T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI

KALSIYUM ALJINATTA IMMOBILIZE EDILMI$
Saccharomyces cerevisiae HUCRELERI ILE ETANOL URETIMI
UZERINE INHIBITOR MADDELERIN ETKIiSININ BELIRLENMESI

Selime Benemir ERKAN

FEN BILIMLERI ENSTITUSU
GIDA MUHENDISLIGI
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS

HAZIRAN 2020

ANTALYA



T.C.
AKDENIZ UNIiVERSITESI

KALSIYUM ALJINATTA IMMOBILIZE EDILMi$
Saccharomyces cerevisiae HUCRELERI ILE ETANOL URETIMIi
UZERINE INHIBITOR MADDELERIN ETKIiSININ BELIRLENMESI

Selime Benemir ERKAN

FEN BILIMLERI ENSTITUSU
GIDA MUHENDISLIGIi
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS

HAZIRAN 2020

ANTALYA



T.C.
AKDENIZ UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KALSIYUM ALJINATTA IMMOBILIZE EDILMI$
Saccharomyces cerevisiae HUCRELERI ILE ETANOL URETIMI
UZERINE INHIBITOR MADDELERIN ETKIiSININ INCELENMESI

Selime Benemir ERKAN
GIDA MUHENDISLIGI
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS

Bu tez Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi tarafindan FYL-2019-4699 nolu proje ile desteklenmistir.

HAZIRAN 2020



T.C.
AKDENIiZ UNiVERSITESI
FEN BILIMLERiI ENSTITUSU

KALSiYUM ALJINATTA IMMOBILIZE EDILMIS
J . Saccharomyces cerevisiae HU CRELERI ILE ETANOL URETIMI
UZERINE INHIBITOR MADDELERIN ETKIiSININ BELIRLENMEST

Selime Benemir ERKAN
GIDA MUHENDISLIGI
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS

Bu tez 25 / 06 / 2020 tarihinde jiiri tarafindan Oybirligi / Oyeeklugw-ile kabul
edilmistir.

Dog. Dr. irfan TURHAN
Dr. Ogr. Uyesi Ercan YATMAZ
Dr. Ogr. Uyesi Mert KARAOGLAN




OZET

KALSIYUM ALJINATTA IMMOBILIZE EDILMIS
Saccharomyces cerevisiae HUCRELERI iLE ETANOL URETIMI
UZERINE INHIBITOR MADDELERIN ETKIiSININ INCELENMESI

Selime Benemir ERKAN
YUksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Damisman: Do¢.Dr. irfan TURHAN
Haziran 2020; 119 sayfa

Gilinlimiizde, enerjinin biiylik bir boliimii petrol, komiir ve dogal gaz gibi fosil
yakitlardan elde edilmektedir. Hizla tiikenen enerji kaynaklar1 g6z 6niine alindiginda bu
durum gelismis {tlkeleri alternatif yollar bulmaya yonlendirmistir. Bu nedenle dogal
tarimsal kaynaklarla ya da ucuz ve igerigi uygun lignoseliilozik hammaddeler ile etanol
tiretimi gergeklestirilmektedir. Saf karbon kaynaklarindan etanol iiretimi fermentasyon
ve distilasyon asamalarindan olusurken lignoseliilozik materyallerden etanol {iretimi 6n-
islem, hidroliz, fermentasyon ve distilasyon asamalarindan olusmaktadir. Bu islemler
sirasinda fermentasyon ortaminda olumsuz etki gosterebilecek inhibitorler olusmaktadir.
Bu maddeler biyokiitle gelisimi engelleyerek {iriin verimini azaltmaktadirlar.

Yapilan bu ¢alismada etanol iiretimi i¢in immobilize edilmis Saccharomyces
cerevisiae hiicreleri kullanilmistir. Immobilizasyon ile hicrelerin inhibitorlere olan
tolerans araliklarini arttirmak amag¢lanmistir. Calismada inhibitor olarak HMF, furfural,
fenol, asetik ve formik asit tek tek ve miks olmak (zere farkli konsantrasyonlarda
kullanilmistir. Inhibitorlerin karisiminin fermentasyon iizerindeki etkisini belirlemek
amaciyla 10 farkli deneme Plackett-Burman Dizayn ile olusturulmustur. Yapilan
fermentasyonlar sonucunda besiyerinde 8 g/ HMF inhibitor etki gostermistir. Furfural
ile yapilan fermentasyonlarda 8 g/L furfural inhibitor etki gostermistir. Fenol ile yapilan
fermentasyonlarda 5 g/L fenol inhibitér etki goéstermistir. Asetik asit ile yapilan
fermentasyonlarda 7,5 g/L asetik asit inhibitor etki gostermistir. Formik asit ile yapilan
fermentasyonlarda 1,5 g/L formik asit inhibitor etki gostermistir. Elde edilen istatistik
sonuclarinda ise miks olarak yapilan fermentasyonlarda furfuralin etkisinin diger
inhibitorlere kiyasla daha etkili oldugu goriilmiistiir.

Calismanin diger kisminda ise en iyi etanol elde edilen fermentasyonlara 10 farkl
matematiksel model uygulanmistir. Kontrol fermentasyonunda etanol Gretimi icin MMF
uygun model olarak secilmisti. HMF ve furfural ilavesi ile gerceklestirilen
fermentasyonlarda etanol Gretimi icin MGM uygun model olarak segilmistir. Fenol
ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyonda etanol Uretimi icin Baranyi uygun model
olarak secilmistir. Asetik asit ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyonda etanol Gretimi
icin MGM uygun model olarak secilmistir. Formik asit ilavesi ile gergeklestirilen
fermentasyonuda etanol Gretimi igin MMF uygun model olarak se¢ilmistir. Miks
fermentasyonlarda ise etanol iiretimi i¢in Weibull uygun model olarak se¢ilmistir.



Etanol Uretim proseslerinde hammaddelere ve yapilan 6n islemlere bagli olarak
inhibitér maddeler yan triin olarak meydana gelmektedir. Bu ¢alisma ile de immobilize
hicrelerin HMF, furfural, fenol, asetik ve formik asit gibi inhibitorlere karsi tolerans
araliklart belirlenmistir. Ayrica bu inhibitorlerin karistm olarak kullanildigr miks
fermentasyonlar ile hiicrelerin tolerans araligi farkli bir acidan da goézlemlenmistir.
Yapilan caligma literatiir ile karsilastirildiginda immobilizasyon isleminin tolerans
araligin1 genislettigi ve hiicreleri korudugu goriilmiistiir. Ayni zamanda belirlenen
tolerans araliklar1 ile zaman, maliyet ve enerji agisindan ¢alismalar i¢in olumlu bir kap1
agmaktadir.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF INHIBITORS ON ETHANOL
PRODUCTION WITH IMMOBILIZED Saccharomyces cerevisiae CELLS in
CALCIUM ALGINATE

Selime Benemir ERKAN
MSc Thesis in Food Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Irfan TURHAN
June 2020; 119 pages

Today, most of the energy is obtained from fossil fuels. Given the rapidly
depleting energy sources, this situation led developed countries to find alternative ways.
Ethanol is produced with pure sources or lignocellulosic raw materials. While ethanol
production from pure carbon sources consists of fermentation and distillation stages,
ethanol production from lignocellulosic materials is generally carried out in four steps,
including pre-treatment, hydrolysis, fermentation and distillation. During these processes,
inhibitors are formed that may have negative effects on the environment.

In this study, immobilized Saccharomyces cerevisiae cells were used for ethanol
production. In the study, HMF, furfural, phenol, acetic and formic acid were used as
inhibitors in different concentrations. Mix fermentations with 10 different trial patterns
were obtained with Plackett-Burman Dizayn. As a result of the fermentations, 8 g/L HMF
showed an inhibitory effect. In fermentations with furfural addition, 8 g/L furfural showed
inhibitory effect. In fermentations with the addition of phenol, 5 g/L phenol showed an
inhibitory effect. In fermentations performed the addition of acetic acid, 7,5 g/L acetic
acid showed an inhibitory effect. In the fermentations performed the addition of formic
acid, 1,5 g/L formic acid showed an inhibitory effect. In the obtained statistical results, it
was seen that the effect of furfural concentration was more effective than other inhibitors
in mixed fermentations.

In the other part of the study, 10 different mathematical models were applied to
the fermentations with the best ethanol. MMF for ethanol was selected in the control
fermentation. MGM for ethanol was selected in the addition of 2 g/L HMF and furfural.
Baranyi for ethanol was selected in the addition of 0,5 g/L phenol. MGM for ethanol was
selected in the addition of 2,5 g/L acetic acid. MMF for ethanol was selected in the
addition of 0,5 g/L formic acid. In mix fermentation numbered 10, Weibull was chosen
as suitable model for ethanol.

As aresult of the study, tolerance intervals of immobilized cells against inhibitors
such as HMF, furfural, phenol, acetic and formic acid were determined. In addition, the
tolerance range of the cells was observed in a different way with fermentations where
these inhibitors were used as mix. Compared with the literature, it was seen that
immobilization process extended the tolerance range and protected the cells. At the same
time, it is positive in terms of time, material and energy to predict whether or not to
perform pre-treatments with the specified tolerance ranges.
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ONSOZz

Yillar boyunca insanoglu gidaya ve enerjiye bagl olarak yasamistir. Giiniimiizde
diinya niifusunun artmasi insanlar1 yasam kalitesi acisindan farkli noktalara sevk etmistir.
Bu dogrultuda yenilenebilir ve cevresel olumsuz etkisi az olan enerji kaynaklarina
yonelme gerceklesmistir. Bunun yani sira 6zellikle de hizla tiikkenen enerji kaynaklar géz
Oniine alindiginda bu durum gelismis iilkeleri alternatif yollar bulmaya yonlendirmistir.
Bu amagla birgok ulkede dogal tarimsal Urtinler-atiklar ya da ucuz ve igerigi uygun
lignoseliilozik hammaddeler ile etanol {iretimi gergeklestirilmektedir. Etanol, yiiksek
verimlilik ve diisiik ¢evresel etki ile yenilenebilir bir enerji kaynagidir. Basta gida ve
kimya endustrisi olmak tizere birgok alanda kullanilan etanol, ayn1 zamanda arag yakiti
olarak belirli oranlarda fuel-oil ile karigtirilarak kullanilabilmektedir. Bununla birlikte
etanol, lilkemizde ve Diinya’da gida katki maddesi, icecek iiretimi ve bilimsel ¢calismalar
gibi alanlarda da kullanilmaktadir. Tim bu avantajlar dogrultusunda alternatif
yenilenebilir enerji kaynagi olan etanol, fosil yakitlara olan bagimliligi kademeli olarak
azaltmaktadir. Fakat etanol {iretim sirasinda fermentasyon oncesi ve sonrasi asamalarda
olusabilecek inhibitér maddeler hem verimi azaltmakta hem de mikroorganizmalarin
gelisimini  siirlandirmaktadir.  Bu  olumsuz  etkilerden dolayr  kullanilacak
mikroorganizmanin fermentasyon ortaminda bulunan inhibitér maddelere olan tolerans
araliklarinin belirlenmis olmasi c¢aligmalar i¢in 6nemli bir etkendir. Materyallere
uygulanacak bazi 6n islemlerin ve detoksifikasyon isleminin se¢imi i¢in bu tolerans
araliklarii bilinmesi ¢alismada zaman, enerji ve maliyet agisindan pozitif bir katki
saglamaktadir. Ayn1 zamanda bu calismada immobilizasyon isleminin denenmesi ile
inihibitor bilesiklere olan tolerans araligmin genisletilmesi saglanmistir. Literatiire
bakildiginda reaktor kullanilarak immobilize hiicreler ile inhibitor bilesiklerin etkilerinin
incelendigi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu dogrultuda gergeklestirilen ¢alisma ile
literatiire 6nemli bir katk: saglanmistir.

Oncelikle bana bu ¢alismay1 tamamlama firsati sunan, engin bilgileriyle yolumu
aydinlatan, iyi ya da kotii her animda destegini hissettigim, motivasyonumu hep yliksek
tutmami saglayan, yanina her gittigimde beni geri ¢evirmeyen ve bana giivenerek her
seyin lstesinden gelebilecegime inanmami saglayan saygideger danisman hocam Dog.
Dr. irfan TURHAN’a (Akdeniz Universitesi Mihendislik Fakiltesi Gida Miihendisligi
Bollimi) sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Zamanimin ¢ogunu birlikte gecirdigim, her zaman bana destek olan, birbirimizle
sikintilarimizi ve mutlu anlarimizi paylastigimiz ¢ok degerli arkadaslarim Hilal Nur
GURLER, Duygu Gizem BILGIN ve Cansu YILMAZER e ¢ok tesekkiir ederim. Bana
her tiirlii yardimda bulunan, her sikintimda yardime1 olmaya c¢alisan, modumu her zaman
yiikselten saygideger hocam Dr. Ogr. Uyesi Ercan YATMAZ (Akdeniz Universitesi
Goyniik Meslek Yuksek Okulu) ve giiler yiizii, iyi kalbiyle icimi 1sitan sevgili esi Ogr.
Goér. Dr. Hanife Aydan YATMAZ a (Akdeniz Universitesi Gida Giivenligi ve Tarimsal
Aragtirmalar Merkezi) tesekkiir ederim. Lisans ve lisansiistii hayatimda hep yeni seyler
kesfetmemi saglayan, bildiklerini bana 6greten hocam Mustafa GERMEC’e de tesekkiir
ederim. Ayn1 zamanda laboratuvari paylasmis oldugum diger ekip arkadaslarim Ali
OZCAN’a ve Ercan Karahalil’e, birlikte calistigimiz lisansiistii ofisi paylastigim diger
tiim arkadaslarima ¢ok tesekkiir ederim.



Calismami maddi ydnden destekleyen Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi'ne (BAP) ve TUBITAK 2210-C Oncelikli Alanlar
Birimi’ne tesekkiir etmeyi bir borg bilirim.

2010 yilindan beri hayatimda olan, varligini her zaman yanimda hissettigim, her
zaman bana giivenen ve inanan, hi¢cbir zaman pes etmemem gerektigini bana sdyleyerek
elimden tutan ve beni dinleyen sevgili arkadasim Mehmet Orkun UNSAL’a ¢ok tesekkiir
ederim.

Son olarak hayatimin her aninda beni destekleyen, her zaman bana giivenen,
sevgilerini hep kalbimde hissettigim ve her zaman iyiligimi diisiinen canim aileme ¢ok
tesekkiir ederim. Tez calismam boyunca gece gec vakitlere denk gelen 6rnek saatlerimde
ornek alabilmem i¢in beni okula getirip gotiiren dedem Rahmi BALAMAN’a ayrica ¢ok
tesekkiir ederim. Beni higbir kosulda yalniz birakmayan, her zaman elimi tutan,
hayatimda hi¢ eksiklik hissetmemem icin hep c¢abalayan ve hep yanimda olmasin
istedigim beni bugiinlere getiren biricik annem Oya ERKAN’a, 2001 yilinda kaybettigim
fakat varligin1 hep yanimda hissettigim canim babam Seref Murat ERKAN’a sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.
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Saccharomyces cerevisiae Hiicreleri ile Etanol Uretimi Uzerinde Inhibitér Maddelerin
Etkisinin Belirlenmesi” adli bu ¢alismanin, akademik kurallar ve etik degerlere uygun
olarak yazildigini belirtir, bu tez ¢alismasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagini
gosterdigimi beyan ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

% : Yuzde
AP : Etanol Gretimi (g/L)
AS . Seker tiketimi (g/L)
AX  : Biyokiitle gelisimi (g/L)
°C : Santigrat derece
Ao : Diisiik asimptot (U/mL veya g/L)
Am  :Yiksek asimptot (U/mL veya g/L)
At : “t” inci zamanda tahmin edilen degerler
B : Gelisimi kaydirma degeri
Bt : Gegis parametresi
: Birimsiz bir dizayn parametresi

e : Euler sayist, sabit (2.718)

G : gram

ho : Hiicrenin baslangig fizyolojisini hesaplayan birimsiz bir parametre
Ht : Gegis parametresi

ki23 : Cevap degiskeninin potansiyel yiiksek degerine yaklasma oran
L - Litre

M : Molar

mL  : Mililitre

N : Normal

pH : Hidrojen iyonlarinin eksi logaritmasi

Qr : Spesifik tiretim hiz1 (g/L/h)
Qs : Spesifik tiiketim hiz1 (g/L/h)
Qx  : Spesifik gelisim hiz1 (g/L/h)
RZ  : Belirleme katsayis:

Rpm : devir/dakika

SUY : Seker tiikketim oran1 (%)

t : Zaman (saat)

TL . At = An/2 oldugu nokta

TY  :Teorik etanol verimi (%)
vi23 : Sekil parametresi, birimsiz.
Yeris  : Etanol verimi (%)

Yxis : Biyokutle verimi (%)

A : Gecikme suresi

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

Glintimiizde, enerjinin biiylik bir bolimi petrol, komiir ve dogal gaz gibi fosil
yakitlardan elde edilmektedir. Bu fosil yakitlar diinya ¢apinda enerji ve organik kimyasal
gereksinimlerini karsilamak i¢in kullanilmaktadir (Germec vd., 2016). Fakat diinya
niifusu ve ihtiyaglarina paralel olarak artan enerji tilketiminden dolay fosil yakit miktari
giderek azalmaktadir. Ayrica, fosil yakitlardan saliman gazlar asit yagmurlari, iklim
degisikligi, sera gaz1 emisyonunda artis gibi ¢evresel problemlere de sebep olmaktadir
(Adigiizel, 2013). Bunun yan1 sira 6zellikle de hizla tiikkenen enerji kaynaklari géz oniine
alindiginda bu durum gelismis iilkeleri alternatif yollar bulmaya yonlendirmistir. Bu
dogrultuda yonelen iilkelerde dogal kaynaklarla ya da ucuz ve igerigi uygun
lignoseliilozik hammaddeler ile etanol tiretimi gergeklestirilmektedir.

Etanol, yiiksek verimlilik ve diisiik ¢evresel etki ile yenilenebilir bir enerji
kaynagidir (Turhan vd., 2010). Basta gida ve kimya endiistrisi olmak iizere bir¢ok alanda
kullanilan etanol, ayni zamanda ara¢ yakiti olarak belirli oranlarda fuel-oil ile
karistirilarak kullanilabilmektedir. Bununla birlikte etanol, lilkemizde ve Diinya’da gida
katki maddesi, icecek iiretimi ve bilimsel ¢aligmalar gibi alanlarda da kullanilmaktadir
(Adigiizel, 2013). Tiim bu avantajlar dogrultusunda alternatif yenilenebilir enerji kaynagi
olan etanol, fosil yakitlara olan bagimlilig1 kademeli olarak azaltmaktadir (Yatmaz vd.,
2013).

Etanol Gretimi igin mikroorganizmalarin fermente edebilecegi karbon kaynagi
besiyeri ortaminda bulunmalidir. Bu karbon kaynaklari hem glukoz ve sakkaroz gibi saf
olabilmekte hem de musir, bugday, saman, otsu atiklar gibi lignoseliilozik hammaddeler
olabilmektedir. Kullanilan karbon kaynagina goére etanol iiretim prosesinde degisiklik
goriilmektedir. Saf karbon kaynaklari ile etanol {iretiminde hazirlanan fermentasyon
ortam steril edildikten sonra fermentasyon baslar. Lignoseliilozik karbon kaynaklar ile
etanol Uretiminde dncelikle lignoselilozik materyallere boyult kiictiltme ve hidroliz gibi
on islemler uygulanir. Burada yapilan asidik veya enzimatik hidrolizin amaci
materyaldeki sekeri mikroorganizmanin fermente edebilecegi forma doniistiirmektir.
Hem sterilizasyon hem de hidroliz agsamalarinda olumsuz sartlardan, yiiksek sicakliktan
ya da yiiksek asitlikten dolay1 inhibe edici yan iiriinler olugmaktadir. Bu inhibitor
maddeler hem mikroorganizmalarin gelisimini kisitlamakta hem de elde edilecek etanolii
azaltmaktadir. Bu olumsuz sebeplerden dolay1 fermentasyon ortaminda olmalari
istenmemektedir. Uygun detoksifikasyon yontemleri ile bu maddeler fermentasyon
ortamindan uzaklastirilmaktadir. Bunun yami sira hiicreleri koruyarak biyokiitle
gelisimini saglayabilecek immobilizasyon metotlari ile inhibitor etkilerin azaltilabilecegi
diistiniilmektedir.

Biyoteknolojik calismalarda kullanilan hiicrelerin yeniden kullanilabilir hale
getirilmesi veya siirekli sistemlerde daha kolay kullanilabilirligin saglanmasi ve ortam
inhibisyonundan az etkilenmesi i¢in immobilizasyon teknigine basvurulmaktadir.
Immobilizasyon islemi hiicrelerin aktivitesini kaybetmeden belirlenmis olan tutuklama
materyalinde hedeflenen bosluga tutturulmasi veya hapsedilmesidir (Uygun, 2006).

