esit diizeyde seker kullanim

oranlar gergeklestigi gozlenmistir (Sekil 4.16).
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0,00 ' ' : :
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Sekil 4.16. Cevrim boyunca seker tiiketimi

Etanol iiretim miktarlarina bakildiginda ise en yiiksek etanol iiretim miktarinin
ilk ¢cevrimde gergeklestigi ve bundan sonraki ¢evrimlerde iiretim miktarinin azaldigi ve

son ¢evrimde 36 g/L seviyelerinde kaldig1 belirlenmistir (Sekil 4.17)
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Sekil 4.17. Cevrim boyunca etanol iiretimi

Cevrim siiresince etanol {iretim miktarina karsilik seker tiiketimi oranlandiginda
elde edilen verim degerleri incelendiginde ise yine en yiiksek verim degerinin birinci
cevrimde elde edildigi ve bundan sonraki c¢aligmalarda verim degerinin diistiigli ve

besinci ¢evrimde %40 diizeylerinde gerceklestigi hesaplanmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Cevrim boyunca verim degerleri
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4.1.9. Zenginlestirilmemis keciboynuzu ekstrakti ile pH kontrollii ve kontrolsiiz

etanol iiretimleri

Keg¢iboynuzu meyvesi besin maddeleri bakimindan zengin bir kaynak
oldugundan ¢aligma kapsaminda meyveden elde edilen ekstrakta herhangi bir mineral
madde ve azot kaynagi eklenmeksizin etanol iiretiminde kullanilabilirligi arastirilmistir.
Bu amagla optimum sartlarda pH kontrollii ve kontrolsliz fermantasyonlar
gerceklestirilmistir. Fermantasyonlar siiresince seker tiiketimi, etanol iiretimi ve

fermantasyon ortamindaki biyokiitle gelisimi takip edilmistir.

pH kontrollii fermantasyon siiresince gergeklesen seker tiiketimi, etanol tiretimi

ve biyokiitle gelisimi Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10. Zenginlestirilmemis keciboynuzu ekstraktinda optimum sartlarda

gerceklestirilen pH kontrollii etanol fermantasyonu
Seker miktari Etanol miktar1 Fermantasyon s1visindaki

Siire (saat) (g/L) (g/L) biyokiitle gelisimi (g/L)
B 115.45°+0.22 0.00%£0.00 0.00%+0.00
0 113.09%40.22 0.00%£0.00 0.00%+0.00
2 108.87%£0.59 0.49%+0.04 0.12%+0.10
4 100.55°+2.11 5.60"+0.14 0.41+0.01
8 85.06°+2.59 11.36%1.02 0.72°+0.06
11 73.05%+6.84 25.06%+0.24 0.87°+0.02
14 68.50%+1.33 30.31°+0.37 1.90°+0.02
24 16.96°+0.89 46.18%+0.56 3.76+0.04
30 12.88%£0.00 47.15%+0.05 4.07°+0.01
36 11.99°+0.37 47.11%+0.05 4.15%+0.02
48 11.07%+0.07 45.46°+0.25 4.16%£0.05

Ayni siitunda farkli harfleri tasiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05)

pH kontrollii fermantasyon denemeleri igin kinetik parametrelerden seker
tiikketimi, etanol iiretimi, verim, maksimum seker tiilketim oran1 ve maksimum etanol

tiretim orani sirasiyla 104.39 g/L, 47.15 g/L, %45.17, 4.13 g/L/sa ve 2.63 g/L/sa olarak
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belirlenmistir. Sekil 4.19°da da goriildiigii gibi maksimum etanol miktarima 30. saatte

ulasilmis ve fermantasyonun devaminda etanol miktarinda bir diigiis gozlenmistir.
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Sekil 4.19. Zenginlestirilmemis kegiboynuzu ekstraktinda pH kontrollii etanol

fermantasyonu

pH kontrolsiiz denemelerde gergeklesen seker tiiketimi, etanol tretimi ve
biyokiitle gelisimi ise Cizelge 4.11°de verilmistir. pH kontrolsiiz gergeklestirilen
denemelerde baglangic pH degeri 4.95 iken fermantasyon siliresince gerceklesen

degisimlerin ardindan 48. saat sonunda pH degeri en alt seviyeye (pH 4.50) ulagmustir.
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Cizelge 4.11. Zenginlestirilmemis keciboynuzu ekstraktinda optimum sartlarda
gerceklestirilen pH kontrolsiiz etanol fermantasyonu