Bu ¢alismada, kalsiyum aljinat ile immobilize edilmis Saccharomyces cerevisiae
hiicreleri ile etanol iiretimi {izerine farkli konsantrasyonlardaki inhibitér maddelerin
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etkileri incelenmistir. Lignoseliilozik bilesiklerin hidrolizi esnasinda agiga ¢ikan (lignin,
seliiloz ve hemiseliiloz kaynakli); hidroksimetil furfural (HMF), furfural, fenol, asetik asit
ve formik asit gibi inhibitorlerin farkli konsantrasyonlart ve karigimlart kullanilmistir.
Fermentasyondan elde edilen veriler, seker tiiketimi, etanol iiretimi ve biyokiitle gelisimi
acisindan degerlendirilmistir. Bunun yaninda fermentasyonlar seker tiikketimi, etanol
iiretimi ve biyokiitle gelisimi agisindan farkli matematiksel modellerle analiz edilerek en
uygun model se¢ilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Etanol

Etanol, CoHsOH kapali formiiliine sahip, molekiirler agirligi 46,47 g ve kaynama
noktast 78,3°C olan bir {riindiir. Bir¢ok olumlu etkisi sayesinde yaygin olarak
kullanilmaya baslanmistir. Kullanim alanlarindan en Onemlisi ise enerji kaynagi
olabilmesidir (Yatmaz, 2012). Glinumuzde, enerjinin biyik bir bolumu petrol, kémur ve
dogal gaz gibi fosil yakitlardan elde edilmektedir. Kullanilan bu fosil yakitlar diinya
capmnda hem enerji hem de organik kimyasal gereksinimleri Kkarsilamak igin
kullanilmaktadir (Germec vd., 2016). Fakat diinya nifusu ve ihtiyaglarina paralel olarak
artan enerji tilketiminden dolay1 fosil yakit miktar1 giderek azalmaktadir. Ayrica, fosil
yakitlardan salinan gazlar asit yagmurlar1 iklim degisikligi ve sera gazi1 emisyonunda artis
gibi ¢evresel problemlere de sebep olmaktadir (Adigiizel, 2013). Bu olumsuz etkilerden
dolay1 fosil yakitlarin kullanimindan olabildigince kaginilmalidir. Bununla birlikte hizla
tilkenen enerji kaynaklar1 goz 6niine alindiginda bu durum gelismis {ilkeleri alternatif
yollar bulmaya yonlendirmistir. Bu dogrultuda yonelen ulkelerde saf kaynaklarla ya da
ucuz ve igerigi uygun lignoselillozik hammaddeler ile etanol iiretimi
gerceklestirilmektedir.

Etanol, yiiksek verimlilik ve diisiik cevresel etki ile yenilenebilir bir enerji
kaynagidir (Turhan vd., 2010). Basta gida ve kimya endiistrisi olmak iizere birgok alanda
kullanilan etanol, ayni zamanda ara¢ yakiti olarak belirli oranlarda fuel-oil ile
karistirilarak kullanilabilmektedir. Bununla birlikte etanol, lilkemizde ve Diinya’da gida
katki maddesi, icecek iiretimi ve bilimsel ¢alismalar gibi alanlarda da kullanilmaktadir
(Adigiizel, 2013). Tiim bu avantajlar dogrultusunda alternatif yenilenebilir enerji kaynagi
olan etanol, fosil yakitlara olan bagimliligi kademeli olarak azaltmaktadir (Yatmaz vd.,
2013). Dunyadaki etanol iretimi 1975’ten giiniimiize kadar bir artis halindedir
(Melikoglu ve Albostan, 2011). Diinyadaki ilk 10 biyoetanol {iretici iilkelerin iiretim
kapasiteleri Cizelge 2.1’de gosterilmektedir (Melikoglu ve Albostan, 2011).

Cizelge 2.1. Diinyadaki ilk 10 biyoetanol uretici tilke

Olke . Yillk Biyoetanol _Dinyadaki Uretim
Uretimi, Milyon litre I¢erisindeki %
ABD 24600 49,6
Brezilya 19000 38,3
Avrupa Birligi 2159 4,4
cin 1840 3,7
Kanada 800 1,6
Tayland 300 0,6
Kolombiya 284 0,6
Hindistan 200 0,4
Avusturalya 100 0,2
Turkiye 60 0,1
Dunya Geneli 49595 100
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2.2. Etanol Uretici Mikroorganizmalar

Etanol iiretiminde maya gruplar1 basta olmak {izere bir¢cok mikroorganizma tiirii
bulunmaktadir. Bu mikroorganizmalarin fermente edebildikleri karbon kaynaklar1 ve
calisabildikleri ~ fermentasyon  sartlar1  farklilk  gostermektedir.  Ornegin,
Schizosaccharomyces pombe susu 30-35°C’de galismaktadir. Bu sus ortamda bulunan
glukozu, fruktozu, maltozu ve sakkarozu fermente ederek etanol Uretmektedir (Bullock,
2002; Goye ve Bolanos, 2005). Baska bir sus olan Kluyveromyces marxianus tiri 40-
45°C’de ortamda bulunan glukozu kullanarak etanol uUretmektedir (Kadar vd., 2004).
Candida shehatae susu ise 20-31°C’de ortamdaki glukoz ve ksilozu kullarak etanol
uretebilmektedir (Olsson ve Hahn-Hagerdal, 1996). Yaygin olarak kullanilan Pichia
stipitis susu ise 26-35°C’de glukoz ve ksilozu fermente ederek etanol Uretmektedir
(Olsson ve Hahn-Hagerdal, 1996). Yaygin olarak kullanilan bir diger tiir Zymomonas
mobilis ise 30°C’de aktif olarak calisabilmekte ve ortamdaki glukozu, fruktozu,
sakkarozu fermente edebilmektedir (Claassen vd., 1999). Saccharomyces cerevisiae
suslar1 ise 30-37°C araliginda calisip ortamdaki glukozu, fruktozu, maltozu, sakkarozu
kullanabilen bir tlirdiir. Diger tiirler icinde en ¢ok tercih edilen mikroorganizmadir.
Cunkl Saccharomyces cerevisiae kullanilarak gergeklestirilen etanol iiretiminde elde
edilen Urin verimi daha fazla olmaktadir. Bunun yani sira hem 6 karbonlu basit
sekerlerden olan glukozu hem de bir disakkarit olan sakkarozu etanole
dontistiirebilmektedir. Ayn1 zamanda GRAS (The Generally Recognized as Safe, Genel
Olarak Giivenli Kabul Edilir) statiisiinde olup U.S. FDA (Birlesmis Milletler Gida ve Ilag
Idaresi) tarafindan desteklendigi icin giivenle kullanilabilmektedir (Claassen vd., 1999).

2.3. inhibitor Maddeler

Etanol tretimi hem glukoz, sakkaroz gibi saf karbon kaynaklari kullanilarak hem
de igerigi uygun musir, bugday, saman, otsu atiklar gibi lignoseliillozik hammaddeler
kullanilarak gerceklestirilebilmektedir. Bunun yani sira peynir alti suyu ve diger siit
irtinleri atiklar1  deproteinasyon isleminden sonra fermentasyon ortaminda
kullanilabilmektedir. Nigasta igeren tahillar, kokler, yumrular gibi tirlinler jelatinizasyon
ve sakkarifikasyon islemlerinden sonra, seker kamisi ve seker pancari gibi sekerli iirtinler
ise ekstraksiyon isleminden sonra karbon kaynagi olarak kullanilabilmektedir (Higton
vd., 2015). Saf karbon kaynaklarindan etanol iiretimi fermentasyon ve distilasyon
asamalarindan olusurken lignoseliilozik materyallerden etanol iiretimi mekanik boyut
kiciltme ve delignifikasyon gibi o©n-islemler, asidik veya enzimatik hidroliz,
fermentasyon ve distilasyon veya azeotropik distilasyon olmak Uzere genellikle dért
basamakta gerceklestirilir. Distilasyon ile %95,6 (v/v) oraninda, azeotropik distilasyon
ile %99,8 (v/v) oraninda etanol elde edelir (Higton vd., 2005). Her bir basamakta
uygulanacak yontemler hammaddenin ve oncesi ile sonrasinda uygulanacak yontemlerin
ihtiyaclarma gore degiskenlik gostermektedir (Adigiizel, 2013). Bu islemler sirasinda
ortam icin olumsuz etki gosterebilecek inhibitér maddeler olusmaktadir. Inhibitor
maddeler substrat kaynakli, hidroliz kaynakli ve fermentasyon kaynakli olmak {izere 3
farkli sekilde olusabilmektedir.

Substrat kaynakli inhibitér maddelere yiiksek alkoller, furfural, HMF, aldehit,
karboksilik asitler, organik ve mineral asit tuzlari1 6rnek verilebilmektedir. Bu maddelerin
olusumu substrat cesidine gore farkilik gdstermektedir. Ornegin; substrat olarak
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keciboynuzu kullanilarak gergeklestirilen bir fermentasyonda substrat kaynakli olarak
yuksek alkoller, furfural ve HMF olusumu gézlenmektedir (Jonsson vd., 2016).

Hidroliz kaynakli inhibitér maddelerin olusumunu; olumsuz hidroliz sartlari,
ortamdaki asitlik ve yiiksek sicaklik gibi 3 ana unsur etkilemektedir. Lignoseliilozik
hidrolizatlardan olusan inhibitorler lignin, hemiseliiloz ve seliiloz kaynakli olugsmaktadir.
Bir lignoseliilozik hammadde igerisinde %28 oraninda lignin, %28 oraninda hemiseliiloz
ve %40 oraninda seliiloz bulunmaktadir (Sekil 2.1). Olusan inhibitér maddeler yaygin
olarak hemiseliilozdan olusan zayif asitler (asetik asit, formik asit, levulinik asit), furanlar
(furfural, HMF) ve ligninden olusan fenoller (vanilin, fenol, siringaldehit) olmak {izere 3
baslik altinda incelenmektedir (Jonsson vd., 2016).

Fenol
Vanilin
Siringaldehit

Glukoz
Mannoz
Galaktoz

Asetik Asit
Formik Asit
Levulinik
Asit

» Seluloz = Hemiseltloz = Lignin = Kul %

Sekil 2.1. Lignosellozik hiicre duvari bilesenleri ve inhibitor ¢esitleri

Fermentasyon ortaminda olusan inhibitér maddeler yan iirlin ve iirliin olarak
ortamda serbest hale gelmektedir. Yan {iriin olarak ortamda olusabilecek asetik asit ve
urlin olarak elde edilen etanol, laktik asit gibi maddeler ortamda inhibe edici 6zellik
gosterebilmektedirler. Bu maddeler ayrica ortamdaki hiicrelerin biyokiitle gelisimini de
sinirlamaktadir. Ayni zamanda etanol iiretimini azaltarak elde edilecek verimi olumsuz
yonde etkilemektedir. Asetik asit, formik asit ve levulinik asit hidrolizatlar igerisinde en
bol bulunan asitlerdendir. Asetik asit, hemiseliilozlarin de-asetilasyonu ile olusur ve
sadece hidrolizde degil ayn1 zamanda fermentasyon prosesinde de olusabilecek bir yan
rlinddr. Formik ve levulinik asitler ise HMF yikiminin iiriinleridir. Formik asit ek olarak
yiikseltilmis sicakliklarda asidik kosullar altinda furfuraldan olusabilmektedir. Furan
bilesikler olan HMF ve furfural, sirasiyla heksoz ve pentozlarin dehidrasyonu ile
olugmaktadir. Furanlarin seviyeleri hammadde ve 6n islem tiiriine gore degismektedir.
Furfural genellikle HMF’den daha diisiik seviyelerde bulunmasina ragmen ¢ogu zaman
daha etkili bir inhibitordiir. Fenolik bilesiklerin bircogu seyreltik asit hidrolizatlar
arasinda bulunmaktadir. Bunlar, hidroliz esnasinda ligninin par¢alanmasiyla ya da seker
yikiminin sonucunda olusan iiriinlerdir (Jonsson vd., 2016).
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Furanlarin etkileri kullanilan furan konsantrasyonuna ve mikroorganizmaya bagli
olarak farklilik gosterebilmektedir. Yapilan Sl¢iimlerde HMF ve furfuralin dogrudan
alkol dehidrogenazi, piriivat dehidrogenazi ve aldehit dehidrogenazi inhibe ettigi
goriilmiistiir. Furfural varliginda gelismis hiicrelerden elde edilen hiicre 6zlerinde alkol
dehidrogenaz ve glikolitik aktivitenin azaldig1r gézlemlenmistir (Almeida vd., 2007).
Ortamda furfural varlig1 vakuol, mitokondriyal membran, kromatin ve aktin hasaria
neden olmaktadir. HMF ve furfural, verimi ve iiretkenligi azaltip hiicre gelisimini
engellerken ayn1 zamanda daha uzun bir gecikme fazi da olusturabilmektedir (Klinke vd.,
2004).

Zayif asitlerin hiicreleri engelleyici etkisi, ayrilma ve hiicre i¢i anyon birikiminden
kaynaklanmaktadir. Zayif asitlerin ayrismamis formu plazma membrani boyunca
fermentasyon ortamindan yayilabilir ve hiicre i¢i yiiksek pH’ya bagl olarak ayrisabilir.
Bdylece ortam pH’inda azalma meydana gelir. Hiicre i¢i pH’daki azalma, ATP hidrolizi
ile hiicrenin protonlarin1 pompalayan plazma membran1 ATPaz ile dengelenir. Bunun
sonucunda biyokiitle olusumu icin gerekli ATP miktar1 azalir ve gelisim yavaslar
(Almeida vd., 2007). Ayn1 zamanda hiicre duvarinda iyon yiikiinii degistirirler, hiicre
zarmin zarar gérmesine neden olurlar ve hiicredeki enzimleri denatiire ederler (Almeida
vd., 2007).

Fenolik bilesikler, hiicre zar1 lizerinde etki gostererek biitlinliikk kaybina neden
olurlar. Bu durum hiicre zarinin se¢ici bariyerler ve enzim matrisleri olarak gérev yapma
kabiliyetini olumsuz etkilemektedir (Klinke vd., 2004). Zayif asidik fenolik bilesikler,
protonlar1 mitokondriyal membranlara geri tasiyarak elektrokimyasal gradyani tahrip
edebilirler (Almeida vd., 2007). Tiim bunlarin yani sira, mikroorganizmalar iizerinde
fenolik bilesiklerin inhibisyon mekanizmalari, biiyiik 6l¢iide grubun heterojenliginden ve
dogru niteliksel-niceliksel analizlerin olmayigindan dolayr hentiz tam olarak
aciklanamamaktadir (Klinke vd., 2004).

Tim bu nedenlerle de fermentasyon besiyerindeki substrat kaynakli inhibitor
bilesiklerin  konsantrasyonlar1 gelisimi  engelleyecek diizeyde ise ortamdan
uzaklastirilmalar1 gerekmektedir. Bundan dolay1 uygun detoksifikasyon yontemleri ile
inhibitér maddelerin ortamdan uzaklastirilmas1 gerekmektedir. Aynmi sekilde uygun
immobilizasyon yoOntemleri ile de hiicreler tiizerindeki inhibisyonun azaltilmasi
amagclanarak da fermentasyonlarin daha verimli ger¢eklesecegi diisiiniilmektedir. Yine
bunun yaninda ortamda hiicre konsantrasyonunun artirilmasi, biyofilm biyoreaktor vb.
fementasyon stratejileri uygulanarak inhibisyon etkisinin azaltilmasina yOnelik
caligmalarin yapilabilecegi diisiiniilmektedir.

2.4. immobilizasyon

Biyoteknolojik c¢alismalarda kullanilan hiicrelerin yeniden kullanilabilir hale
getirilmesi veya siirekli sistemde daha kolay kullanilabilirliginin saglanmasi ve ortam
inhibisyonundan az etkilenmesi i¢in immobilizasyon teknigine basvurulmaktadir.
Immobilizasyon islemi hiicrelerin aktivitesini kaybetmeden belirlenmis olan tutuklama
materyalinde hedeflenen bosluga tutturulmasi veya hapsedilmesidir (Uygun, 2006). Bu
islem enzimlere, hiicresel organellere, mikrobiyel hiicrelere ve diger tiim
biyokatalizorlere uygulanabilmektedir. Bazi durumlarda, biyokatalizorler ¢oziinmeyen
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destek (tasiyic1) materyaline fiziksel veya kimyasal baglarla baglanirken, diger
durumlarda ise destek materyalindeki bosluklarda serbest halde hapsedilmektedir.
Immobilizasyon isleminin avantajlari;

e Biyolojik dayanikliligini arttirmak,

e Yiiksek hiicre konsantrasyonunda ¢alisma imkan1 saglamak,
e Kiitle transferini gelistirmek,

e Urlin verimini yikseltmek,

Uriin dayanimini arttirmak,

Uriiniin ortamdan ayrilmasini kolaylastirmak,

Reaksiyon segiciligini arttirmak,

Hiicre yakinlig1 saglamak,

Biyoreaktor se¢iminde alternatifler saglamak olarak siralanabilmektedir (Yatmaz,
2012).

Gill vd. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada Aspergillus niger SIIM M276 ile
musir kiispesi kullanilarak glukonik asit fermentasyonu gergeklestirilmistir. Aspergillus
niger SIIM M276'min hiicre biiylimesi, glukonik asit tiretkenligi ve glukonik oksidaz
aktivitesi lizerine inhibitdr toleransi belirlenmistir. Bu ¢aligmada inhibitor bilesik olarak
seyreltik asit 6n muamelesinden elde edilen dokuz inhibitor bilesen (furfural, HMF,
formik asit, asetik asit, levulinik asit, vanilin, siringaldehit, 4-hidroksibenzaldehit ve
koniferilaldehit) kullanilmistir. Furfural, A. niger SIIM M276'min glikozik asit
fermentasyonu iizerindeki en toksik inhibisyonu gostermistir. Diger taraftan, bir baska
furan tirevi HMF, A. niger SIIM M276 iizerinde daha az toksik inhibisyon gdstermistir.
Formik asit diisiik konsantrasyon aralifinda komplike bir etki gosteritken artan
konsantrasyonlarda inhibe edici etki gostermistir. A. niger SIIM M276'nin
fermentasyonu, artan asetik asit ve levulinik asit konsantrasyonlari ile azalmis, ancak 10
g/L asetik asit ve levulinik aside kadar hiicre biiyiimesi, glikonik asit tiretkenligi ve glukoz
oksidaz aktivitesini korumustur. Fenolik inhibitorler i¢in, koniferaldehit, A. niger SIIM
M276'min fermentasyonu iizerinde en gii¢lii inhibisyonu gostermistir.

Singh vd. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada Kluyveromyces marxianus YS-
1’den immobilize ekzoiniilinaz kullanilarak yiiksek fruktoz surubu iiretimi iizerinde
calisilmistir. Bu calismada ek olarak metal iyonlarmin immobilize enzim sistemi
lizerindeki etkisi farkli konsantrasyonlarda farkli iyonlar (Mg*?, Fe*?, Ca*?, Mn*2, Zn*?,
Cu*?, Co*?, Ba', Hg', Ag*®) kullanilarak incelenmistir. Enzim aktivitesindeki
maksimum artis metal iyonlarmin eklenmedigi kontrole kiyasla Mn*? (5,0mM) ve Co*?
(2,5mM) ilavesi ile gdzlemlenmistir. Bu metal iyonlarini, aktiviteyi 1,3 kat arttiran Ca*?
(10mM) izlemistir. Hg*? ve Ag*™ kullanilan en diisiik ImM konsantrasyonda bile
immobilize iniilinazin giiglii inhibitorleri olarak bulunmustur. Zn*?, Fe*?> ve EDTA
immobilize enzimin baslangi¢ aktivitesini sirasiyla %35, %20 ve %49’una inhibe ettigi
goriilmiistiir.

Alriksson vd. (2009) tarafindan yapilan ¢aligmada rekombinant Aspergillus D15
ile endoglukanaz tretimi i¢in fermantasyon denemeleri yapilmistir. Bu denemelerden biri
mikroorganizmanin lignoseliilozik hidrolizatta seker olmayan bilesikleri metabolize edip
edemeyecegini gérmek icin tasarlanmistir. Fermantasyon ortamina inhibitor bilesikler
eklenerek aktivite iizerine etkileri incelenmistir. Inhibitor bilesik olarak asetik asit (5 g/L),
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furfural (1 g/L), HMF (2 g/L), vanilin (0,5 g/L), koniferil aldehit (0,2 g/L) kullanilmustir.
Bir erlenmayerde standart bilesim ile hazirlanip kontrol olarak kullanilmistir. Standart
besiyeri bilesimi ile yapilan fermantasyonda 590+4 nkat/mL aktivite gézlemlenmistir.
Inhibitér maddeler eklenerek gerceklestirilen fermantasyon denemelerinde ise aktivite
strastyla 1200 nkat/mL, 340+33 nkat/mL, 500+£20 nkat/mL, 840+79 nkat/mL ve 670%2
nkat/mL olarak bulunmustur. Sonuclara bakildiginda asetik asit, vanilin ve koniferil
aldehitin endoglukanaz aktivitesini arttirdig1 goriliirken furfural ve HMF’nin
fermentasyonu inhibe edici etkisi oldugu gézlemlenmistir.

Chen vd. (2009) tarafindan yayimlanan makalede Ag*, Mn*?, Zn*?, K*, Cu*?, Li*?,
Ca*?, Fe™?, Al gibi metal iyonlarin Aspergillus ficuum JNSP5-06 ile Uretilen inulinaz
enzimi iizerine etkisi arastirilmistir. Bahsedilen ¢alismada Ag?, Fe*?, AI*® nin iniilinaz
aktivitesini yiiksek oranda inhibe ettigi goriilmiistiir. Cu*? iyonunun iniilinaz aktivitesi
lizerine kismen bir etkisi oldugu, Mn*? ve Zn*?’ nin diisiik oranda etkisi gézlemlenmistir.
Bunun yan1 sira K*, Ca*2, Li*2 ve EDTA nin iniilinaz aktivitesi iizerinde dnemli bir etki
yapmadig1 belirlenmistir.

Landaeta vd. (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada suspended Saccharomyces
cerevisiae susunun ortama adaptasyonu ile inhibitor maddelere olan direnci
arastirilmistir. Calismada inhibitér madde olarak asetik asit, furfural, HMF, vanilin
siringaldehit ve hidroksibenzoik asit kullanilmigtir. Asetik asit 0,9-4,5 g/L, furfural 0,2-1
g/L, HMF 0,04-0,2 ¢/L, vanilin 0,08-0,4 g¢/L, siringaldehit 0,02-0,1 g/L ve
hidroksibenzoik asit 0,02-0,1 g/L arasi konsantrasyonlarda fermentasyon ortamina
eklenmistir. Bu inhibitér maddelerin, farkli inhibisyon mekanizmalarina bagli olarak
hiicresel metabolizma tizerinde farkli etkiler gosterdigi saptanmistir. Calisma sonucunda
adapte edilmis susun normale gore etanol iiretkenliginin ve biiyiime oraninin daha fazla
oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda adapte edilmis susun furfural, HMF ve siringaldehit
tarafindan gdsterilen inhibe edici etkiye daha dayanikli oldugu gozlemlenmistir.

Jonsson vd. (2016) tarafindan gergeklestirilen bir arastirmada Larsson vd.
(1999)’nin karbon kaynagi olarak Norveg ladini kullanarak Saccharomyces cerevisiae ile
gerceklestirdikleri fermentasyonda asetik asit, formik asit ve levulinik asidin inhibe edici
etkilerini inceledikleri belirtilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda inhibe edici etkileri
gozlemlemek icin inhibitdr maddelerin yaklagtk 100 mM’lik konsantrasyonlarda
fermentasyon ortamina eklenmesi gerektigini belirtmislerdir. Yine ayn1 makalede
Larsson vd. (2000)’nin yaptig1 baska bir ¢alismada inhibitor madde olarak ferulik asit,
asetik asit, formik asit ve levulinik asidin kullanildig1 belirtilmistir. Calisma sonucunda
ferulik asidin 0.20 g/L (1 mM)’de inhibe edici etkisinin diger asitlerin etkisine kiyasla 2
derece daha diisiik konsantrasyonlarda etkili oldugu belirtilmistir.

Abud vd. (2017) tarafindan yapilan c¢alismada seker kamisi hammaddesi
kullanilarak Pichia stipitis ile gergeklestirilen fermentasyonda inhibitér maddelerin
etkileri aragtirnlmistir. Caligmada inhibitor olarak asetik asit, furfural, HMF kullanilip
farkli konsantrasyonlarda fermentasyon ortamina eklenmis olup 11 farkli deneme
gerceklestirilmistir. Deneysel sonuclarda asetik asit konsantrasyonunun en diisiik
seviyede bile (0.25 g/L) 6nemli bir inhibitor etki gosterdigi, bu etkinin HMF ve furfuralin
gosterdigi inhibe edici etkiden daha fazla oldugu belirtilmistir. Buna ek olarak HMF ve
furfural etkisinin 0,750 ve 2,250 g/L ye kadar 6nemsiz oldugu goriilmiistiir.
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Li vd. (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada saf karbon kaynagi glukoz ile
Saccharomyces ceresivisiae kullanilarak yapilan fermentasyonda inhibitér madde olarak
formik asit, asetik asit, levulinik asit, furfural, HMF, siringaldehit, vanilin ve fenol
secilmistir. Fermentasyon ortamina eklenecek konsantrasyonlar formik asit, asetik asit ve
levulinik asit igin 40, 80, 120, 160 mM, furfural, HMF, siringaldehit, vanilin ve fenol igin
5, 10, 20, 30 mM olarak belirlenmistir. Etanol fermentasyonu iizerine inhibitor etkiyi
belirlemek igin 23,31 mM asetik asit, 8,69 mM formik asit, 5,21 mM levulinik asit, 6,24
mM furfural, 4,76 mM HMF, 0,22 mM siringaldehit, 0,26 mM vanilin ve 0,07 mM fenol
karigtirtlip fermentasyon ortamina eklenmistir. Bu ¢alisma sonucunda inhibitor
maddelerin  fermentasyon tizerindeki etkisi en giigcliden en zayifa dogru
vanilin>fenol>siringaldehit>HMF>furfural>levulinik  asit>asetik asit>formik asit
seklinde bulunmustur.

Narayanan vd. (2017) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada farkli fizyolojik
durumlardaki maya hiicresi popiilasyonlarinin, diisitk pH da asetik asit, vanilin ve furfural
kombinasyonlarina tepkileri incelenmistir. Bu ¢alismada asetik asit, vanilin ve furfuralin
farkli konsantrasyonlarda 15 durumda denemeleri gerceklestirilmistir. Asetik asit miktari
1g/Lile 7,70 g/L, furfural (g/L) 0,50 ile 1,84, vanilin (g/L) 0,50 ile 1,84 arasinda degisen
konsantrasyonlar kullanilmistir. Bu inhibitér maddelerin etanol verimi Gzerinde etkisinin
oldukga 6nemli oldugu gozlemlenmistir.

Rawat vd. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada yeni izole edilmis bir Aspergillus
niger NFCCI 3879 ile karahindiba kokii kullanilarak serbest ve immobilize iniilinaz
tretimi gerceklestirilmis ve optimizasyon yapilmistir. Calismada ek olarak metal
iyonlarinin ve bazi inhibitdr bilesiklerin enzim aktivitesi lizerine etkisi incelenmistir.
2mM’lik MgSQO4, ZnSQO4, BaCl,, MnClz, CaCl,, CuCly, FeCls ve HgCl2 soliisyonlari
fermentasyon ortamma eklenmistir. Inhibitdr bilesik olarak (2mM) fenilmetilsiilfonil
florir (PMSF), etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) ve para kloramercuribenzoik asit
(pCMB) kullanilmistir. Bu ¢alismada EDTA, PMSF, pCMB ve Hg" nin serbest ve
immobilize iniilinazin iniilinaz aktivitesi tizerinde gii¢lii bir sekilde inhibe edici etkisi
oldugu gériilmiistiir. Bunun yan1 sira Mn*?’nin enzim aktivitesini arttirdig bildirilmistir.

Hou vd. (2018) yapilan g¢aligmada piring kavuzu hammaddesi kullanilarak
Saccharomyces cerevisiae ile gerceklestirilen fermentasyonda fenolik inhibitorlerin
etkileri ve toksisiteleri arastirilmistir. Calismada fenolik inhibitér olarak ferulik asit,
asetovanil, vanilin, 4-hidroksiasetofenon, sinapik asit, 4-sinnamik asit, 4-hidroksibenzoik
asit ve salisilik asit secilmistir. Se¢ilen inhibitérlerden 0,3, 0,6, 0,9, 1,2, 1,5, 1,8, 2,1 ve
2,4 mM konsantrasyonlarda fermentasyon ortamina eklenmistir. Calisma sonunda;
ferulik asit, sinapik asit ve 4-sinnamik asitin en gii¢lii toksisiteye neden oldugu ve bununla
birlikte vanililalkol ve koniferil alkoliin ¢ok az diizeylerde toksik etki yarattigi
goriilmiistiir. Ayn1 zamanda bu c¢alismada inhibitorlerin molekiiler yapisinin toksisite
etkisinde 6nemli bir rol oynadig1 ve bilesiklerdeki orto pozisyonunun para ve meta
pozisyonuna gore daha fazla toksik etki gosterdigi saptanmustir.

Gida mikrobiyolojisinde modeller matematiksel ifadeler olup gida kaynakli bir
mikroorganizmanin {iiremesi, hayatta kalmasi ve inaktivasyonunu tanimlamaktadir.
Matematiksel modellemeler birincil ve ikincil modeller olmak f{izere 2 sinifa
ayrilmaktadir. Birincil modeller (Gompertz, Lojistik, Richards, Schunte, Stannard,
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Baranyi vb.) normal olarak ortam parametrelerini igermezler. Esas olarak zamana bagl
mikroorganizma sayisinda degisim gosterirler. Ikinci modeller (Arhenius, Karekdok,
Tepki yiizey modeli vb.) ise esas olarak birincil modellerden elde edilen ¢ogalma veya
inaktivasyon parametreleri (k, D, p vb.) lizerine ortam faktorlerinin (sicaklik, pH, aw,
atmosfer bilesenleri, inhibitorler vb.) etkisinin ortaya kondugu veya ifade edildigi
modellerdir (Oguzhan ve Yangilar, 2013).

Literatiirde farkli mikroorganizmalarin gelisimi ve irettikleri {irtinler {izerine
farkli inhibitor bilesiklerin etkisini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir. Bu ¢aligmalarda
fermentasyon ortaminda serbest hiicreler kullanilmistir.  Ancak hiicrelerin
immobilizasyonu ile inhibitdr bilesiklere dayanikliligmnin artirilmaya c¢aligildigi bir
arastirma literatiirde bulunmamaktadir. Bu nedenle s6z konusu alanda eksikler
oldugundan, bu caligmada Saccharomyces cerevisiae hicreleri kalsiyum aljinat ile
immobilize  edilmistir.  Sonrasinda  inhibitor = maddelerin  ¢esitlerinin  ve
konsantrasyonlarinin, hiicrelerin gelisimi ve etanol tretimi tizerine etkileri belirlenmistir.
Ayrica elde edilen veriler ile seker tiiketimi (g/L), biyokiitle gelisimi (g/L), etanol miktari
(g/L), verim (%), maksimum tiiketim oran1 (g/L/saat), maksimum iiretim orani (g/L/saat)
ve spesifik gelisim oran1 (1/saat) gibi kinetik parametreler hesaplanmistir. Tim sonuclar
farkli matematiksel modellerle tanimlanarak en iyi hiicre gelisimi, en yiiksek etanol
iiretimi ve seker tiiketimi agisindan en uygun model belirlenmistir.

10
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Calismada saf karbon kaynagi olarak glukoz (Sigma-Aldrich, France,
Lot.SZBF0140V) kullanilmistir. Fermentasyon ortamima HMF (abcr GmbH, Germany,
Lot.1222814), furfural (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, Lot.SHBJ4422), fenol (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA, Lot.SZBA1870V), asetik asit (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA,
Lot.SZBF1200V) ve formik asit (Merck KGaA, Darmstadt, Germany, Lot.1.00264.2500)
bilesikleri inhibitér madde olarak farkli konsantrasyonlarda eklenmistir.

3.2. Fermentasyonda Kullamilan Mikroorganizma

Fermentasyon islemlerinde Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu’ndan (Monnos,
VA) temin edilen Saccharomyces cerevisiae (ATCC 36858) mikroorganizmasi
kullanilmistir. Mikroorganizma, 50 g/L glukoz, 6 g/L yeast ekstrakt, 4 g/L (NH4)2SOs,
1,5 KH2POg4, 1 g/L MgS04.7H20 ve 0,3 g/L CaCl..2H20 igeren besiyeri ortaminda
gelistirilmistir (Turhan vd., 2010). Mikroorganizma, etlivde 30 °C’de 48 saat inkiibe
edildikten sonra +4 °C’de stok kiltir formunda muhafaza edilmistir. Fermentasyon
ortami i¢in ise mikroorganizmanin 30 °C ve 150 rpm’de 24 saat boyunca calkalamali
inkiibatorde 6n kiiltiir formunda gelisimi saglanmistir. Stok kiltirler her ay yenilenerek
muhafaza edilmistir. Uzun siireli kullanilmama durumunda ise %20°1ik gliserol igerisinde
-80 °C’de saklanmustir (Turhan vd., 2010).

3.3. immobilizasyon

Immobilizasyon islemi oncesinde kullanmlacak olan %2’lik kalsiyum aljinat
cozeltisi, %0,85’lik NaCl ¢ozeltisi, 0,1 M ve 0,05 M’lik CaCl..2H20 cozeltileri
hazirlanip, 121 °C’de 15 dk sterilize edildikten sonra sogutulmustur. Kullanima hazir hale
gelen cozeltiler ile immobilizasyon islemi gerceklestirilmistir. Oncelikle 150 mL’lik
erlenlerde gelistirilmis olan 6n kiiltiir formu 50 mL’lik santrifiij tliplerine esit miktarda
doldurularak 3800 x g ve 4 °C’de 20 dk santrifij (VWR Mega Star 3.0R, Almanya)
edilmistir. Santrifiij sonrasi ustte kalan siipernatant olarak adlandirilan berrak sivi kisim
stizilmistiir. Tiiplerin dibinde kalan mikroorganizmalara steril kabinde 20 mL kalsiyum
aljinat ¢ozeltisi eklenmis ve homojen hale gelene kadar karistirma islemi gergeklesmistir.
Ayni zamanda 0,1 M’lik CaCl2.2H20 ¢ozeltisi 1 L’lik behere bosaltilmistir. Homojen
hale gelen kalsiyum aljinat-mikrooranizma karigim: siringa (3P 21G 0,80-38 mm)
yardimi ile behere alinmis olan 0,1 M’lik CaCl2.2H20 ¢ozeltisine damlatilip immobilize
hiicrelerin olusumu saglanmistir. Hiicrelerin olusum asamasindan sonra ¢dzelti siiziilmiis
ve behere 0,05 M’lik CaCl2.2H20 ilave edilerek 12 saat bekletilmistir. Son asama olarak
cozeltisi stiztlen hucreler 3 defa %0,85’lik NaCl ¢ozeltisi ile yikanarak fermentasyona
hazir hale getirilmistir. Ardindan yikanmis hiicreler, fermentasyon ortami hazir olan
biyoreaktore aktarilmistir (Yatmaz vd., 2013; Lee vd., 2011; Razmovski ve Vucurovic,
2011).

11
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3.4. Kontrol Fermentasyonu ve Inhibitér Konsantrasyonlari

Etanol iretiminde tim fermentasyon denemeleri 2 L’lik biyoreaktorlerde
(Sartorius Biostat B Plus Biyoreakttr, Almanya) 1.5 L hacminde gergeklestirilmistir. Bu
amagcla laboratuvar tipi; pH, sicaklik, oksijen ve kopiik kontrolii yapabilen, karistirma
Ozelligine sahip biyoreaktér kullanilmistir. Biyoreaktor, uygun besiyeri ile
doldurulduktan sonra (3.2’deki besiyeri bilesimi) 121 °C’de 15 dk boyunca otoklavda
sterilize edilmistir. pH ayarlamasi 4 N NaOH ile gerceklestirilmistir. Fermentasyonlarda,
sicaklik 30°C ve karistirma hizi 150 rpm’de sabit tutulmustur. Tim kontrol
fermentasyonlar1 herhangi bir inhibitér eklenmeden iki tekerrurli olarak 50 g/L glukoz,
6 g/L yeast ekstrakt, 4 g/L (NH4)2SO4, 1,5 KH2PO4, 1 g/L MgS04.7H20 ve 0,3 g/L
CaCl2.2H20 igeren besiyeri ortaminda gergeklestirilmistir. Inhibitdr maddeler kat1 veya
stvi formda olmak {izere konsantrasyonlar1 literatiir taramasi ile belirlenip fermentasyon
ortamina direkt eklenip diger bilesenler ile homojen karigimi saglanmistir (Alriksson vd.,
2009; Li vd., 2017; Abud vd., 2017; Lin vd., 2015). Belirlenen inhibitér maddelerin
konsantrasyonlar1 Cizelge 3.1’de verilmistir.

Tim fermentasyon denemeleri en az 2 tekerrirli olarak 48 saat stirmiis olup, bu
denemelerden baslangic¢ ve 0. saat drneklerine ek olarak 2, 4, 8, 11, 14, 24, 30, 36 ve 48.

saatlerde 6rnekler alinmistir. Ornekler analiz edilene kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.1. Inhibitér bilesikler ve konsantrasyonlari

Inhibitér Madde Inhibitér Konsantrasyonu (g/L)
HMF 2-4-6-8-10

Furfural 0,1-0,5-2-4-6-8-10

Fenol 0,5-1-5-7-9

Asetik Asit 2,5-5-7,5-10-12,5

Formik Asit 0,5-1-1,5-2-2,5

3.5. Deneme Deseni

Calismada 6ncelikli olarak inhibitdr eklenmeden yapilan kontrol fermentasyonlari
gerceklestirilmistir. Kontrol fermentasyonlarin1 takiben secilen 5 farkli inhibitor
fermentasyon ortamina ayr1 ayr1 eklenmistir. Gergeklestirilen fermentasyonlar sonrasinda
maya hiicrelerinin her bir inhibitére kargt maksimum tolerans miktar1 belirlenmistir. Bu
tolerans araliklar1 ile Plackett-Burman Dizayn tasariminda kullanilacak minimum ve
maksimum noktalar belirlenmistir. Bu noktalar ile bir deneme deseni olusturulmus ve tim
inhibitorlerin bir arada kullanildigi miks fermentasyonlar gerceklestirilmistir. Burada
temel amacg ligneseliillozik vb. bilesiklerin ekstraksiyon-hidroliz gibi 6n islemlerden
gectikten sonra birden fazla inhibit0r icereceginin géz oniinde bulundurulmasidir. Elde
edilen deneme deseni Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Plackett-Burman Dizayn deneme deseni

Deneme HMF Furfural Fenol Asetik Asit  Formik Asit
No. (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L)
1 2 4 0,500 1,250 0,500
2 4 2 0,250 1,250 0,500
3 3 3 0,375 1,875 0,375
4 3 3 0,375 1,875 0,375
5 4 4 0,250 2,500 0,500
6 4 2 0,500 2,500 0,250
7 2 2 0,250 1,250 0,250
8 2 4 0,250 2,500 0,250
9 4 4 0,500 1,250 0,250
10 2 2 0,500 2,500 0,500

3.6. Analiz Metotlar
3.6.1. DNSA metodu ile toplam seker analizi (miller metodu)

Alinan fermentasyon orneklerinde 3,5-dinitrosalisilik asit (DNSA) kullanilarak
seker miktar1 belirlenmistir (Miller, 1959).

Seker analizi i¢in kimyasallarin hazirlanmasi:

e DNSA: 10 g Dinitrosalisilik asit, 0,5 g Sodyum stlfit ve 10 g Sodyum
hidroksit tizerine 1 L DI su,

¢ %40’lik Potasyum sodyum tartarat ¢ozeltisi (PST),

e 5N KOH,

e Konsantre HCI (12 M),

e DI su.

Not: PST ve DNSA c¢0zeltileri amber siselerde muhafaza edilmistir.

50 pL 6rnek, 1,95 mL DI su ve 0,04 mL HCI test tiipiiniin igine eklenmistir. Test
tiipleri 90 °C’ye ayarlanan su banyosunda 10 dk bekletilmistir. Uzerlerine 0,1 mL 5 N
KOH eklenip karistirilmis ve test tiiplerinden 0,64 mL ¢ozelti disar1 alinmistir. Kalan
karigimin tizerine 1,5 mL DNSA eklenip karistirilmistir. Ayn1 zamanda bos olan iki test
tipdne 1,5 mL DNSA ve 1,5 mL DI su eklenerek kor olarak kullanima hazir hale
getirilmistir. Hazirlanan biitiin tiipler 90 °C’ye ayarlanan su banyosunda 15 dk
bekletilmistir. 0,5 mL PST ¢ozeltisinden kore ve diger tiiplere eklenmistir. Tiipler oda
sicakligmma kadar sogutulup, son olarak da karigtiriip 575 nm dalga boyunda
spektrofotometrede (ThermoScientific, Evolution 201, UV Visible Spectrophotometer,
Cin) dlgiilen degerler kaydedilmistir. Elde edilen degerler hesaplanmis olan Denklem1’de
yerine yazilarak analiz sonuglar1 elde edilmistir. Seker analizi yapilan Orneklerin
kiivetlerdeki goriintiisii Sekil 3.1°de gosterilmistir.

y=59.9826*x+0.7817 (1)
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Sekil 3.1. DNSA metodu ile seker analizi yapilan 6rnekler

3.6.2. Etanol miktar: analizi

Alman orneklerde etanol lretimini gozlemlemek amaciyla etanol miktarinin
belirlenmesinde RefractoMax 520 kirilma indisi dedektorii, otomatik 6rnekleyici, kolon
firm ve bilgisayar kontrolii ile donatilmis bir HPLC (Thermo Scientific UltiMate 3000,
Drejeich, Almanya) cihazi kullanilmistir. Analiz edilecek 6rnekler ultra saf su ile 20 kat
seyreltilip kati partikiilleri uzaklastirmak igin filtreden (Chromafil PET-45/25)
gecirilmistir. Filtreden gegirilen o6rnekler analiz i¢in amber viallere aktarilmistir (Sekil
3.2). Analiz, 0,5 mL/dk akis hizinda, 20 pL enjeksiyon hacmine sahip, 0,01 N H2SO4
mobil faz ve 70°C’de Transgenomic ICSep ORH-801 (Apple Valley, MN) kolonu ile
gerceklestirilmistir (Germe¢ vd., 2017). Elde edilen kromotogramlardaki degerler
ppm’den g/L cinsine g¢evrilip kaydedilmistir.

Sekil 3.2. Etanol analizinde kullanilan HPLC ve analiz edilecek vialler
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3.6.3. Biyokutle analizi

Fermentasyon ortaminda biyokiitle degisimini belirlemek amaciyla 6rneklerden
0,1 mL alinarak tizerine 0,9 mL saf su eklenip 10 kat seyreltilmistir. Sonra kor olarak saf
su kullanilarak spektrofotometrede (ThermoScientific, Evolution 201, UV Visible
Spectrophotometer) 620 nm’de elde edilen absorbans degerlerine gére Saccharomyces
cerevisiae canli miktar1 daha dnceden elde edilen Denklem 2 kullanilarak hesaplanmistir
(Demirci ve Pometto 1995, Demirci vd., 1997).

y=0.666019*x+0.10634 (2
3.6.4. Kinetik parametrelerin belirlenmesi

Biyoreaktorden alinan orneklerde toplam seker, etanol ve biyokiitle analizleri
yapildiktan sonra elde edilen veriler ile;

Seker tiiketimi (g/L),

Etanol Gretimi (g/L),

Biyokiitle gelisimi (g/L),

Verim (%),

Seker kullanim orani (%),

Teorik etanol verimi (%)
Maksimum tiiketim oran1 (g/L/saat),
Maksimum tiretim orani (g/L/saat),

Maksimum gelisim orani (g/L/saat) kinetik parametreleri belirlenmistir (Turhan
vd., 2010).