Seker miktar1 Etanol miktar1 Fermantasyon sivisindaki

Siire (saat) (g/L) (g/L) biyokiitle gelisimi (g/L)
B 118.04%+0.37 0.00%£0.00 0.00%+0.00
0 118.73%*+0.61 0.00°+0.00 0.00%+0.00
2 114.59°°+1.87 0.08%+0.01 0.09°+0.02
4 111.68%£0.37 1.27%+0.47 0.04°+0.00
8 93.57°+1.85 7.31°+1.07 0.23%£0.06
11 73.63°+1.21 16.76°+1.12 0.36%+0.04
14 67.50'+2.85 26.79°+0.97 0.85°+0.02
24 14.43%£0.09 39.84%+1.93 2.63°+0.01
30 13.219+0.27 40.48°+0.98 2.96°+0.24
36 13.10%:0.31 40.64%+0.92 3.02°+0.01
48 12.92%+0.44 39.01%+1.45 3.49%+0.38

Ayni stitunda farkl harfleri tagityan degerler arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05)

pH kontrolsiiz denemelerde seker tiiketimi, etanol {iretimi, verim, maksimum
tiketim orani ve maksimum etanol iiretim orami sirasiyla 105.81 g/L, 40.64 g/L,
%38.41, 4.83 g/L/sa ve 2.57 g/L/sa olarak belirlenmistir. Maksimum etanol tretim
miktarina ise fermantasyonun 36. saatinde ulasilmistir. Ayrica pH kontrolsiiz

denemelerde biyokiitle gelisimi daha diisiik diizeylerde kalmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Zenginlestirilmemis ke¢iboynuzu ekstraktinda pH kontrolsiiz etanol

fermantasyonu

Zenginlestirilmemis keciboynuzu ekstraktinda gerceklestirilen pH kontrollii ve
kontrolsiiz denemeler kiyaslandiginda pH kontroliinlin etanol {iretim miktarin1 ve
dolayisiyla da verimi ve etanol liretim oranimi arttirdigi tespit edilmistir. Ayrica pH
kontrollii denemelerde fermantasyon sivisinda daha yiiksek miktarlarda biyokiitle
gelisiminin gergeklestigi ve seker kullanim oranlari kiyaslandiginda da pH kontrollii
fermantasyonda sekerin %90.42°si basarili bir sekilde kullanilmisken pH kontrolsiiz
denemede bu degerin %89.12°de kaldig1 belirlenmistir.
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5. SONUC

Bu tez calismasinda immobilize edilmis Saccharomyces cerevisiae hiicreleri
kullanilarak kegiboynuzu ekstraktinda gerceklestirilen etanol {iretimleri iizerine Ca-
aljinat konsantrasyonu, karistirma hizi, immobilize edilen hiicre miktar1 ve pH’nin etkisi
arastirtlmis ve etanol iiretiminin Box-Behnken cevap yiizey metodu ile optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Fermantasyon sonuglari analiz edilerek hesaplanan regresyon
katsayilar1 incelendiginde verim degerleri i¢in Ca-aljinat konsantrasyonu ve immobilize
edilen hiicre miktarinin, iiretim orani degerleri goz Oniine alindiginda ise Ca-aljinat
konsantrasyonu, karigtirma hizt ve immobilize edilen hiicre miktarinin istatistiksel

olarak (P<0.05) 6nemli oldugu tespit edilmistir.

Elde edilen sonuglar verim ve iiretim oran1 degerleri géz oniline alinarak Minitab
programinda optimize edilmeye ¢alisilmistir. Buna gore; %2 Ca-aljinat konsantrasyonu,
150 d/d karigtirma hizi, %5 immobilize edilen hiicre miktar1 ve pH 5.5 degerleri
keciboynuzu ekstraktinda immobilize hiicrelerle etanol fermantasyonunda en iyi sartlar

olarak belirlenmistir.