Hesaplamalar substrat (S) ve f{riin (P) {izerinden asagidaki denklemler
kullanilarak hesaplanmastir:

Seker Tiiketimi (g/L): S=Smax-Smin 3)
Etanol Uretimi (g/L): P= Pmax-Prmin 4
Biyokiitle Gelisimi (g/L): X=Xmax-Xmin 5)
Etanol Verimi (%): Yp;s=(P/S)*100 (6)
Biyokiitle Verimi (%): Yx/s=(X/S)*100 @)
Seker Kullanim Orani (%): SUY=(S/Smax)*100 (8)
Teorik Etanol Verimi (%): TY=((Ypss)/51,5)*100 9)

Maksimum Tiiketim Orani (g/L/saat): Seker kurvesinin en dik kisminin egimi (10)

Maksimum Uretim Orani (g/L/saat): Etanol kurvesinin en dik kismimin egimi (11)
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Maksimum Gelisim Orani (g/L/saat): Biyokiitle kurvesinin en dik egimi (12)
3.6.5. Matematiksel modellerin belirlenmesi

Kontrol fermentasyonundan ve segilen 5 farkli inhibitor bilesigin ilavesi ile
gerceklestirilen fermentasyonlardan etanol {retimi en fazla olan denemelere
matematiksel modellemeler yapilmistir. Calisma i¢in se¢ilen modeller etanol iiretiminin
yani sira seker tiikketimi ve biyokiitle gelisimi i¢in de kullanilmistir. Bu analiz sonuglar1
10 farklt modele uygulanip en iyi model belirlenmistir. Modellemelerde, Microsoft Excel
Office 365 programi kullanmilmistir. Asagida, bu ¢alismada kullanilan modellerin
matematiksel ifadesi verilmistir.

e Modifiye Gompertz model (4 parametreli) (Zwietering vd., 1990)

Qxex (A—t)
A=A, + Ay — A) X axp[—exp {—+1H

A (13)
e Modifiye lojistik model (4 parametreli) (Zwietering vd., 1990)
A=A + -"inﬂ; - "'ch-
t — g _
1+ exp (ﬁw + 2:] (14)
e Modifiye Richards model (5 parametreli) (Zwietering vd., 1990)
"-J"i“l'. — -"J‘n-
A=A, + T

|L++|

['J. +ou, % oexp (14 1,) % exp (Q X {1+ 1:1_];j .Ll (- t])]
m (15)

e Stannard model (5 parametreli) (Stannard vd., 1985)

A=A+ Am — 4 W
[1 texp (_w]l _ (16)
e Weibull model (4 parametreli) (Weibull, 1951)
A= Ap — (Am — Ay) % exp [—(k, x £)%1] (17)
e Morgan-Mercer-Flodin model (4 parametreli) (Morgan vd., 1975)
Ae = i _H (18)

e Asimetrik model (4 parametreli) (Dantigny vd., 2011)
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1—

":jr = "'“n- + {Ai“li _"'“n-] X

J- ]
) t
L+ () (19)

e Baranyi model (5 parametreli) (Baranyi & Roberts, 1994)

_ . exp(@xB) -1
A=A, +QxB—In |1+ exp(aﬂ._—a[,]] 20)
Burada,
B, =t +%>-: Inlexp(—Q % ¢) + exp(—h,) —exp (—Q = t — k)] (21)
Burada,
h,=@Q@ x4 (22)

e Huang model (4 parametreli) (Huang, 2013)

Ay = Ag + Ay — Inlexp(4p) + [exp(4,,) — exp(Ay)] x exp(—Q x HJ] (23)

Burada,
1 1+ exp(—ax(t—1)
Bt x| o ax ) ] (24)
e Fitzhugh model (4 parametreli) (Pitt vd., 1999)
A = Ag + (A — Ag) X [1 - exp (—hz x 0] (25)

Bu c¢alismada kullanilan matematiksel modellerin karsilastirilmasinda ve en iyi
modelin secilmesinde ortalama karesel hata (RMSE), ortalama mutlak hata (MAE),
regresyon katsayisi (R?), on yarg1 faktorii (BF) ve kesinlik faktorii (AF) degerleri
kullanilmistir. RMSE, proseslerin model performansini degerlendirmek igin standart bir
istatistiksel metrik olarak kullanilip hesaplanmistir (Chai ve Draxler, 2014). RMSE’nin
en disiik degere sahip oldugu modeller uyumlu olarak kabul edilmistir (Germeg vd.,
2019).

| n
RMSE = ||IZ[xi—yij:]fn, I U AR
N (26)

MAE de model degerlendirmelerinde yaygin olarak kullanilan bir dl¢iit olarak

hesaplanmistir (Chai ve Draxler, 2014). MAE nin en diistik degere sahip oldugu modeller
uyumlu olarak kabul edilmistir (Germeg vd., 2019).
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n
1
MﬂE:_Zlf‘ff—}’w I=1,2 e e e e,
= (27)

Matematiksel modeller kullanilarak tahmin edilen veriler elde edildikten sonra,
tahmin edilen degerler, deneysel verilere karsi grafike edilmis ve R? degeri, ¢izilen dogru
denklemine gore belirlenmistir. R%’nin 1’e yakin olmasi modelin uyumlu oldugunu
belirtmektedir (Germeg vd., 2019).

[laveten, BF degeri, deneysel ve tahmin edilen degerler arasindaki ortalama fark
igin bir tahmin degeri olarak hesaplanmistir (Cayré vd., 2003; Ross, 1996). BF degeri
0,95<BF<l1,11 ise deger model ile uyumludur. BF degeri 0,87<BF<0,95 veya
1,11<BF<1,43 ise model kabul edilebilirdir. BF degeri BF<0,87 veya BF>1,43 ise model
kabul edilemezdir (Germeg vd., 2019).

n loglxi/w)

BF =105 5, = 1,2 ooy (28)

AF degeri, deneysel ve tahmin edilen degerler arasindaki ortalama mutlak fark
icin bir tahmin degeri olarak hesaplanmistir. Daha biiyiik deger, daha az kesin tahmin
demektir (Cayré vd., 2003; Ross, 1996). AF degeri 1<AF<1,2 ise deger model ile
uyumludur. AF degeri 1,2<AF<1,3 ise model kabul edilebilirdir. AF degeri AF>1,3 ise
model kabul edilemezdir (Germeg vd., 2019).

s loglyi /=l
AF =107=: n s L= 1,2, i e e a1
(29)

3.6.6. istatistiksel analiz

Fermentasyonlarin analiz sonuglarindan elde edilen kinetik parametre degerleri
degerleri SAS istatistiksel programi (Version 9; SAS Institute Inc.) kullanilarak Duncan
coklu karsilastirma testi ile %95 giiven seviyesinde analiz edilmistir. Inhibitor bilesiklerin
miks olarak kullanildi1 deneme deseni ise Minitab Istatistiksel yazilimi (Version 13.3;
Minitab Inc., State College, PA, USA) ile yapilmistir. Her faktoriin cevap itizerindeki
istatistiksel dnemi %95 given seviyesinde belirlenmistir. Tiim parametrelerin degerleri,
iki tekrarlamanin ortalamasi olarak verilmistir ve tablolarda ortalamatstandart hata
olarak ifade edilmistir.

18



BULGULAR VE TARTISMA S.B. ERKAN

4. BULGULAR VE TARTISMA

Kontrol fermentasyonuna ve HMF, furfural, fenol, asetik asit, formik asit
inhibitorleri ile gergeklestirilen fermentasyonlara ait bulgular asagida verilerek sonuglar
degerlendirilmistir.

4.1. Kontrol Fermentasyonu

Inhibitér ilavesi olmadan gergeklestirilen kontrol fermentasyonuna ait bulgular
asagida verilmistir. Inhibitor ilaveli fermentasyonlarin sonuglar1 kontrol fermentasyonu
ile karsilagtirilarak elde edilen verilen degerlendirilmistir.

4.1.1. Kontrol fermentasyonuna ait analiz sonuglari ve kinetik parametreler

Gergeklestirilen ¢alismada inhibitér bilesiklerin immobilize Saccharomyces
cerevisiae hiicreleri ile yapilan etanol fermentasyonu iizerine etkileri incelenmistir. Bu
etkileri incelemek amaci ile 2 tekerriirli olmak iizere kontrol fermentasyonlari
gerceklestirilmistir. Calismada besiyeri saf karbon kaynagi glukoz olarak secilmis olup
fermentasyonlar 2 L’lik biyoreaktorde 1,5 L hacminde ¢alisilmigtir. Bu fermentasyonlar
herhangi bir inhibitor bilesik eklenmeden tamamlanmustir.

Fermentasyon, immobilize hiicrelerin yapilarinin bozulmadan steril edilmis
biyoreaktore aktarilmasiyla baglamistir. Baslangictan 48. saate kadar fermentasyon
ortam1 ve immobilize hiicrelerin durumu gézlenmistir. Bu siiregte fermentasyon basinda
besiyeri ortaminin berrak ve immobilize hiicrelerin yapi biitiinliigiiniin diizgiin oldugu
goriilmiistiir. Fermentasyonun 48. saatinde ise besiyeri ortaminin hiicre gelisimi ve etanol
tretimi ile bulaniklagtigi, gelisen hiicrelerin ise yapilarinin dagildigir goriilmiistiir.
Fermentasyon siiresince olusan bu degisim Sekil 4.1’de verilmistir.
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Sekil 4.1. Fermentasyonun baglangicinda ve 48. saatinde elde edilen gortintuler

Kontrol olarak gerceklestirilen fermentasyona ait analiz sonuglar1 Cizelge 4.1°de
verilmigtir. Verilen degerler 2 tekerriiriin ortalamasindan elde edilmis olup + standart hata
ile gosterilmistir. Yapilan kontrol fermentasyonunda maksimum etanol {iretiminin 24.
saatte 35,716 g/L oldugu, bu saatten sonra etanol miktarinin azaldig1 ve 48. saat sonunda
35,200 g/L oldugu goriilmiistiir. Fermentasyon baslangicinda 76,593 g/L olan ortamdaki
seker igeriginin fermentasyon sonunda 3,239 g/L oldugu saptanmistir. Fermentasyon
boyunca gerceklesen biyokiitle gelisimi ise en yiksek 48. saatte 7,164 g/L olarak elde
edilmistir.

Cizelge 4.1. Kontrol fermentasyonuna ait analiz sonuglari

Zaman (saat) Etanol Uretimi (g/L) Seker Tilketimi (g/L) Biyokiitle Gelisimi (g/L)

0 (Bsl.) 0,000+0,000 76,593+0,508 1,063+0,000
0 0,263+0,021 76,261+1,675 1,107+0,014
2 0,534+0,000 74,436+0,045 1,165+0,018
4 1,868+0,050 65,987+0,064 1,336+0,012
8 6,486+0,402 62,661+2,542 1,778+0,159

11 13,150+0,256 46,930+0,953 2,988+0,038
14 21,369+0,326 28,233+0,064 4,082+0,133
24 35,716+0,148 3,778+0,169 5,994+0,055
30 35,431+0,269 3,718+0,212 6,350+0,015
36 35,299+0,071 3,359+0,138 6,735+0,000
48 35,200+0,071 3,239+0,127 7,164+0,000
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Fermentasyon boyunca hiicrelerin sekeri kullandig1 ve seker tiiketim oraninin
996,100 oldugu hesaplanmistir. Buna ek olarak elde edilen etanol veriminin %49,234
biyokutle veriminin ise %8,410 oldugu goriilmiistiir. Fermentasyon sonunda hesaplanan
etanol veriminin teorik etanol verimi olan %51,100 degerine yakin olmasi
fermentasyonun uygun bir sekilde tamamlandigini gostermektedir. Kontrol
fermentasyonuna ait tiim kinetik parametreler Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Kontrol fermentasyonuna ait kinetik parametreler

Kinetik Parametreler

Seker Tiiketimi, AS (g/L) 72,543+2,548
Etanol Uretimi, AP (g/L) 35,716+0,057
Biyokiitle Artisi, AX (g/L) 6,101+0,000
Etanol Verimi, Ypss (%) 49,234+1,527
Biyokditle Verimi, Yxss (%) 8,410+0,273
Teorik Etanol Verimi, TY (%) 92,980+2,989
Spesifik Gelisim Hizi, Qx (g/L/h) 0,310+0,077
Spesifik Uretim Hizi, Qp (g/L/h) 1,800+0,159
Spesifik Tiketim Hizi, Qs (g/L/h) 3,380+0,170
Seker Tiiketim Orani, SUY (%) 96,100+0,346

4.1.2. Kontrol fermentasyonuna ait etanol iiretimi, biyokiitle gelisimi ve seker
tilkketimi degerlerinin matematiksel modellenmesi

Inhibitér ilavesi olmadan yapilan kontrol fermentasyonundan elde edilen etanol
uretimi, biyokdtle gelisimi ve seker tiiketimi degerlerine 10 farkli model uygulanmis olup
elde edilen veriler Cizelge 4.3’te verilmistir.

Etanol iiretimi i¢in en diisiik RMSE degeri (0,948 g/L) ve MAE degeri (0,661 g/L)
Fitzhugh modelden elde edilmistir. Etanol tiretimi i¢in en yiiksek RMSE degeri (11,205
g/L) ve MAE degeri (10,705 g/L) Stannard modelden elde edilmistir. Elde edilen
verilerde en diisiik R? degeri (0,9095) Stannard modelden, en yiiksek R? degeri (0,9981)
MMF modelden elde edilmistir. Bu degerlerin yan1 sira modellerin uyumluluguna karar
vermek i¢in BF ve AF degerleri dikkate alinmigtir. BF degeri 0,95<BF<I,11 ise deger
model ile uyumludur. BF degeri 0,87<BF<0,95 veya 1,11<BF<1,43 ise model kabul
edilebilirdir. BF degeri BF<0,87 veya BF>1,43 ise model kabul edilemezdir. Weibull
(1,094) ve MMF (1,111) modelden elde edilen BF degerleri model i¢in uyumlu olan
araliktadir. AF degeri 1<AF<I,2 ise deger model ile uyumludur. AF degeri 1,2<AF<1,3
ise model kabul edilebilirdir. AF degeri AF>1,3 ise model kabul edilemezdir. Weibull
(1,290) ve MMF (1,228) modelden elde edilen AF degerleri model i¢in kabul edilebilir
araliktadir. Tiim bu degerler incelendiginde etanol iiretimi i¢in en uygun model MMF
model olarak secilmistir.

Biyokiitle gelisimi i¢in en diisitk RMSE degeri (0,176 g/L) ve MAE degeri (0,146
g/L) MMF modelden elde edilmistir. Biyokiitle gelisimi i¢in en yliksek RMSE degeri
(2,385 g/L) Baranyi modelden ve en yiiksek MAE degeri (2,024 g/L) Stannard modelden
elde edilmistir. Elde edilen verilerde en diisiik R? degeri (0,7444) Asimetrik modelden,
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en yilksek R? degeri (0,9958) MMF modelden elde edilmistir. Bu degerlerin yan1 sira
modellerin uyumluluguna karar vermek i¢in BF ve AF degerleri dikkate alinmistir. BF
degeri 0,95<BF<1,11 ise deger model ile uyumludur. BF degeri 0,87<BF<0,95 veya
1,11<BF<1,43 ise model kabul edilebilirdir. BF degeri BF<0,87 veya BF>1,43 ise model
kabul edilemezdir. MGM (0,960) ve MMF (0,990) modelden elde edilen BF degerleri
model i¢in uyumlu olan araliktadir. AF degeri 1<AF<1,2 ise deger model ile uyumludur.
AF degeri 1,2<AF<1,3 ise model kabul edilebilirdir. AF degeri AF>1,3 ise model kabul
edilemezdir. MGM (1,062) ve MMF (1,054) modelden elde edilen AF degerleri model
icin uyumlu olan araliktadir. Tiim bu degerler incelendiginde biyokiitle gelisimi igin en
uygun model MMF model olarak secilmistir.

Seker tiiketimi i¢in en diisiik RMSE degeri (2,729 g/L) ve MAE degeri (1,256
g/L) Weibull modelden elde edilmistir. Seker tiiketimi i¢in en yiiksek RMSE degeri
(33,717 g/L) Huang modelden ve en yliksek MAE degeri (25,649 g/L) Asimetrik
modelden elde edilmistir. Elde edilen verilerde en diisiik R? degeri (0,4127) Huang
modelden, en yiiksek R? degeri (0,9943) Weibull modelden elde edilmistir. Bu degerlerin
yani sira modellerin uyumluluguna karar vermek icin BF ve AF degerleri dikkate
alimmistir. BF degeri 0,95<BF<I,11 ise deger model ile uyumludur. BF degeri
0,87<BF<0,95 veya 1,11<BF<1,43 ise model kabul edilebilirdir. BF degeri BF<0,87 veya
BF>1,43 ise model kabul edilemezdir. Weibull (1,014) modelden elde edilen BF degeri
model i¢in uyumlu olan araliktadir. MMF (0,879) modelden elde edilen BF degerleri
model icin kabul edilebilir araliktadir. AF degeri 1<AF<1,2 ise deger model ile
uyumludur. AF degeri 1,2<AF<1,3 ise model kabul edilebilirdir. AF degeri AF>1,3 ise
model kabul edilemezdir. Weibull (1,044) ve MMF (1,152) modelden elde edilen AF
degerleri model i¢in uyumlu olan araliktadir. Tim bu degerler incelendiginde seker
tiketimi icin en uygun model Weibull model olarak segilmistir.

Kontrol fermentasyonundan elde edilen etanol iiretimi, biyokiitle gelisimi ve seker
tiiketimi verilerine uygulanan modellerin kiyaslandig: grafikler EK-1, EK-2 ve EK-3’te
verilmistir. Bu veriler i¢in hesaplanan model parametreleri EK-4, EK-5 ve EK-6’da
verilmistir.
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Cizelge 4.3. Kontrol fermentasyonundan elde edilen verilere uygulanan matematiksel modellerin karsilastiriimasi

Model/Kontrol Etanol Uretimi Biyokiitle Gelisimi Seker Tiiketimi

RMSE MAE 2 RMSE MAE 2 RMSE MAE 2

@y v ~ B A e @y OB A gy @y & OBFOA
MGM 2,843 2,591 0,9875 0,571 1,853| 0,179 0,150 0,9952 0,960 1,062| 27,610 16,240 0,5590 0,591 1,695
MLM 3,838 3,115 0,9799 0,529 2,045| 0,510 0,465 0,9922 0,830 1,205| 32,065 23,404 0,4981 0,358 2,796
MRM 3,174 3,044 10,9818 0,508 2,019| 0,390 0,330 0,9924 1,315 1,331| 23,002 16,826 0,6394 0,465 2,238
Stannard 11,205 10,705 0,9095 0,574 3,235| 2,172 2,024 0,9267 0,784 1,978| 17,093 15,616 0,9161 0,512 2,322
Weibull 2,367 1,428 0,9794 1,094 1,290, 0,413 0,288 0,9875 1,016 1,080| 2,729 1,256 0,9943 1,014 1,044
MMF 1,287 1,016 0,9981 1,111 1,228| 0,176 0,146 0,9958 0,990 1,054| 3,265 1,942 0,9915 0,879 1,152
Asimetrik 0,799 0,645 0,9969 1,425 1,471| 1,268 1,089 0,7444 0,781 1,357 | 25,959 25,649 0,5422 0,404 2,934
Baranyi 3,241 2,160 10,9585 0,760 1,379| 2,385 1,197 0,8061 1,128 1,366| 33,703 23,740 0,4132 0,391 2,557
Huang 1,890 1,270 0,9833 0,786 1,336| 0,640 0,485 0,9730 0,916 1,144 33,717 23,746 0,4127 0,391 2,558
Fitzhugh 0,948 0,661 0,9970 3,705 3,754| 0,539 0,454 0,9688 0,921 1,177| 3,854 2,262 0,9895 0,986 1,069
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4.2. HMF llavesi ile Gerceklestirilen Fermentasyonlar

Saf karbon kaynagi olarak glukozun kullanildig1 kontrol besiyeri ortamina 2 g/L,
4 ¢g/L, 6 g/L, 8 g/L ve 10 g/L olmak iizere 5 farkli konsantrasyonda HMF eklenmis olup
bu fermentasyonlar 2 tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir. Her fermentasyondan 48 saat
boyunca belirli araliklar ile 6rnekler alinmistir. Bu 6rnekler ile seker, etanol ve biyokiitle
analizleri yapilmistir. Elde edilen analiz sonuglari zamana bagli olarak ayri ayrt grafik
edilmis olup asagida verilmistir.

4.2.1. HMF ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyonlarda seker tiiketimi

2,4 ve 6 g/ HMF ilavesi ile ger¢eklestirilen fermentasyonlarda ortamda bulunan
sekerin immobilize hiicreler tarafindan tiiketilebildigi Sekil 4.2°de gortlmektedir. 8 g/L
HMF ilavesi ile baslangicta 80,638 g/L. olarak olgiilen seker miktari fermentasyon
sonunda 43,092 g/L’ye diismiistiir. Immobilize hiicrelerin sekeri kullanmasinin
siirlanmastyla gelisim ve tretim biiyiik 6lgiide azalmistir. 10 g/ HMF ilavesi ile
baslangicta 84,638 g/L olarak 6l¢iilen seker miktar1 72,216 g/L’ye diismiistiir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Besiyerine farkli konsantrasyonlarda HMF ilavesinin seker tiiketimine etkisi
4.2.2. HMF ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyonlarda etanol iiretimi

2, 4 ve 6 g/L HMF ilaveli fermentasyonlarda seker tiiketiminin iyi olmasi
nedeniyle etanol lretimi de gerceklesmistir. Bu fermentasyonlar sonucunda ortamda
bulunan etanol miktariin kontrol fermentasyonunda elde edilen en yuksek etanol miktari
(35,716 g/L) ile yakinlik gosterdigi goriilmiistiir. Bu sonuglar ile besiyerinde 6 g/L HMF
bulunmasinin etanol tretiminde inhibe edici bir etkinin olmadigini1 gostermistir. 8 g/L
HMEF ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyonda 48 saatin sonunda ortamda 13,485 g/L,
10 g/L HMF ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyonda ise 48 saat sonunda ortamda
3,993 g/L etanol belirlenmistir. Bu veriler dogrultusunda 8 ve 10 g/L HMF
konsantrasyonu ile etanol Uretimlerinin azaldigi goriilmiistiir. Besiyerinde farkli HMF
konsantrasyonlarina gore degisen etanol miktarlar1 Sekil 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.3. Besiyerine farkli konsantrasyonlarda HMF ilavesinin etanol retimine etkisi
4.2.3. HMF ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyonlarda biyokiitle gelisimi

2, 4 ve 6 g/L HMF ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyonlarda biyokiitle
gelisimi sirasiyla 2,917, 2,207, 2,667 g/L olarak elde edilmistir. Bu konsantrasyonlarda
immobilize hiicreler sekeri kullanmistir fakat gelisim kontrol fermentasyonunda elde
edilen degerden daha az olmustur. Buna ragmen etanol tiretimi gergeklesmistir. 8 ve 10
g/L HMF ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyonlarda biyokiitle gelisimi sirastyla 1,658
ve 1,380 g/L olarak elde edilmistir. 8 g/ ve ilizeri HMF konsantrasyonlarinda
biyokiitlenin daha ¢ok inhibe oldugu goriilmiistiir. Bu inhibisyon ile immobilize hiicreler
ortamdaki sekeri kullanamamis ve etanol iiretememislerdir. Biyokiitle gelisiminde
zamana bagl degisim Sekil 4.4’te verilmistir.
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Sekil 4.4. Besiyerine farkli konsantrasyonlarda HMF ilavesinin biyokiitle gelisimine
etkisi

4.2.4. Farkh HMF konsantrasyonlarinda gerceklestirilen fermentasyonlarin
kinetik parametrelerinin karsilagtirilmasi

HMF ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyonlardan hesaplanan Kkinetik
parametreler Cizelge 4.4’te verilmistir. Kontrol fermentasyonu ve HMF ilavesi ile
gerceklestirilen fermentasyonlarda en yiiksek etanol verimi %49,234 ile kontrol
fermentasyonundan elde edilmistir. HMF ilavesiyle gerceklestirilen fermentasyonlar
arasinda ise kontrol fermentasyonuna yakin ve en yiiksek etanol verimi %43,867 ile 6 g/LL
HMEF ilave edilen fermentasyondan elde edilmistir. Buna ek olarak inhibisyonun olmadig:
2 ve 4 g/L HMF ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyonlarda etanol verimi sirasiyla
%43,434 ve %40,747 olarak hesaplanmistir. Hesaplanan degerlerde 2 ve 6 g/L HMF
ilavesi ile yapilan fermentasyonlarda istatistiksel olarak onemli bir fark bulunmamistir
(P>0,05). 8 ve 10 g/L HMF ilavesi ile inhibisyonun basladig1, en diisiik etanol veriminin
10 g/L HMF ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyonda %32,140 olarak hesaplandigi
goriilmiistiir. Kontrol fermentasyonundan elde edilen maksimum etanol verimi ile 10 g/L.
HMEF ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyondan elde edilen minimum etanol verimi
arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu goriilmistiir (P<0,05).

Kontrol fermentasyonu ve HMF ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyonlar
arasinda en yiliksek biyokiitle verimi %38,410 ile kontrol fermentasyonundan elde
edilmistir. Ortama HMF ilavesi ile gerceklestirilen tiim fermentasyonlarda biyokiitle
gelisimi sinirlandirilmistir fakat immobilize hiicreler tarafindan seker tiiketimi ve etanol
tiretimi devam etmistir. Kontrol fermentasyonu ve HMF ilavesi ile gergeklestirilen diger
fermentasyonlar arasindaki biyokitle verim farkinin istatistiksel olarak énemli oldugu
goriilmiistiir (P<0,05). 2, 4 ve 8 g/l HMF ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyonlarda,
4 ve 6 g/l HMF ilavesiyle gerceklestirilen fermentasyonlarda biyokiitle gelisimi
acisindan istatistiksel olarak 6nemli fark goriillmemistir (P>0,05).
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Kontrol, 2, 4 ve 6 g/L HMF ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyonlarda ortamda
bulunan seker immobilize hiicreler tarafindan kullanilmistir. Bu fermentasyonlar arasinda
seker kullanim orani bakimindan istatistiksel olarak onemli bir fark gorilmemistir
(P>0,05). 8 ve 10 g/L HMF ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyonlarda inhibisyon
gerceklesmis olup seker kullanim orani azalmistir. Maksimum seker kullanimi %96,484
ile 2 g/L HMF ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyondan, minimum seker kullanimi ise
%14,677 ile 10 g/ HMF ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyondan elde edilmistir. Bu
iki fermentasyon arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir (P<0,05).

Spesifik Uretim hiz1 (Qp) degerleri incelendiginden en yiiksek Qp degeri 1,800
g/L/h olarak kontrol fermentasyonundan elde edilmistir. En diisikk Qp degeri ise 0,132
g/L/h olarak 10 g/ HMF ilave edilmis fermentasyondan elde edilmistir. HMF
konsantrasyonunun artmasi ile Qp degerinde siirekli bir azalis gozlenmistir. Elde edilen
maksimum ve minimum Qp degerleri arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir fark
goriilmistiir (P<0,05). Spesifik gelisim hiz1 (Qx) degerleri incelendiginde en yiiksek Qx
degeri 0,310 g/L/h olarak kontrol fermentasyonundan elde edilmistir. Fermentasyon
ortamina ilave edilen HMF konsantrasyonunun artmasi ile Qx degerlerinde azalis
gbzlenmstir. Kontrol fermentasyonunda elde edilen Qx degeri ile HMF ilavesi ile
gerceklesmis tum fermentasyonlardan elde edilen Qx degerleri arasinda istatistiksel
acidan 6nemli bir fark goriilmiistiir (P<0,05).

Yukarida verilen degerlere ek olarak hesaplanan tiim Kinetik parametreler Cizelge
4.4°te verilmistir.
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Cizelge 4.4. HMF ilavesi ile kinetik parametrelerin degisimi

Konsgr'\,:f’lallzsyonu AS (g/L) AP (g/L) AX (g/L) Yris (%) Yxis (%) TY (%) SUY (%) Qx (g/L/h) Qr (g/L/n) Qs (g/L/h)
(/L)
0 72,543°+2 548 35,716%0,057 6,101°+0,000 49,234°+1,527 8,41%+0,273  92,984°+2,989 96,099%0,346 0,310%+0,077 1,800%+0,159 3,380°%+0,170
2 81,879"+0,095 35,5632+0,091 1,853°+0,011 43,434%+0,162 2,263°+0,016 84,998"+0,317 96,484°+0,032 0,075°+0,003 1,583*+0,047 3,579"*+0,082
4 83,183%+0,318 33,894%+0,056 1,144°+0,019 40,747%+0,088 1,375°+0,017 79,739°°+0,172 95,196°+0,017 0,034+0,001 0,969°+0,002  3,707+0,768
6 73,100°+0,138 32,067+0,067 1,603%+0,024 43,867%+0,175 2,193%+0,036 85845:0,342 94,277%0,204 (04gp+0002 0.729°:0,001 2,243040,443
8 38,850°+4,437 13,485°+4,020 0,5949+0185 34,711%°+6,585 1,530°+0,329 67,928°°+12,886 47,411°+5,201 0,005+0,001 0,285°+0,040 0,696°+0,121
10 1242243953 3,093°40,706 0,316%0,071 32,14041,075 2,547°+0,191 62,896°42,103 14,67744,423 001440005 O.13240,050 0,437°£0,003
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4.2.5. HMF ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyonlara ait etanol iiretimi,
biyokiitle gelisimi ve seker tiiketimi degerlerinin farkli matematiksel modellere
uygulanmasi

2 g/LL HMF ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyondan elde edilen etanol Gretimi,
biyokitle gelisimi ve seker tiiketimi degerlerine 10 farkli model uygulanmis olup elde
edilen veriler Cizelge 4.5’te verilmistir. RMSE, MAE ve R? degerlerinin yan1 sira
modellerin uyumluluguna karar vermek icin BF ve AF degerleri dikkate alinmistir. BF
degeri 0,95<BF<I,11 ise deger model ile uyumludur. BF degeri 0,87<BF<0,95 veya
1,11<BF<1,43 ise model kabul edilebilirdir. BF degeri BF<0,87 veya BF>1,43 ise model
kabul edilemezdir. AF degeri 1<4F<1,2 ise deger model ile uyumludur. AF degeri
1,2<AF<1,3 ise model kabul edilebilirdir. AF degeri AF>1,3 ise model kabul edilemezdir.

Etanol iiretimi i¢in en diisiik RMSE degeri (0,460 g/L) ve MAE degeri (0,330 g/L)
Baranyi en yiiksek RMSE degeri (11,105 g/L) ve MAE degeri (9,935 g/L) ise Stannard
modelden elde edilmistir. Elde edilen verilerde en diisiik R? degeri (0,8419) Asimetrik
modelden, en yiiksek R? degeri (0,9993) ise Baranyi modelden elde edilmistir. MGM
(0,899) modelden elde edilen BF degeri model igin kabul edilebilir araliktadir. MGM
(1,182) modelden elde edilen AF deger, model igin uyumlu olan araliktadir. Tiim bu
degerler incelendiginde etanol iretimi i¢in en uygun model MGM model olarak
secilmistir.

Biyokiitle gelisimi i¢in en diisiik RMSE degeri (0,1 g/L) ve MAE degeri (0,073
g/L) MGM modelden en yiiksek RMSE degeri (0,843 g/L) ve MAE degeri (0,811 g/L)
ise Baranyi modelden elde edilmistir. Elde edilen verilerde en diisiik R? degeri (0,4200)
Asimetrik modelden, en yilksek R? degeri (0,9923) MRM modelden elde edilmistir.
MGM (0,976), MLM (0,969), Weibull (1,039), MMF (1,058), Huang (1,019) ve Fitzhugh
(0,985) modelden elde edilen BF degerleri model i¢in uyumlu olan araliktadir. MGM
(1,046), MLM (1,098), Weibull (1,048), MMF (1,058), Huang (1,063) ve Fitzhugh
(1,070) modelden elde edilen AF degerleri model i¢in uyumlu olan araliktadir. Tiim bu
degerler incelendiginde biyokiitle gelisimi i¢in en uygun model MMF model olarak
secilmistir.

Seker tiiketimi icin en diisiik RMSE degeri (3,612 g/L) ve MAE degeri (2,765
g/L) Weibull modelden en yiiksek RMSE degeri (37,616 g/L) ve MAE degeri (26,372
g/L) ise Huang modelden elde edilmistir. Elde edilen verilerde en diisiik R? degeri
(0,3179) Asimetrik modelden, en yiiksek R? degeri (0,9954) Weibull modelden elde
edilmistir. Weibull (0,992) modelden elde edilen BF degeri model i¢in uyumlu olan
araliktadir. Fitzhugh (1,128) modelden elde edilen BF degerleri model icin kabul
edilebilir araliktadir. Weibull (1,093) modelden elde edilen AF degeri model i¢in uyumlu
olan araliktadir. Tiim bu degerler incelendiginde seker tiiketimi i¢in en uygun model
Weibull model olarak secilmistir.

2 g/ HMF ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyondan elde edilen etanol Gretimi,
biyokiitle gelisimi ve seker tliketimi verilerine uygulanan modellerin kiyaslandig:
grafikler EK-7, EK-8 ve EK-9’da verilmistir. Bu veriler i¢in hesaplanan model
parametreleri EK-10, EK-11 ve EK-12’de verilmistir.
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Cizelge 4.5. 2 g/ HMF ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyondan elde edilen verilere uygulanan matematiksel modellerin karsilastirilmasi

Model/HMF Etanol Uretimi Biyokiitle Gelisimi Seker Tiiketimi

RMSE MAE 2 RMSE MAE 2 RMSE MAE 2

@y v ~ B A g @y OB AR @y @ ROBFOAF
MGM 2,147 1,421 0,9832 0,899 1,182 0,100 0,073 0,9829 0,976 1,046| 31,854 19,155 0,4645 0,584 1,711
MLM 2,109 1,900 0,9966 0,516 2,009 | 0,161 0,147 0,9874 0,969 1,098| 35,406 25,317 0,4732 0,399 2,508
MRM 1,707 1,632 0,9969 0,518 1,946 0,690 0,628 0,9923 2,417 2,512| 24,934 16,999 0,7519 0,472 2,189
Stannard 11,105 9,935 0,9672 0,478 4,013 0,661 0,600 0,9650 0,938 1,445| 16,740 15,325 0,9485 0,598 2,004
Weibull 1,673 1,198 0,9908 2,029 2,064 | 0,090 0,065 0,9908 1,039 1,048| 3,612 2,765 10,9954 0,992 1,093
MMF 1,272 0,932 0,9924 1,639 1,685 0,105 0,083 0,9910 1,058 1,058| 4,225 3,671 0,9902 0,849 1,223
Asimetrik 9,748 6,559 0,8419 0,768 2,045 | 0,629 0,508 0,4200 0,904 1,240| 28,677 28,729 0,3179 0,523 2,547
Baranyi 0,460 0,330 0,9993 1,904 1,922 | 0,843 0,811 0,9125 2,094 2,134| 37,614 26,371 0,3445 0,396 2,523
Huang 0,513 0,363 0,9991 13,988 14,118 | 0,137 0,105 0,9735 1,019 1,063| 37,616 26,372 0,3444 0,396 2,523
Fitzhugh 2883 1,771 0,9751 279,677 296,019| 0,166 0,122 0,9857 0,985 1,070| 7,077 5,094 0,9769 1,128 1,226
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4.3. Furfural Ilavesi ile Gergeklestirilen Fermentasyonlar

Saf'karbon kaynagi olarak glukozun kullanildig1 kontrol besiyeri ortamina 0,1 g/L,
0,5g/L,2¢g/L,4¢g/L,6¢g/L,8¢g/Lvel0g/L olmak iizere 7 farkli konsantrasyonda furfural
eklenmis olup bu fermentasyonlar 2 tekerriirli olarak gerceklestirilmistir. Her
fermentasyondan 48 saat boyunca belirli araliklar ile 6rnekler alinmistir. Bu 6rneklerde
seker, etanol ve biyokiitle analizleri yapilmistir.

4.3.1. Furfural ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyonlarda seker tiiketimi

Sekil 4.5’te besiyerine 0,1 g/L’den 6 g/L’ye kadar furfural ilavesi ile
gerceklestirilen fermentasyonlarda ortamda bulunan sekerin tamamina yakininin
tiketildigi goriilmektedir. Fermentasyon ortamina 6 g/L’nin {izerinde ilave edilen 8 ve 10
g/L furfural konsantrasyonlarinda ise seker tiikketiminin oldukc¢a az oldugu belirlenmistir.
8 g/L furfural eklenerek gercgeklestirilen fermentasyonda 73,537 g/L olan baslangi¢ seker
icerigi 48 saatin sonunda 70,571 g/L’ye dismiistiir. Ayn1 sekilde 10 g/L furfural
eklenerek gerceklestirilen fermentasyonda 82,526 g/L olan baslangi¢ seker icerigi 48
saatin sonunda 81,807 g/L’ye diismiistiir. Besiyerine furfural ilavesinde immobilize
hiicrelerin maksimum tolerans sinirinin 6 g/L oldugu goériilmektedir. Bu konsantrasyonun
tizerindeki furfural iceriginde hiicreler yeterince gelisememekte ve seker tiiketimi de
oldukga diisiik kalmaktadir. Besiyerine farkli konsantrasyonlarda furfural ilavesinin seker
tiketiminde neden oldugu degisiklikler Sekil 4.5’te verilmistir.
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Sekil 4.5. Furfural ilavesinin seker tiiketimine etkisi

4.3.2. Furfural ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyonlarda etanol iiretimi
Besiyerine 0,1 g/L’den 6 g/L’ye kadar furfural ilavesi ile gergeklestirilen

fermentasyonlarda ortamdaki sekerin kullanilmasi ile etanol iiretimi basarili bir sekilde

gerceklesmistir. 6 g/L furfural konsantrasyonuna kadar tamamlanan fermentasyonlardan
elde edilen etanol miktar1 kontrol fermentasyonundan elde edilen tiretim ile yakinlik
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gostermektedir. 8 ve 10 g/L konsantrasyonlarda furfuralin eklenmesiyle gergeklestirilen
fermentasyonlarda ise sirasiyla 0,921 ve 1,005 g/L etanol iiretilmistir. Elde edilen tiim bu
deger ile ortamda furfuralin 6 g/L konsantasyonun iizerinde bulunmasinin etanol
iiretimini tamamen inhibe ettigi goriilmistiir. Etanol tiretimindeki zamana karsi olan
degisiklikler Sekil 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6. Furfural ilavesinin etanol Uretimine etkisi
4.3.3. Furfural lavesi ile Gerceklestirilen Fermentasyonlarda Biyokiitle Gelisimi

Fermentasyon ortamina 0,1 g/L’den 6 g/L’ye kadar furfural ilave edilerek yapilan
fermentasyonlarda ortamdaki sekerin kullanimina bagli olarak biyokiitle gelisimi
gerceklesmis olup bu sayede etanol tretimleri gergeklesmistir. En yuksek biyokdtle
miktar1 10,828 g/L olup 0,5 g/L furfural ilavesi ile yapilan fermentasyondan elde
edilmistir. Ortama 6 g/L furfural ilavesi ile biyokiitle gelisimi 2,385 g/L’ye diismesine
ragmen bu durum etanol dretimini ve verimini diisirmemistir. 8 ve 10 g/L furfural
konsantrasyonunda ise mikrobiyal gelisim daha da azalmis olup sirasiyla biyokdtle
miktar1 sirastyla 1,230 ve 1,127 g/L olarak elde edilmistir. Seker tiiketimi ve etanol
tiretiminde 8 ve 10 g/L furfural konsantrasyonlarinda inhibisyon gerceklesmistir. Buna
ek olarak biyokiitle gelisiminde 6 g/L furfural konsantrasyonundan itibaren gelisim
smirlandirilmistir. Fakat 6 g/L konsantrasyonda gorilen bu etki etanol retimini olumsuz
yonde etkilememistir. Biyokiitle gelisiminde olusan bu degisimler Sekil 4.7°de
verilmistir.
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Sekil 4.7. Furfural ilavesinin biyokiitle gelisimine etkisi

4.3.4. Farkh furfural konsantrasyonlarinda gerceklestirilen fermentasyonlarin
kinetik parametrelerinin karsilagtirilmasi

Besiyerine farkli konsantrasyonlarda furfural ilavesi ile gergeklestirilen
fermentasyonlardan hesaplanan kinetik parametreler Cizelge 4.6’da verilmistir. Kontrol
fermentasyonu ve furfural ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyonlarda en yiiksek etanol
verimi %49,234 ile kontrol fermentasyonundan elde edilmistir. Furfural ilavesiyle
gergeklestirilen fermentasyonlar arasinda ise kontrol fermentasyonu verimine yakin ve en
yuksek etanol verimi %47,626 ile 0,5 g/L furfural ilave edilen fermentasyondan elde
edilmistir. Buna ek olarak inhibisyonun olmadig: 0,1 g/L, 2 g/L, 4 g/L ve 6 g/L furfural
ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyonlarda etanol verimi sirasiyla %46,179, %47,067,
%47,466 ve %39,854 olarak belirlenmistir. 0,1 g/L, 0,5 g/L, 2 g/L ve 4 g/L furfural ilavesi
ile yapilan fermentasyonlarin etanol verimi agisindan aralarindaki farkin istatistiksel
olarak 6nemli olmadig1 gorilmistir (P>0,05). 8 ve 10 g¢/L furfural ilavesi ile
inhibisyonun bagladigi, en diisiik etanol veriminin 10 g/L furfural ilavesi ile
gerceklestirilen fermentasyonda 935,402 olarak hesaplandigr goriilmiistiir. Kontrol
fermentasyonundan elde edilen maksimum etanol verimi ile 10 g/L furfural ilavesi ile
gergeklestirilen fermentasyondan elde edilen minimum etanol verimi arasindaki farkin
istatistiksel olarak 6nemli oldugu gériilmiistiir (P<0,05).

Kontrol fermentasyonu ve furfural ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyonlar
arasinda en yiiksek biyokiitle verimi %13,145 ile 0,5 g/L furfural ilavesi ile yapilan
fermentasyondan elde edilmistir. Kontrol fermentasyonu ile 0,1 ve 2 g/L furfural
eklenerek yapilan fermentasyonlar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigi
goriilmistiir (P>0,05). Buna ek olarak biyokiitle gelisiminin sinirlandig1 6, 8 ve 10 g/L
furfural ilavesi olan fermentasyonlar arasinda degerlerin yakinlik gosterdigi ve bu
fermentasyonlardaki biyokiitle gelisimlerinin farkliliginin istatistiksel olarak 6nemli
olmadig1 belirlenmistir (P>0,05). Yapilan fermentasyonlarda birim substrat basina
minimum biyokutle verimi 10 g/L furfural ilavesi ile %1,381 olarak bulunmustur.
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Yapilan fermentasyonlar seker kullanim orani bakimindan incelendiginde
ortamdaki seker en c¢ok 4 g/L furfural ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyonda
kullanilmistir. Kontrol fermentasyonundaki ve 0,5 g/L. furfural ilavesi ile yapilan
fermentasyonlarda seker kullanim oranlar1 yakinlik géstermektedir ve bu fermentasyonlar
arasindaki seker tiiketim orani farki istatistiksel agidan 6nemli bulunmamistir (P>0,05).
Bu degerlere ek olarak en diisiik seker kullanim oranlar1 8 ve 10 g/L furfural ilavesi ile
gerceklestirilen fermentasyonlardan sirasiyla %6,820 ve %11,671 olarak elde edilmistir.
Seker kullanim1 agisindan inhibisyonun oldugu bu iki konsantrasyon arasinda istatistiksel
olarak bir farklilik goriillmemistir (P>0,05).