95 g/L baslangi¢ seker iceriginde optimum sartlarda gerceklestirilen dogrulama
denemeleri sonucunda sekerin %90.66’sinin kullanildig1 ve 40.10 g/L diizeyinde etanol
tretiminin  gergeklestigi belirlenmistir. Etanol verim degerinin %46.32 olarak
belirlenmesinin yami sira seker kullanim orami ve etanol {iretim orani sirasiyla 6.49

g/L/sa ve 3.19 g/L/sa olarak tespit edilmistir.

Immobilize hiicrelerin kullanilabilirlik siiresinin (¢evrim Sayisinin) belirlenmesi
icin de denemeler yapilmistir. Bu amagla optimum kosullarda 24 saat (optimum
sartlarda gerceklestirilen kesikli calismada maksimum etanol miktarina 24 saatte
ulasildigindan) ara ile kullanilmig fermente siv1 yerine taze sivi ilave edilecek sekilde 5
cevrim boyunca immobilize hiicrelerin etanol iiretimleri ve verim degerleri
incelenmistir. Denemeler sonucunda hiicrelerin bes ¢evrim boyunca basarili bir sekilde

kullanildig1r ancak immobilize hiicrelerden kayip meydana geldigi icin seker kullanim
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orani yaklasik olarak ayni olmasina karsin etanol iiretim ve verim degerlerinde diisiis

oldugu tespit edilmistir.

Zenginlestirilmemis kegiboynuzu ekstraktinda gerceklestirilen pH kontrolli ve
pH kontrolsiiz denemeler sonucunda pH kontrollii denemelerde daha yiiksek etanol
verim ve iretim degerlerine ulasilmistir. pH kontrollii gergeklestirilen fermantasyonda
seker tiiketimi, etanol iiretimi, verim, maksimum seker tiiketim orani ve maksimum
etanol tiretim orani sirasiyla 104.39 g/L, 47.15 g/L, %45.17, 4.13 g/L/sa ve 2.63 g/L/sa
olarak gergeklesmisken bu degerler pH kontrolsiiz fermantasyon i¢in sirastyla 105.81
o/L, 40.64 g/L, %38.41, 4.83 g/L/sa ve 2.57 g/L/sa olarak gerceklesmistir. pH
kontrolsiiz denemelerde etanol iiretim miktarinin ve oranmmin daha diisiik diizeylerde
gerceklesmis olmasinin nedeni baslangic pH degerinin 4.95 olmasi ve fermantasyon
stiresi boyunca gergeklesen degisimler sonucunda pH’nin diismesi ve 48 saat sonunda

4.50 degerine ulagmasidir.

Zenginlestirilmis  ve  zenginlestirilmemis  ke¢iboynuzu  ekstraktlarinda
immobilize  Saccharomyces cerevisiae hiicreleri ile gergeklestirilen  etanol
fermantasyonlarindan elde edilen veriler kegiboynuzu meyvesinin immobilize
hiicrelerle etanol iiretiminde de basarili bir sekilde kullanilabildigini ortaya koymustur.
Yapilan calisma sonucunda immobilize hiicrelerle  gerceklestirilen  etanol
fermantasyonunda siirenin 24 saatin altina indirilebildigi ve immobilize hiicrelerin bes
¢evrim boyunca basarili bir sekilde kullanilabildigi belirlenmistir. Ayrica elde edilen
veriler keciboynuzu meyvesinin biyoteknolojik proseslerde basarili bir sekilde
kullanilabilecegini gdstermistir. Bunun yani sira elde edilen verilerin endiistriye
aktarilabilir ozellikte, Ol¢ek biiyiitme c¢aligmalarinda kullanilabilecek ve gelecek

caligmalara da temel olusturabilecek nitelikte oldugu diistiniilmektedir.
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7. EKLER

Ek 1. indirgen seker analizinde kullanilan sakkaroz standart kurvesi ve verileri

~ 45
2 10
2
S 35
@ 30
©
£ 25
o y = 73,944x-0,9104
D 20 R?=0,999
g 15
M
o 10
©
~
o
w T T T T T |
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Absorbans (575 nm)
Sakkaroz standart kurvesi verileri
Sakkaroz konsantrasyonu Absorbans
(g/L) (575 nm)
0 0.009
5 0.073
10 0.157
15 0.216
20 0.287
40 0.549
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