Spesifik tretim hizi (Qp) degerleri incelendiginden en ylksek Qp degeri 2,444
g/L/h olarak 0,1 g/L furfural ilavesi ile gerceklestirilmis fermentasyondan elde edilmistir.
En diisiik Qp degeri ise 0,038 g/L/h olarak 10 g/L furfural ilave edilmis fermentasyondan
elde edilmistir. 0,1 g/l furfural konsantrasyonunun {iizerinde gergeklesen
fermentasyonlarda Qp degerinde siirekli bir azalis gozlenmistir. Elde edilen maksimum
ve minimum Qp degerleri arasinda istatistiksel agidan Onemli bir fark gorilmiistiir
(P<0,05). Spesifik gelisim hiz1 (Qx) degerleri incelendiginde en yiiksek Qx degeri 0,355
g/L/h olarak 0,5 g/L furfural ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyondan elde edilmistir.
En diisiik Qx degeri ise 6 ve 8 g/L furfural ilavesi ile gergeklestirilmis fermentasyonlardan
0,008 g/L/h olarak hesaplanmistir. Elde edilen maksimum ve minimum Qx degerleri
arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0,05).

Yukarida verilen degerlere ek olarak hesaplanan tiim kinetik parametreler Cizelge
4.6’ da verilmistir.
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Cizelge 4.6. Furfural ilavesi ile kinetik parametrelerin degisimi

Furfural
Konsantrasyonu AS (g/L) AP (g/L) AX (g/L) Yeis (%) Yxis (%) TY (%) SUY (%) Qx (g/L/h) Qr (g/L/n) Qs (g/L/n)

(/L)
0 72,543%42,548 35,716°+0,057 6,101°+0,000 49,234%+1,527 8,410°+0,273 92,984%+2,989 96,099°+0,346 0,310°+0,077 1,800°+0,159  3,380°+0,170
0,1 75,272°+0,265 34,760%+0,388 5,396°+0,045 46,179°+0,352 7,169°+0,034 90,369%+0,689 96,687°+0,134 0,306"+0,010 2,447°+0,168 5,049%+0,085
0,5 75,422°°41,028 35,921%+1,075 9,914%+0,042 47,626%+0,771 13,145%0,127 93,202%+1,509 96,102°4+0,152 0,355%+0,019 1,598°+0,016 4,045°°+0,018
2 77,355%°+2,130 36,408%+0,054 5,423"+0,106 47,067%t1,326 7,011°+0,333 92,107%+2,595 96,2509+2,954 0,198°°+0,014 1,690°+0,152 4,3372+0,123
4 75,542°+0,890 35,8577+0,080 3,774°+0,016 47,466%0,439 4,996°+0,036 92,889%+0,859 98,976°+0,012 0,157°+0,045 1,090°+0,004  2,320%+0,204
6 83,6322+0,538  33,331°+0,046 1,282+0,016 39,854°+0,218 1,533+0,009 77,992'+0,427 93,405°+1,877 0,008%+0,000 0,881°t0,207  1,304°+0,615
8 5,0349+0,604  0,797°+0,062 0,097°+0,025 15,823°+0,636 1,918+0,195 30,965°+1,244 6,8209%+0,818 0,008%+0,000 0,055%+0,004 0,931%+0,000
10 10,6079+0,064  0,573+0,157 0,147°+0,044 5,4029+1,420 1,381%+0,396 10,572%+2,779 11,671%+0,070 0,011%+0,004 0,038%+0,020  0,472%+0,000




BULGULAR VE TARTISMA S.B. ERKAN

4.3.5. Furfural ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyonlara ait etanol tretimi,
biyokiitle gelisimi ve seker tiiketimi degerlerinin farkli matematiksel modellere
uygulanmasi

2 g/L furfural ilavesi ile yapilan fermentasyondan elde edilen etanol iiretimi,
biyokiitle gelisimi ve seker tiiketimi degerlerine 10 farkli model uygulanmis olup elde
edilen veriler Cizelge 4.7°de verilmistir. RMSE, MAE ve R? degerlerinin yani sira
modellerin uyumluluguna karar vermek icin BF ve AF degerleri dikkate alinmistir. BF
degeri 0,95<BF<I,11 ise deger model ile uyumludur. BF degeri 0,87<BF<0,95 veya
1,11<BF<1,43 ise model kabul edilebilirdir. BF degeri BF<0,87 veya BF>1,43 ise model
kabul edilemezdir. AF degeri 1<4F<1,2 ise deger model ile uyumludur. AF degeri
1,2<AF<1,3 ise model kabul edilebilirdir. AF degeri AF>1,3 ise model kabul edilemezdir.

Etanol {iretimi i¢in en diisiik RMSE degeri (1,624 g/L) Fitzhugh modelden ve en
diisiik MAE degeri (0,8 g/L) ise MMF modelden elde edilmistir. Etanol iiretimi i¢in en
yiiksek RMSE degeri (11,148 g/L) ve MAE degeri (10,421 g/L) Stannard modelden elde
edilmistir. Elde edilen verilerde en diisiik R? degeri (0,9401) Stannard modelden, en
yilksek R? degeri (0,9950) MMF modelden elde edilmistir. Ayrica Weibull (1,148) ve
MGM (1,198) modelden elde edilen BF degerleri model igin kabul edilebilir araliktadir.
MGM (1,198) modelden elde edilen AF degerleri model igin uyumlu olan araliktadir.
Tiim bu degerler incelendiginde etanol tiretimi i¢in en uygun model MGM model olarak
secilmistir.

Biyokiitle gelisimi i¢in en diigsiik RMSE degeri (0,399 g/L) ve MAE degeri (0,234
g/L) Weibull modelden en yiiksek RMSE degeri (2,326 g/L) ise Asimetrik modelden ve
en yiiksek MAE degeri (2,155 g/L) Stannard modelden elde edilmistir. Elde edilen
verilerde en diisiik R? degeri (0,2280) Asimetrik modelden, en yilksek R? degeri (0,9946)
MMF modelden elde edilmistir. Ayrica MGM (0,967) ve MMF (1,072) modelden elde
edilen BF degerleri model i¢in uyumlu olan araliktadir. MGM (1,099), MLM (1,172),
Weibull (1,097), MMF (1,075) ve Huang (1,116) modelden elde edilen AF degerleri
model i¢in uyumlu olan araliktadir. Tiim bu degerler incelendiginde biyokiitle gelisimi
icin en uygun model MMF model olarak segilmistir.

Seker tiiketimi i¢in en diisik RMSE degeri (3,468 g/L) ve MAE degeri (1,940
g/L) Weibull modelden en yiikksek RMSE degeri (34,235 g/L) ve MAE degeri (23,467
g/L) ise Huang modelden elde edilmistir. Elde edilen verilerde en diisiik R? degeri
(0,4301) Huang modelden, en yilksek R? degeri (0,9935) Asimetrik modelden elde
edilmistir. Fitzhugh (1,000), MMF (1,003) ve Weibull (1,022) modelden elde edilen BF
degeri model i¢in uyumlu olan araliktadir. Weibull (1,052) ve Fitzhugh (1,101) modelden
elde edilen AF degerleri model i¢in uyumlu olan araliktadir. Tiim bu degerler
incelendiginde seker tiiketimi i¢in en uygun model Weibull model olarak se¢ilmistir.

2 g/L furfural ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyondan elde edilen etanol
tiretimi, biyokiitle gelisimi ve seker tiikketimi verilerine uygulanan modellerin kiyaslandigi
grafikler EK-13, EK-14 ve EK-15’te verilmistir. Bu veriler i¢in hesaplanan model
parametreleri EK-16, EK-17 ve EK-18’de verilmistir.
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Cizelge 4.7. 2 g/L furfural ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyondan elde edilen verilere uygulanan matematiksel modellerin
karsilastirilmasi

Model/ Etanol Uretimi Biyokiitle Gelisimi Seker Tiiketimi
Furfural

RMSE MAE RMSE MAE RMSE MAE
R? BF AF R? BF AF R? BF AF

(L)  (g/L) (/L)  (9/L) (L)  (9/L)
MGM 2,435 1,714 09905 1,198 1,198 | 0,444 0,292 0,9737 0,967 1,099| 33,020 23,300 0,4930 0,374 2,675
MLM 2,755 2,279 09784 0,676 1,752 | 0,441 0,344 0,9812 0,872 1,172| 32,555 23,162 0,5167 0,373 2,682
MRM 3,031 2539 09784 0,675 1,780 | 0,559 0,452 0,9820 1,729 1,777| 29,461 20,250 0,5688 0,406 2,466
Stannard | 11,148 10,421 0,9401 0,535 3,472 | 2,278 2,155 0,8690 0,746 2,106| 17,234 15,585 0,9325 0,529 2,256
Weibull 2,524 1539 09779 1,148 1,379 | 0,399 0,234 0,9790 0,931 1,097| 3,468 1,940 0,9900 1,022 1,052
MMF 1,118 0,800 10,9950 2,021 2,077 | 0,227 0,159 0,9946 1,072 1,075| 7,545 4,545 10,9542 1,003 1,199

Asimetrik | 1,808 1,245 0,9860 1,699 1,898 | 2,326 1,881 0,2280 0,673 1,835| 4,362 19,841 0,9935 0,780 1,282
Baranyi 2,575 2,062 09793 2875 2918 | 1,790 0,999 0,8246 1,406 1,599 | 34,233 23,467 0,4302 0,408 2,448
Huang 2,500 1,862 0,9833 22,398 22,466| 0,472 0,274 0,9689 0,934 1,116| 34,235 23,467 0,4301 0,408 2,448
Fitzhugh 1,624 1,180 0,9909 13,346 13,898| 1,042 0,881 0,8675 0,841 1,354| 5,168 3,200 0,9783 1,000 1,101
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4.4. Fenol Tlavesi ile Gergeklestirilen Fermentasyonlar

Saf'karbon kaynagi olarak glukozun kullanildig1 kontrol besiyeri ortamina 0,5 g/L,
1 g/L,5¢g/L,7¢g/L,9 g/L olmak iizere 5 farkli konsantrasyonda fenol eklenmis olup bu
fermentasyonlar 2 tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir. Her fermentasyondan 48 saat
boyunca belirli araliklar ile 6rnekler alinmistir. Bu 6rnekler ile seker, etanol ve biyokiitle
analizleri yapilmstir.

4.4.1. Fenol ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyonlarda seker tiiketimi

Kontrol fermentasyonuna ek olarak 0,5 ve 1 g/L fenol ilavesi ile gergeklestirilen
fermentasyonlarda ortamda bulunan seker hiicreler tarafindan kullanilmistir. Bu iig
fermentasyonda belirlenen seker tiiketimi birbirleriyle yakinlik gostermektedir. Ancak
besiyerine 5 g/L fenol eklenmesi ile ortamda inhibisyon baslamustir. Fenoliin inhibe edici
etkisi nedeniyle immobilize Saccharomyces cerevisiae hiicreleri ortamdaki sekeri
kullanamamistir. Bundan dolayr mikrobiyal gelisim inhibe olmus ve seker tiiketimi
gozlemlenmemistir. Benzer sekilde 5 g/L fenol konsantrasyonunun iizerinde yapilan 7 ve
9 g/L fenol ilavesi ile gergeklesen fermentasyonlarda da ayni inhibisyon meydana
gelmigtir. Tiim bunlara ek olarak ortama ilave edilen fenol konsantrasyonuna bagli olarak
analiz sonuglarindan elde edilen seker miktarlarinda artis saptanmistir. Bunun nedeni
DNSA ile seker analizi metodunda fenol ile DNSA bilesiginin tepkimeye girip analiz
edilecek Ornegin rengini koyulastirmasidir (Miller, 1959). Seker tiiketiminde ve
miktarinda zamana karsi olusan bu degisiklikler Sekil 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.8. Fenol ilavesinin seker tiiketimine etkisi
4.4.2. Fenolilavesi ile gerceklestirilen fermentasyonlarda etanol iiretimi
Kontrol fermentasyonu ile 0,5 ve 1 g/L fenol ilavesi ile gergeklestirilen

fermentasyonlarda etanol tretimi sirastyla 35,200 g/L, 39,039 g/L ve 37,731 g/L olarak
belirlenmistir. Bu fermentasyonlarda mikrobiyal gelisim inhibe olmadig: igin etanol
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uretimleri gergeklesmistir. 5, 7 ve 9 g/L fenol ilavesi ile gergeklestirilen
fermentasyonlarda elde edilen etanol miktar1 sirasiyla 0,805 g/L, 0,160 g/L ve 0,207 g/L
olmustur. Bu fermentasyonda ortamdaki fenollin inhibe edici etkisi ile etanol Gretimi
tamamen simirlandirilmistir.  Etanol {iretimi iizerinde fenoliin 5 g/L ve iizeri
konsantrasyonlarda inhibe edici etkisinin maksimum oldugu goriilmiistiir. Etanol tiretimi
tizerinde olusan bu degisiklik Sekil 4.9’da verilmistir.
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Sekil 4.9. Fenol ilavesinin etanol Uretimine etkisi
4.4.3. Fenol ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyonlarda biyokiitle gelisimi

Kontrol fermentasyonunda 48. saat sonunda 7,164 g/L biyokiitle gelisimi elde
edilmistir. Bunun yaninda besiyerine 0,5 g/L fenol ilavesi ile gergeklestirilen
fermentasyonda 6,480 g/L biyokiitle gelisimi elde edilmistir. Inhibisyonun olmadig: diger
bir konsantrasyon olan 1 g/L fenol ilavesinde biyokiitle gelisimi nispeten azalarak 4,037
g/L olarak elde edilmistir. 5 g/L fenol ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyonda 1,162
g/L, 7 g/L fenol ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyonda 3,470 g/L ve 9 g/L fenol
ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyondan 3,510 g/L biyokiitle gelisimi elde edilmistir.
1 g/L’nin iizerindeki fenol konsantrasyonlarinda ise immobilize Saccharomyces
cerevisiae hiicrelerinin gelisgimi sinirlanmig olup gelisim azalmigtir. Biyokiitle
gelisiminde gozlenen bu degisimler Sekil 4.10°da verilmistir.
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Sekil 4.10. Fenol ilavesinin biyokiitle gelisimine etkisi

4.4.4. Farkh fenol Kkonsantrasyonlarinda gerceklestirilen fermentasyonlarin
kinetik parametrelerinin karsilagtirilmasi

Besiyerine farkli konsantrasyonlarda fenol ilavesi ile gergeklestirilen
fermentasyonlardan hesaplanan kinetik parametreler Cizelge 4.8’de verilmistir. En
yiiksek etanol verimi %49,234 ile kontrol fermentasyonundan elde edilmistir. Fenol
ilavesiyle gerceklestirilen fermentasyonlar arasinda ise kontrol fermentasyonu verimine
yakin olan en ylksek etanol verimi %44,461 ile 0,5 g/L fenol ilave edilen
fermentasyondan elde edilmistir. Buna ek olarak inhibisyonun olmadigi 1 g/L fenol
ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyonda etanol verimi %39,809 olarak hesaplanmustir.
Besiyerine 0,5 g/L ve 1 g/L fenol ilavesi ile yapilan fermentasyonlara ait etanol verimleri
arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu belirlenmistir (P>0,05). Ortama 5
g/L fenol ilavesi ile inhibisyonun baslamis ve en diisiik etanol verimi ise 7 g/L fenol
ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyonda 9%71,052 olarak bulunmustur. Kontrol
fermentasyonundan elde edilen maksimum etanol verimi ile 7 g/L fenol ilavesi ile
gerceklestirilen fermentasyondan elde edilen minimum etanol verimi arasindaki farkin
istatistiksel olarak dnemli oldugu goriilmistiir (P<0,05).

Kontrol fermentasyonu ve fenol ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyonlar
arasinda birim substrat bagina en yuksek biyokutle verimi %12,071 ile 9 g/L fenol ilavesi
ile yapilan fermentasyondan elde edilmistir. Ancak daha 6nce belirtildigi gibi yiiksek
fenol konsantrasyonlari seker analiz sonuglarinin da yiiksek ¢ikmasina neden olmaktadir.
Bu nedenle bu kisimda maksimum mikrobiyal gelisme hizlarini1 degerlendirmek daha
dogru olacaktir. Yapilan fermentasyonlara bakilacak olursa en yiiksek Qx degeri 0,327
g/L/h olarak 0,5 g/L fenol ilavesi ile elde edilmistir. En diisiik Qx degeri ise 0,004 g/L/h
olarak 5 g/L fenol ilavesi ile elde edilmistir. Kontrol fermentasyonundan ve 0,5 g/L fenol
ilavesi ile yapilan fermentasyondan elde edilen Qx degerleri ile fenol eklenerek yapilan
diger fermentasyonlardan elde edilen Qx degerleri arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir
fark goriilmistiir (P<0,05).
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Yapilan fermentasyonlar diger bir parametre olan spesifik tiretim hizi (Qp)
tarafindan da incelenmistir. Maksimum Qp 2,369 g/L/h olarak 1 g/L fenol ilavesi ile elde
edilmistir. 5, 7 ve 9 g/L fenol ilavesi ile elde edilen Qp degerleri fermentasyonun
inhibisyona ugramasi ile azalmistir. 5, 7 ve 9 g/L fenol ilavesi ile gerceklestirilen
fermentasyonlardan sirasiyla 0,014 g/L/h, 0,011 g/L/g ve 0,009 g/L/h Qp degerleri elde
edilmistir. Inhibisyonun gergeklestigi bu 3 fermentasyondan elde edilen Qp degerleri
arasinda farkin istatistiksel olarak dnemsiz oldugu belirlenmistir (P>0,05). 1 g/L fenol
ilaveli fermentasyondan elde edilen maksimum Qp degeri (2,369 g/L/h) ile 9 g/L fenol
ilaveli fermentasyondan elde edilen minimum Qp degeri (0,009 g/L/h) arasinda
istatistiksel agidan 6nemli bir fark goriilmistiir (P<0,05).

Yukarida verilen degerlere ek olarak hesaplanan tiim kinetik parametreler Cizelge
4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.8. Fenol ilavesi ile kinetik parametrelerin degisimi

Konsgr?;r%lsyonu AS (g/L) AP (g/L) AX (g/L) Yers (%) Yxis (%) TY (%) SUY (%) Qx (g/L/h) Qr (g/L/n) Qs (g/L/n)

g/L
0 72,543°42,548 35,716+0,057 6,101%+0,000 49,234°+1,527 8,410°+0,273 92,984%+2,989 96,099%+0,346 0,310°+0,077 1,800°+0,159  3,380%+0,170
0,5 87,887°+6,144 39,075%+0,012 5,874%+0,248 44,461%°+3017 6,684"+0,738 87,007°2+5,904 96,988°+0,294 0,3722+0,098 0,163°0,019  0,069°+0,191
1 94,908%+9,209 37,782%+0,285 3,302°+0,405 39,809°+3,575 3,479°°+0,074 77,904°+6,997 97,934°+0,124 0,152°+0,032 2,369°+0,137  2,411%+0,048
5 19,498°+0,019 0,805°+0,000 0,0989+0,029 4,129°+0,002  0,504°t0,107  8,080°+0,004 13,011°+1,498 0,004°t0,001  0,014°+0,004  2,233*+0,050
7 24,2709+0,345 0,255°+0,035 2,407°+0,008 1,052°+0,160 9,916°+0,104 2,058°+0,314 15,196°+0,445 0,154°+0,011 0,011°+0,000 1,143%+1,182
9 20,2689+8,929 0,354°+0,006 2,446°t0,000 1,748°+0,526 12,071%+3,789 3,420°+1,030 10,891°+4,916 0,135°°+0,025 0,009°¢0,012 0,752"+1,281
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4.4.5. Fenol ilavesi ile gerceklesitirilen fermentasyonlara ait etanol iiretimi,
biyokitle gelisimi ve seker tiiketimi degerlerinin farkli matematiksel modellere
uygulanmasi

Besiyerine 0,5 g/L fenol ilavesi ile yapilan fermentasyondan elde edilen etanol
iiretimi, biyokiitle gelisimi ve seker tiikketimi degerlerine 10 farkli model uygulanmis olup
elde edilen veriler Cizelge 4.9°da verilmistir. RMSE, MAE ve R? degerlerinin yan1 sira
modellerin uyumluluguna karar vermek icin BF ve AF degerleri dikkate alinmistir. BF
degeri 0,95<BF<I,11 ise deger model ile uyumludur. BF degeri 0,87<BF<0,95 veya
1,11<BF<1,43 ise model kabul edilebilirdir. BF degeri BF<0,87 veya BF>1,43 ise model
kabul edilemezdir. AF degeri 1<4F<1,2 ise deger model ile uyumludur. AF degeri
1,2<AF<1,3 ise model kabul edilebilirdir. AF degeri AF>1,3 ise model kabul edilemezdir.

Etanol iiretimi i¢in en diisiik RMSE degeri (0,394 g/L) ve MAE degeri (0,240 g/L)
Huang modelden en yiiksek RMSE degeri (12,079 g/L) ve MAE degeri (10,639 g/L) ise
Stannard modelden elde edilmistir. Elde edilen verilerde en diisiikk R? degeri (0,9550)
Stannard modelden, en yilksek R? degeri (0,9996) Huang modelden elde edilmistir.
Ayrica Baranyi (1,160) modelden elde edilen BF degeri model igin uyumlu olan
araliktadir. Baranyi (1,203) modelden elde edilen AF degeri de model igin kabul edilebilir
araliktadir. Tiim bu degerler incelendiginde etanol {iretimi i¢in en uygun model Baranyi
model olarak se¢ilmistir.

Biyokiitle gelisimi i¢in en diisiik RMSE degeri (0,343 g/L) ve MAE degeri (0,246
g/L) Weibull modelden en yiiksek RMSE degeri (2,277 g/L) ve MAE degeri (2,115 g/L)
ise Stannard modelden elde edilmistir. Elde edilen verilerde en diisiik R? degeri (0,3193)
Asimetrik modelden, en yiiksek R? degeri (0,9840) Weibull modelden elde edilmistir.
Ayrica MGM (0,968), Weibull (0,990) ve MMF (1,033) modelden elde edilen BF
degerleri model i¢in uyumlu olan araliktadir. MGM (1,092), MLM (1,192), Weibull
(1,071) ve MMF (1,098) modelden elde edilen AF degerleri de model i¢in uyumlu olan
araliktadir. Tiim bu degerler incelendiginde biyokiitle gelisimi i¢in en uygun model
Weibull model olarak segilmistir.

Seker tiiketimi icin en diisiik RMSE degeri (2,545 g/L) ve MAE degeri (1,736
g/L) Weibull modelden en yiiksek RMSE degeri (35,286 g/L) ve MAE degeri (22,573
g/L) ise Baranyi modelden elde edilmistir. Elde edilen verilerde en diisiik R? degeri
(0,4498) Baranyi modelden, en yilksek R? degeri (0,9962) Weibull modelden elde
edilmistir. Ayrica Weibull (0,923) ve Fitzhugh (0,936) modelden elde edilen BF degeri
model ic¢in kabul edilebilir araliktadir. Weibull (1,109) ve Fitzhugh (1,1) modelden elde
edilen AF degerleri de model ig¢in uyumlu olan araliktadir. Tim bu degerler
incelendiginde seker tiiketimi i¢in en uygun model Weibull model olarak se¢ilmistir.

0,5 g/L fenol ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyondan elde edilen etanol
Uretimi, biyokiitle gelisimi ve seker tiiketimi verilerine uygulanan modellerin kiyaslandigi
grafikler EK-19, EK-20 ve EK-21’de verilmistir. Bu veriler i¢in hesaplanan model
parametreleri EK-22, EK-23 ve EK-24’te verilmistir.
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Cizelge 4.9. 0,5 g/L fenol ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyondan elde edilen verilere uygulanan matematiksel modellerin
karsilastirilmasi

Model/Fenol Etanol Uretimi Biyokiitle Gelisimi Seker Tiiketimi

RMSE MAE 2 RMSE MAE 2 RMSE MAE 2

@y @v B A ey @y OB A gy @ ROBFOAF
MGM 1,612 1,436 0,9970 0,599 1,731 | 0,481 0,350 0,9633 0,968 1,092| 28,758 15,061 0,6287 0,599 1,670
MLM 2,451 2,118 0,9961 0,449 2,295 | 0,497 0,444 0,9744 0,859 1,192| 33,390 22,050 0,5720 0,379 1,638
MRM 2,462 2,306 0,9971 0,444 2,252 | 0,602 0,548 0,9735 1,621 1,687 | 24,083 16,074 0,7282 0,470 2,219
Stannard 12,079 10,639 0,9550 0,456 4,076 | 2,277 2,115 0,8471 0,765 2,100| 16,595 14,306 0,9383 0,498 2,321
Weibull 1,335 0,969 0,9958 1,385 1,437 | 0,343 0,246 0,9840 0,990 1,071| 2,545 1,736 10,9962 0,923 1,109
MMF 1,208 0,753 0,9944 1509 1568 | 0,351 0,275 0,9822 1,033 1,098| 4,074 3,096 0,9914 0,835 1,224
Asimetrik 2,308 1,262 0,9822 1,339 1,524 | 2,090 1,814 0,3193 0,717 1,764| 26,263 21,045 0,9066 0,364 2,861
Baranyi 1,995 0,716 09905 1,160 1,203 | 1,934 1,112 0,8040 1,391 1,633| 35,286 22,573 0,4998 0,406 2,466
Huang 0,394 0,240 0,9996 2,131 2,155 | 0,540 0,346 0,9670 0,932 1,116| 35,277 22,569 0,5001 0,406 2,466
Fitzhugh 2,279 1597 0,9850 16,951 18,104| 0,882 0,669 0,8958 0,864 1,266| 5,115 3,338 0,9867 0,936 1,100
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4.5. Asetik Asit Ilavesi ile pH Kontrollii Gergeklestirilen Fermentasyonlar

Besiyerinde inhibitor olarak asetik asit kullanilarak  gergeklestirilen
fermentasyonlarda 2,5 g/L, 5 g/L, 7,5 g/L, 10 g/L ve 12,5 g/L konsantrasyonlarda asetik
asit fermentasyon ortamina ilave edilmistir. Kontrol fermentasyonuna asetik asit ilavesi
yapilmamis olup immobilize Saccharomyces cerevisiae hiicreleri tarafindan ortamdaki
seker sorunsuzca tiiketilmis olup etanol firetimi de gergeklesmistir. Minimum
konsantrasyon olan 2,5 g/L asetik asit ilavesi ile pH kontrollii gerceklestirilen
fermentasyonda ortamda bulunan sekerin %96,803°1 kullanilarak 35,251 g/L etanol
iiretimi ve 4,393 g/L biyokiitle gelisimi elde edilmistir. Maksimum konsantrasyon olan
12,5 g/L asetik asit ilavesi ile pH kontrollii gergeklestirilen fermentasyonda ortamda
bulunan sekerin %95,666°s1 kullanilarak 35,110 g/L etanol tretimi ve 3,311 g/L biyokitle
gelisimi elde edilmistir. Goriildiigii gibi asetik asit eklenerek gergeklestirilen
fermentasyonlarda da ayni kontrol fermentasyonunda oldugu gibi etanol iiretimi
gbzlemlenmistir. Fermentasyon boyunca pH’nin sabit tutulmasi icin ilave edilen baz
asetik asitin ortamdaki inhibe edici etkisini ortadan kaldirmistir. Asit ile baz nétrlestigi
icin asetik asit ile yapilan pH kontrollii fermentasyonlarda inhibisyon goriilmemistir.
Bundan dolay1r c¢aligma kapsaminda kullanilan asetik asidin inhibe edici etkisi
arastirtlirken pH kontrolsiiz olarak da fermentasyonlar gerceklestirilmistir.

4.6. Asetik Asit ilavesi ile pH Kontrolsiiz Gergeklestirilen Fermentasyonlar

Saf'karbon kaynagi olarak glukozun kullanildig1 kontrol besiyeri ortamina 2,5 g/L,
5¢g/L, 75 g/L, 10 g/l ve 12,5 g/L olmak iizere 5 farkli konsantrasyonda asetik asit
eklenmis olup bu fermentasyonlar pH kontrolsiiz olmak {izere 2 tekerriirlii olarak
gergeklestirilmistir. Her fermentasyondan 48 saat boyunca belirli araliklar ile 6rnekler
alimmistir. Bu ornekler ile seker, etanol ve biyokiitle analizleri yapilmistir. Elde edilen
analiz sonuglar1 zamana bagl olarak ayr1 ayr1 grafik edilmis olup asagida verilmistir.

4.6.1. Asetik asit ilavesi ile pH kontrolsiiz gerc¢eklestirilen fermentasyonlarda seker
tuketimi

Asetik asit ilavesi olmadan yapilan kontrol fermentasyonunda ortamdaki seker
hiicreler tarafindan sorunsuzca kullanilmistir. 2,5 ve 5 g/L asetik asit ilavesi ile yapilan
fermentasyonlarda  kontrol  fermentasyonunda oldugu gibi seker tiiketimi
gbzlemlenmistir. Bu iki fermentasyonda baslangi¢ seker igerikleri 84,953 g/L ve 75,272
g/L’den sirasiyla 1,755 ve 1,306 g/L’ye diismistiir. Besiyerine 7,5 g/L asetik asidin ilave
edilmesi ile ortamda inhibisyon baslamistir. Konsantrasyonun 10 ve 12,5 g/L asetik asit
ilavesi ile artmasiyla da inhibisyon tamamen gozlenmis ve seker tiiketimi oldukca
diismiistiir. Bundan dolay1 maksimum konsantrasyon olan 12,5 g/L asetik asit ilavesiyle
88,189 g/L olan seker igerigi 48. saat sonunda 79,650 g/L’ye diismiistiir. Seker
tilketiminde gozlenen bu degisimler Sekil 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.11. Asetik asit ilavesinin seker tiiketimine etkisi

4.6.2. Asetik asit ilavesi ile pH kontrolsiiz gerceklestirilen fermentasyonlarda
etanol Uretimi

Asetik asit ilavesi olmadan yapilan kontrol fermentasyonunda ortamdaki seker
hiicreler tarafindan sorunsuzca kullanildigindan etanol Uretimi de gergeklesmistir.
Besiyerine 2,5 ve 5 g/L asetik asit ilavesi ile yapilan fermentasyonlarda sirasiyla 37,730
g/L ve 33,460 g/L, kontrol fermentasyonunda ise 35,2 g/L etanol iretilmistir. 7,5 g/L
asetik asidin ilave edilmesi ile ortamda inhibisyonun baslamis ve etanol dretimi 0,825
g/L’ye diismiistiir. Maksimum konsantrasyon olan 12,5 g/L asetik asit ilavesiyle 48. saat
sonunda 0,272 g/L etanol elde edilmistir. Etanol iiretiminde gézlenen bu degisimler Sekil
4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.12. Asetik asit ilavesinin etanol tretimine etkisi
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4.6.3. Asetik asit ilavesi ile pH kontrolsiiz gerceklestirilen fermentasyonlarda
biyokiitle gelisimi

Kontrol fermentasyonunda 48. saatin sonunda biyokiitle gelisimi 7,164 g/L olarak
elde edilmistir. Seker tiikketimi ve etanol iiretimi agisindan inhibisyonun olmadig1 2,5 ve
5 g/L asetik asit ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyonlarda sirasiyla 4,890 ve 4,264 g/L
biyokiitle gelisimi meydana gelmistir. Ortama 7,5 g/L asetik asit ilavesi ile baslayan
inhibisyon nedeniyle immobilize Saccharomyces cerevisiae hiicrelerinin gelisimini
siirlandirmistir. Biyokiitle gelisimindeki bu sinirlandirma ile 7,5 g/L, 10 g/L ve 12,5 g/L
asetik asit ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyonlarda sirasiyla 1,150 g/L, 1,143 g/L ve
1,167 g/L biyokiitle gelisimi meydana gelmistir. Biyokiitle gelisiminde meydana gelen
bu degisimler Sekil 4.13’te verilmistir.
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Sekil 4.13. Asetik asit ilavesinin biyoklitle gelisimine etkisi

4.6.4. Farkh Kkonsantrasyonlarda asetik asit ilavesi ile pH kontrolsiz
gerceklestirilen fermentasyonlarin Kinetik parametrelerinin karsilastirilmasi

Asetik asit ilavesi ile pH kontrolsiiz gerceklestirilen fermentasyonlardan
hesaplanan kinetik parametreler Cizelge 4.10’da verilmistir. Kontrol fermentasyonunda
en yiksek etanol verimi %49,234 olarak belirlenmistir. Asetik asit ilavesiyle
gerceklestirilen fermentasyonlar arasinda ise kontrol fermentasyonu verimine yakin ve en
yuksek etanol verimi %45,648 ile 2,5 g/L asetik asit ilave edilen fermentasyondan elde
edilmistir. Ayrica inhibisyonun olmadigi 5 g/L asetik asit ilavesi ile ger¢eklestirilen
fermentasyonda etanol verimi %44,604 olarak hesaplanmistir. Kontrol fermentasyonu,
2,5 g/Lve 5 g/L asetik asit ilavesi ile yapilan fermentasyonlarin etanol verimleri
arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigi belirlenmistir (P>0,05). Ortama 7,5
g/L asetik asit ilavesi ile inhibisyonun basladigi, en diisiik etanol veriminin 12,5 g/L asetik
asit ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyonda %7,443 olarak hesaplandigi goriilmiistiir.
Kontrol fermentasyonundan elde edilen maksimum etanol verimi ile 12,5 g/L asetik asit
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ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyondan elde edilen minimum etanol verimi
arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu goriilmiistiir (P<0,05).

Kontrol fermentasyonunda birim substrat tizerinden en yuksek biyokitle verimi
%8,410 ile kontrol fermentasyonundan elde edilmistir. Yapilan fermentasyonlarda
maksimum biyokutle verimi 2,5 g/L asetik asit ilavesi ile %4,580 olarak elde edilirken
minimum biyokutle verimi 10 g/L asetik asit ilavesi ile %1,026 olarak bulunmustur. 2,5
g/L, 5 g/L ve 12,5 g/L asetik asit ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyonlardan elde
edilen biyokiitle verimleri birbirlerine yakin olarak elde edilmis olup bu fermentasyonlar
arasindaki farkin istatistiksel olarak énemli olmadig: belirlenmistir (P>0,05). Kontrol
fermentasyonundan elde edilen maksimum biyokaditle verimi ile 10 g/L asetik asit ilavesi
ile gerceklestirilen fermentasyondan elde edilen minimum biyokiitle verimi arasindaki
farkin istatistiksel olarak énemli oldugu goriilmistiir (P<0,05).

Yapilan fermentasyonlar seker kullanim orani bakimindan incelendiginde
ortamdaki seker en ¢ok 5 g/L asetik asit ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyonda
kullanilmistir. Kontrol fermentasyonundaki ve 2,5 g/L, 5 g/L asetik asit ilavesi ile yapilan
fermentasyonlarda seker kullanim oranlar1 yakinlik géstermektedir ve bu fermentasyonlar
arasindaki fark istatistiksel agidan onemli bulunmamistir (P>0,05). Bu degerlere ek
olarak en diisiik seker kullanim oranlar1 5, 7 ve 9 g/L asetik asit ilavesi ile gergeklestirilen
fermentasyonlardan sirastyla %9,068, %16,118 ve %4,943 olarak elde edilmistir. Ortama
5 g/L asetik asit ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyondan elde edilen maksimum seker
tiketimi ile 12,5 g/L asetik asit ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyondan elde edilen
minimum seker tiikketimi arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli olmustur (P<0,05).

Spesifik iiretim hiz1 (Qp) degerleri incelendiginden en yiiksek Qp degeri 1,800
g/L/h olarak kontrol fermentasyonundan elde edilmistir. En diisiikk Qp degeri ise 0,011
g/L/h olarak 12,5 g/L asetik asit ilave edilmis fermentasyondan elde edilmistir. Asetik
asit konsantrasyonunun artmasi ile Qp degerinde siirekli bir azalis gozlenmistir. Elde
edilen maksimum ve minimum Qp degerleri arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir fark
gorilmiistiir (P<0,05). Spesifik gelisim hiz1 (Qx) degerleri incelendiginde en yiiksek Qx
degeri 0,310 g/L/h olarak kontrol fermentasyonundan elde edilmistir. En diisiik Qx degeri
ise 12,5 g/L asetik asit ilavesi ile gergeklestirilmis fermentasyondan 0,023 g/L/h olarak
hesaplanmistir. Elde edilen maksimum ve minimum Qx degerleri arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0,05).

Yukarida verilen degerlere ek olarak hesaplanan tiim kinetik parametreler Cizelge
4.10’da verilmistir.
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Cizelge 4.10. Asetik asit ilavesi ile kinetik parametrelerin degisimi

K(ﬁzzgtkrg)slgnu AS (g/L) AP (g/L) AX (g/L) Yeis (%) Yxis (%) TY (%) SUY (%) Qx (g/L/h) Qr (g/L/n) Qs (g/L/h)
(g/L)
0 72,543+2 548 35,716"+0,057 6,101%£0,000 49,234°+1,527 8,410%+0,273 92,984%+2,989 96,099°+0,346 0,310°+0,077 1,800°+0,159 3,380%+0,170
2,5 83,467%+2,394  38,102%+1,518 3,823°+0,028 45,648%+0,503 4,580°+0,096 89,332%+0,985 97,940°+0,360 0,178°+0,017 1,782%+0,192 3,578%+0,037
5 75,015"+0,011 33,460°+0,159 3,200°+0,059 44,604*+0,206 4,266P+0,078 87,288%+0,403 98,2892+0,154 0,118%+0,003 1,348°+0,007 2,998*+0,000
7.5 6,652°42,225  0,729°+0,068 0,155%+0,015 10,952%°+1,380 2,328°+0,687 21,432%+2,701 9,068%+3,575 0,025°+0,001 0,016°+0,003 0,247°+0,079
10 14,113%5,371  1,975°+0,047 0,145%0,162 13,995°+2,920 1,026%+0,394 27,387°+5714 16,118°+4,742 0,041°+0,000 0,091°+0,000 0,989+0,042
12,5 4,360°40,636  0,325°+0,006  0,196%0,000 7,443°+0,211 4,507°+0,095 14,566°+0,413 4,943°0,627 0,023°+0,001 0,011°+0,000 1,584°+0,787
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4.6.5. Farkh Kkonsantrasyonlarda asetik asit ilavesi ile pH Kkontrolsiz
gerceklestirilen fermentasyonlara ait etanol iiretimi, biyokiitle gelisimi ve seker
tilkketimi degerlerinin farkli matematiksel modellere uygulanmasi

Besiyerine 2,5 g/L asetik asit ilavesi ile pH kontrolsiiz yapilan fermentasyondan
elde edilen etanol iiretimi, biyokiitle gelisimi ve seker tiikketimi degerlerine 10 farkl
model uygulanmis olup elde edilen veriler Cizelge 4.11°de verilmistir. RMSE, MAE ve
R? degerlerinin yan1 sira modellerin uyumluluguna karar vermek igin BF ve AF degerleri
dikkate alinmigtir. BF degeri 0,95<BF</,1] ise deger model ile uyumludur. BF degeri
0,87<BF<0,95 veya [,11<BF<1,43 ise model kabul edilebilirdir. BF degeri BF<0,87
veya BF>1,43 ise model kabul edilemezdir. AF degeri 1<AF<1,2 ise deger model ile
uyumludur. AF degeri 1,2<AF<I,3 ise model kabul edilebilirdir. AF degeri AF>1,3 ise
model kabul edilemezdir.

Etanol iiretimi i¢in en diisik RMSE degeri (1,064 g/L) MMF modelden ve en
diisik MAE degeri (0,666 g/L) MGM modelden en yiiksek RMSE degeri (11,673 g/L)
ve MAE degeri (10,556 g/L) ise Stannard modelden elde edilmistir. Elde edilen verilerde
en diisiik R? degeri (0,9576) Stannard modelden, en yilksek R? degeri (0,9988) MRM
modelden elde edilmistir. Ayrica MGM (0,931) modelden elde edilen BF degeri model
icin kabul edilebilir araliktadir. MGM (1,109) modelden elde edilen AF degeri de model
icin uyumlu olan araliktadir. Tiim bu degerler incelendiginde etanol iiretimi i¢in en uygun
model MGM model olarak secilmistir.

Biyokiitle gelisimi i¢in en diisiik RMSE degeri (0,310 g/L) ve MAE degeri (0,264
g/L) MGM modelden en yiiksek RMSE degeri (1,364 g/L) ve MAE degeri (1,259 g/L)
ise Stannard modelden elde edilmistir. Elde edilen verilerde en diisiik R? degeri (0,3668)
Asimetrik modelden, en yiiksek R? degeri (0,9864) MMF modelden elde edilmistir.
Ayrica Weibull (1,02), MMF (1,00) ve Fitzhugh (0,96) modelden elde edilen BF degerleri
model i¢in uyumlu olan araliktadir. MGM (1,2), Weibull (1,08), MMF (1,06), Huang
(1,2) ve Fitzhugh (1,13) modelden elde edilen AF degerleri de model igin uyumlu olan
araliktadir. Tiim bu degerler incelendiginde biyokiitle gelisimi i¢in en uygun model MMF
model olarak secilmistir.

Seker tiiketimi icin en diisiik RMSE degeri (3,840 g/L) ve MAE degeri (2,745
g/L) Weibull modelden en yiiksek RMSE degeri (40,076 g/L) ve MAE degeri (27,929
g/L) ise Huang modelden elde edilmistir. Elde edilen verilerde en diisiik R? degeri
(0,3424) Huang ve Baranyi modelden, en yiiksek R? degeri (0,9908) Weibull modelden
elde edilmistir. Ayrica Weibull (0,97) modelden elde edilen BF degeri model i¢in uyumlu
olan araliktadir. Weibull (1,11) ve Fitzhugh (1,10) modelden elde edilen AF degerleri
model i¢in uyumlu olan araliktadir. Tiim bu degerler incelendiginde seker tiikketimi i¢in
en uygun model Weibull model olarak segilmistir.

2,5 g/L asetik asit ilavesi ile pH kontrolsiiz gerceklestirilen fermentasyondan elde
edilen etanol iiretimi, biyokiitle gelisimi ve seker tiiketimi verilerine uygulanan
modellerin kiyaslandig: grafikler EK-25, EK-26 ve EK-27’de verilmistir. Bu veriler i¢in
hesaplanan model parametreleri EK-28, EK-29 ve EK-30’da verilmistir.
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Cizelge 4.11. 2,5 g/L asetik asit ilavesi ile pH kontrolstiz gerceklestirilen fermentasyondan elde edilen verilere uygulanan matematiksel
modellerin karsilastirilmasi

Model/Asetik

Asit Etanol Uretimi Biyokiitle Gelisimi Seker Tiiketimi

RMSE MAE ) RMSE MAE _, RMSE MAE )

@y @v B A g @y OB AR gy @ ROBFAF
MGM 1,082 0,666 0,9960 0,931 1,109 0,310 0,264 0,9748 0,90 1,16| 27,365 14,491 0,6327 0,69 1,49
MLM 1,707 1,616 10,9984 0,479 2,059 0,495 0,440 0,9750 0,79 1,27| 37,981 27,024 0,4498 0,29 3,49
MRM 1,450 1,344 0,9988 0,503 1,997 0,369 0,325 0,9745 1,30 1,34| 27,259 19,644 0,6810 0,35 3,02
Stannard 11,673 10,556 0,9576 0,443 4,290 1,364 1,259 0,9429 0,83 1,79| 19,031 16,956 0,9310 0,44 2,73
Weibull 1,279 0,905 0,9964 1,426 1,456 0,312 0,203 0,9685 1,02 1,08| 3,840 2,745 10,9908 0,97 1,11
MMF 1,064 0,828 0,9966 1,534 1,576 0,167 0,133 0,9864 1,00 1,06| 5,197 4,061 0,9825 0,76 1,36
Asimetrik 3935 2,363 0,9639 1107,864 1118,636| 1,202 0,944 0,3668 0,78 1,51| 20,413 11,246 0,9023 0,37 2,70
Baranyi 2,008 1,121 0,9900 2,825 2,973 1,056 0,693 0,8505 1,18 1,34| 40,075 27,929 0,3424 0,29 3,47
Huang 1,075 0,745 0,9966 1,808 1,869 0,568 0,427 0,9352 0,84 1,20| 40,076 27,929 0,3424 0,29 3,47
Fitzhugh 2,366 1,702 0,9860 2,444 2,628 0,355 0,272 0,9615 0,96 1,13| 6,733 4,253 10,9766 0,94 1,10
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4.7. Formik Asit lavesi ile pH Kontrollii Gergeklestirilen Fermentasyonlar

Inhibitér olarak formik asit kullanilarak gerceklestirilen fermentasyonlarda 0,5
g/L, 1 g/L, 1,5 g/L, 2 g/L ve 2,5 g/L konsantrasyonlarda formik fermentasyon ortamina
ilave edilmistir. Asetik asit ilavesi ile gerceklestirilen pH kontrollii fermentasyonlarda
inhibe edici etkinin gozlenemediginden dolay1 formik asit i¢in asetik aside benzer olarak
pH kontrolli denemeler yapilmigtir. Maksimum konstantrasyon olan 2,5 g/L formik asit
ilavesi ile yapilan fermentasyonlar hem pH kontrolli hem de pH kontrolsiiz olarak
denenmistir. 2,5 g/L. formik asit ilavesi ile pH kontrollii gergeklestirilen fermentasyonda
ortamda bulunan sekerin %95,6831 kullanilarak 36,603 g/L etanol iiretimi ve 6,042 g/L
biyokiitle gelisimi elde edilmistir. Bunun sonucunda pH kontrollii yapilan ¢alismada
ortama eklenen baz yine asidin inhibe edici etkisini ortadan kaldirmistir. Bundan dolay1
calisma kapsaminda kullanilan formik asidin inhibe edici etkisi arastirilirken pH
kontrolsiiz olarak fermentasyonlar tamamlanmaistir.

4.8. Formik Asit ilavesi ile pH Kontrolsiiz Gerceklestirilen F ermentasyonlar

Saf'karbon kaynagi olarak glukozun kullanildig1 kontrol besiyeri ortamina 0,5 g/L,
1g/L, 1,5¢g/L,2g/Lve2,5g/L olmakiizere 5 farkli konsantrasyonda formik asit eklenmis
olup bu fermentasyonlar pH kontrolsiz olmak (zere 2 tekerrlrli olarak
gergeklestirilmistir. Her fermentasyondan 48 saat boyunca belirli araliklar ile drnekler
alimmstir. Bu 6rnekler ile seker, etanol ve biyokiitle analizleri yapilmistir.

4.8.1. Formik asit ilavesi ile pH kontrolsiiz gerceklestirilen fermentasyonlarda
seker tiiketimi

Formik asit ilavesi olmadan gerceklestirilen kontrol fermentasyonunda ve buna ek
olarak 0,5 ve 1 g/LL formik asit ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyonlarda seker
tlketimi sorunsuz gerceklesmistir. Bu fermentasyonlarin sonunda ortamdaki seker
miktar1 75,874 g/L, 83,637 g/L ve 78,529 g/L’den sirasiyla 3,239 g/L, 1,800 g/L ve 1,411
g/L’ye diismiistiir. Besiyerine 1,5 g/L formik asit ilavesi ile inihibisyon baslamis ve seker
tlketimi azalmigtir. Daha yuksek konsantrasyonlar olan 2 ve 2,5 g/L formik asitte ise
inhibe edici etkinin daha fazla oldugu gézlenmistir. Inhibisyonun gerceklestigi 1,5 g/L, 2
g/L ve 2,5 g/L formik asit ilavesi ile pH kontrolsiiz yapilan fermentasyonlarin 48. saatinde
ortamda bulunan 80,054 g/L, 79,172 g/L, 81,627 g/L seker sirasiyla 62,616 g/L, 55,875
g/L ve 50,553 g/L’ye diismiistiir. Ortamda kalan seker miktarlar1 inhibisyon ile sekerin
immobilize hiicreler tarafindan kullanilamadigini gostermektedir. Seker tiikketiminde
belirlenen bu degisimler Sekil 4.14’te verilmistir.
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Sekil 4.14. Formik asit ilavesinin seker tiiketimine etkisi

4.8.2. Formik asit ilavesi ile pH kontrolsiiz gerceklestirilen fermentasyonlarda
etanol Uretimi

Formik asit ilavesi olmadan yapilan kontrol fermentasyonunda ortamdaki seker
hiicreler tarafindan kullanilip etanol elde edilmistir. 0,5 ve 1 g/L formik asit ilavesi ile
yapilan fermentasyonlarda kontrol fermentasyonunda oldugu gibi etanol {retimi
gbzlemlenmistir. Kontrol fermentasyonunda, 0,5 g/l ve 1 g/L formik asit ilavesi ile
yapilan fermentasyonlarda sirastyla 35,200 g/L, 36,670 g/L ve 33,471 g/L etanol elde
edilmistir. 1,5 g/L formik asidin ilave edilmesi ile ortamda inhibisyonun baglamasi ile
etanol Uretimi azalmistir. Ortama 1,5 g/L, 2 g/L ve 2,5 g/L formik asit ilavesi ile
gergeklestirilen fermentasyonlarin sonucunda sirastyla 9,826 g/L, 0,043 g/L ve 0,163 g/L
etanol elde edilmistir. Etanol tiretiminde g6zlenen bu degisimler Sekil 4.15’te verilmistir.
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Sekil 4.15. Formik asit ilavesinin etanol tretimine etkisi

4.8.3. Formik asit ilavesi ile pH kontrolsiiz gerceklestirilen fermentasyonlarda
biyokiitle gelisimi

Formik asit ilavesinin olmadigi kontrol fermentasyonunda 48. saatin sonunda
biyokiitle gelisimi 7,164 g/L olarak elde edilmistir. Seker tiiketimi ve etanol iiretimi
acisindan inhibisyonun olmadigi 0,5 ve 1 g/L formik asit ilavesi ile gergeklestirilen
fermentasyonlarda sirasiyla 3,698 ve 2,010 g/L biyokiitle gelisimi meydana gelmistir.
Ortama 1,5 g/L formik asit ilavesi ile gergeklesen inhibisyon immobilize Saccharomyces
cerevisiae hiicrelerinin gelisimini sinirlandirmistir.  Biyokiitle gelisimindeki bu
sinirlandirma ile 1,5 g/L, 2 g/L ve 2,5 g/L formik asit ilavesi ile gerceklestirilen
fermentasyonlarda sirastyla 1,656 g/L, 1,102 g/L ve 1,102 g/L biyokiitle gelisimi
meydana gelmistir. Biyokiitle gelisiminde meydana gelen degisimler Sekil 4.16’da
verilmistir.
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Sekil 4.16. Formik asit ilavesinin biyokiitle gelisimine etkisi

4.8.4. Farkh konsantrasyonlarda formik asit ilavesi ile pH kontrolsiz
gerceklestirilen fermentasyonlarin Kinetik parametrelerinin karsilastirilmasi

Formik asit ilavesi ile pH kontrolsiiz gerceklestirilen fermentasyonlardan
hesaplanan kinetik parametreler Cizelge 4.12’de verilmistir. Kontrol fermentasyonunda
en yuksek etanol verimi %49,234 olarak elde edilmistir. Formik asit ilavesiyle
gerceklestirilen fermentasyonlarda ise kontrol fermentasyonu verimine yakin ve en
yuksek etanol verimi %44,808 ile 0,5 g/L formik asit ilave edilen fermentasyondan elde
edilmistir. Buna ek olarak inhibisyonun olmadigi 1 g/L formik asit ilavesi ile
gerceklestirilen fermentasyonda etanol verimi %41,654 olarak hesaplanmistir. Kontrol
fermentasyonu, 0,5 g/L ve 1 g/L formik asit ilavesi ile yapilan fermentasyonlarin
verimleri arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir (P>0,05). Ortama 1,5
g/L formik asit ilavesi ile inhibisyonun basladigi, en diisiik etanol veriminin 2 g/L formik
asit ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyonda %0,100 olarak hesaplandigi goriilmiistiir.
Kontrol fermentasyonundan elde edilen maksimum etanol verimi ile 2 g/L formik asit
ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyondan elde edilen minimum etanol verimi
arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadig goriilmiistiir (P<0,05).

Kontrol fermentasyonu ve formik asit ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyonlar
arasinda birim substrat tiiketmi tzerinden en ylksek biyokdtle verimi %8,410 ile kontrol
fermentasyonundan elde edilmistir. Yapilan fermentasyonlarda maksimum biyokutle
verimi 0,5 g/L formik asit ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyondan %3,219
bulunurken minimum biyokitle verimi 2,5 g/L formik asit ilaveli besiyerinde %0,176
olarak bulunmustur. Kontrol fermentasyonundan elde edilen maksimum biyokiitle verimi
ile 2,5 g/L formik asit ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyondan elde edilen minimum
biyokiitle verimi arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark goriilmiistiir (P<0,05).

Yapilan fermentasyonlar seker kullanim oranm1 bakimindan incelendiginde
ortamdaki seker en ¢ok 1 g/L formik asit ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyonda
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kullanilmistir. Kontrol fermentasyonundaki ve 0,5 g/L, 1 g/L formik asit ilavesi ile
yapilan fermentasyonlarda seker kullanim oranlar1i yakinlik gostermektedir ve bu
fermentasyonlar arasinda fark istatistiksel agidan 6nemli bulunmamistir (P>0,05). Bu
degerlere ek olarak en diisiik seker kullanim oranlar1 1,5 g/L, 2 g/LL ve 2,5 g/LL formik
ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyonlardan sirastyla %20,850 %29,621 ve %43,302
olarak elde edilmistir. 1 g/L formik asit ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyondan elde
edilen maksimum seker tiketimi ile 1,5 g/L formik asit ilavesi ile gergeklestirilen
fermentasyondan elde edilen minimum seker tiiketimi arasindaki fark istatistiksel olarak
onemli goriilmistiir (P<0,05).

Spesifik tiretim hizlarina bakildiginda en yiiksek Qp degeri 1,877 g/L/h olarak 0,5
g/L formik asit ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyondan elde edilmistir. Inhibitor
ilavesi olmadan yapilan kontrol fermentasyonunda Qp degeri 1,800 g/L/h olarak
hesaplanmistir. 1 g/L formik asit ilavesi ile Qp degerinin 0,946 g/L/h olarak hesaplandigi
goriilmistiir. 1 g/L formik asit konsantrasyonun (zerinde denenen konsantrasyonlarda
inhibisyonun basladig1 ve elde edilen Qp degerinin azaldig1 goriilmiistiir. En diisiik Qp
degeri 0,000 g/L/h olarak 2 g/L. formik asit ilavesi ile ger¢eklestirilen fermentasyondan
elde edilmistir. Maksimum ve minimum Qp degerleri arasindaki fark ise istatistiksel
olarak anlamlidir (P<0,05). Diger bir parametre olan spesifik gelisim hiz1 degerlerinde
ise maksimum Qx degeri 0,310 g/L/h olarak kontrol fermentasyonundan elde edilmistir.
flave edilen formik asit konsantrasyonunun artmasi ile elde edilen Qx degeri azalmistir.
Minimum Qx degeri 0,002 g/L/h olarak 1,5 g/L formik asit ilavesi ile gergeklestirilen
fermentasyondan elde edilmistir. Maksimum ve minimum Qx degerleri arasindaki fark
ise istatistiksel olarak anlamlidir (P<0,05).

Yukarida verilen degerlere ek olarak hesaplanan tiim kinetik parametreler Cizelge
4.12°de verilmistir.
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Cizelge 4.12. Formik asit ilavesi ile kinetik parametrelerin degisimi
Formik Asit
Konsantrasyonu AS (g/L) AP (g/L) AX (g/L) Yess (%) Yxis (%) TY (%) SUY (%) Qx (g/L/h) Qr (g/L/h) Qs (g/L/n)
(9L
0 72,543°£2,548 35,716°+0,057 6,1012+0,000 49,2342+1,527 8,410%+0,273 92,984°+2,989 96,099°+0,346 0,310%+0,077  1,800%+0,159  0,0380%+0,170
05 81,837%+3,879 36,670°+1,507 2,634°+0,693 44,808°+3,984 3,219°+0,682 87,687%t7,796 97,847%t0,449 0,131°+0,009  1,877°+0,118 4,1172+0,378
1 80,354%+5,479 33,471%+0,079 0,946°+0,033 41,654*+2,768 1,178°t0,060 81,515%+5416 98,274°+2,718 0,054%°+0,017 0,946°+0,008  2,477"+0,234
15 16,495°+8,930 9,826°+1,674 0,593°+0,298 15596°+4,126 3,594°+0,355 30,521°+8,074 20,850°+10,250 0,002°+0,013  0,118°+0,020 0,498°+0,183
2 23,296+12,045 0,023°+0,013 0,075°+0,006 0,100°+0,225 0,322°+0,436 0,195°+0,440 29,621°+14,597 0,008°+0,002  0,000°+0,000 0,449+0,188
2,5 34,101°+15,023 0,319°+0,013 0,060°40,019 0,935°t0,045 0,176°+0,033 1,829°+0,087 43,302°+18,582 0,005°+0,002  0,016°+0,011  2,557"*+1,628
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4.8.5. Farkh konsantrasyonlarda formik asit ilavesi ile pH kontrolsiz
gerceklestirilen fermentasyonlara ait etanol iiretimi, seker tiiketimi ve biyokiitle
gelisimi degerlerinin matematiksel modellere uygulanmasi

Besiyerine 0,5 g/L formik asit ilavesi ile pH kontrolsiiz yapilan fermentasyondan
elde edilen etanol iiretimi, biyokiitle gelisimi ve seker tiikketimi degerlerine 10 farkl
model uygulanmis olup elde edilen veriler Cizelge 4.13’te verilmistir. RMSE, MAE ve R?
degerlerinin yani sira modellerin uyumluluguna karar vermek icin BF ve AF degerleri
dikkate alinmigtir. BF degeri 0,95<BF</,1] ise deger model ile uyumludur. BF degeri
0,87<BF<0,95 veya 1,11<BF<1,43 ise model kabul edilebilirdir. BF degeri BF<0,87
veya BF>1,43 ise model kabul edilemezdir. AF degeri 1<AF<1,2 ise deger model ile
uyumludur. AF degeri 1,2<AF<I,3 ise model kabul edilebilirdir. AF degeri AF>1,3 ise
model kabul edilemezdir.

Etanol iiretimi i¢in en diisiik RMSE degeri (0,362 g/L) ve MAE degeri (0,244 g/L)
Huang modelden en yiiksek RMSE degeri (11,453 g/L) ve MAE degeri (10,261 g/L) ise
Stannard modelden elde edilmistir. Elde edilen verilerde en diisiik R? degeri (0,3076)
Asimetrik modelden, en yiiksek R? degeri (0,9996) Huang modelden elde edilmistir.
Ayrica MMF (0,890) modelden elde edilen BF degeri model igin kabul edilebilir
araliktadir. MMF (1,290) modelden elde edilen AF degeri model igin uyumlu olan
araliktadir. Tiim bu degerler incelendiginde etanol iiretimi i¢in en uygun model MMF
model olarak se¢ilmistir.

Biyokiitle gelisimi i¢in en diisiik RMSE degeri (0,094 g/L) ve MAE degeri (0,079
g/L) MMF modelden en yiiksek RMSE degeri (0,932 g/L) Asimetrik modelden ve en
yiuksek MAE degeri (0,927 g/L) ise Stannard modelden elde edilmistir. Elde edilen
verilerde en diisiik R? degeri (0,3072) Asimetrik modelden, en yilksek R? degeri (0,9921)
MMF modelden elde edilmistir. Ayrica Weibull (1,015) ve MMF (1,015) modelden elde
edilen BF degerleri model i¢in uyumlu olan araliktadir. MGM (1,155), Weibull (1,046),
MMF (1,047), Huang (1,189) ve Fitzhugh (1,135) modelden elde edilen AF degerleri
model i¢in uyumlu olan araliktadir. Tiim bu degerler incelendiginde biyokiitle gelisimi
icin en uygun model MMF model olarak segilmistir.

Seker tiiketimi igin en diisik RMSE degeri (2,850 g/L) ve MAE degeri (2,077
g/L) Weibull modelden en yiiksek RMSE degeri (40,696 g/L) ve MAE degeri (29,541
g/L) ise Huang modelden elde edilmistir. Elde edilen verilerde en diisiik R? degeri
(0,3213) Huang modelden, en yilksek R? degeri (0,9976) Weibull modelden elde
edilmistir. Ayrica Weibull (1,092) ve Fitzhugh (1,103) modelden elde edilen BF degeri
model i¢in uyumlu olan araliktadir. Weibull (1,128), MMF (1,165) ve Fitzhugh (1,175)
modelden elde edilen AF degerleri model i¢in uyumlu olan araliktadir. Tiim bu degerler
incelendiginde seker tiiketimi igin en uygun model Weibull model olarak segilmistir.

0,5 g/L formik asit ilavesi ile pH kontrolsiiz gergeklestirilen fermentasyondan elde
edilen etanol iiretimi, biyokiitle gelisimi ve seker tiiketimi verilerine uygulanan
modellerin kiyaslandig: grafikler EK-31, EK-32 ve EK-33’te verilmistir. Bu veriler igin
hesaplanan model parametreleri EK-34, EK-35 ve EK-36’da verilmistir.
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Cizelge 4.13. 0,5 g/L formik asit ilavesi ile pH kontrolsiiz gergeklestirilen fermentasyondan elde edilen verilere uygulanan matematiksel
modellerin karsilastirilmasi

Model/Formik

Asit Etanol Uretimi Biyokiitle Gelisimi Seker Tiiketimi

RMSE MAE _, RMSE MAE _, RMSE MAE _,

@y @v ~ B A gy @ OB AF @y @ ROBFOAF
MGM 1,221 0,954 0,9963 0,721 1,418 0,271 0,237 0,9662 0,905 1,155|25,562 14,066 0,6626 0,740 1,420
MLM 2,072 1,922 0,9978 0,443 2,330 0,381 0,318 0,9659 0,816 1,227|38,053 27,890 0,4715 0,312 3,201
MRM 1,743 1,580 0,9982 0,444 2,261 0,404 0,314 0,9658 1,428 1,456|27,218 20,223 0,7419 0,379 2,780
Stannard 11,453 10,261 0,9615 0,425 4,603 0,992 0,927 0,9342 0,893 1,639|19,713 17,916 0,9308 0,490 2,492
Weibull 1,488 1,017 0,9934 1,547 1,582 0,129 0,096 0,9881 1,015 1,046| 2,850 2,077 0,9976 1,092 1,128
MMF 3,132 1,999 0,9966 0,890 1,290 0,094 0,079 0,9921 1,015 1,047| 3,148 2,472 0,9960 0,865 1,165
Asimetrik 11,624 12,351 0,3076 246,864 2115,710| 0,932 0,704 0,3072 0,847 1,439|22,101 17,991 0,9480 0,391 2,574
Baranyi 0,754 0,377 0,9984 1,691 1,719 0,827 0,614 0,8654 1,283 1,406 |40,666 29,435 0,3229 0,309 3,240
Huang 0,362 0,244 0,9996 9,888 9,971 0,437 0,305 0,8993 0,850 1,189|40,696 29,541 0,3213 0,309 3,241
Fitzhugh 2,334 1,429 0,9845 108,824 113,292 | 0,289 0,227 0,9387 0,935 1,135| 4,604 3,704 0,9929 1,103 1,175
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4.9. Besiyerine Inhibitorlerin Karisim (Miks) Olarak fIlave Edilmesiyle
Gergeklestirilen Fermentasyonlar

Lignoseliilozik bir bilesigin hidrolizi sonucunda ortamda bir¢ok inhibitor farkl
konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Bu amagcla oncelikle immobilize Saccharomyces
cerevisiae hicrelerinin farkli konsantrasyonlarda her bir inhibit6re karsi tolerans araligi
belirlenmistir. Bu tolerans araliklari ile Plackett-Burman Dizayn tasariminda kullanilacak
minimum ve maksimum noktalar belirlenmistir. Bu noktalar ile 10 fermentasyonluk
deneme deseni olusturulmus ve tiim inhibitérlerin bir arada kullanildigi miks
fermentasyonlar gerceklestirilmistir. Fermentasyonlarin inhibitér igerikleri Cizelge
3.2’de verilmistir. Her fermentasyondan 48 saat boyunca belirli araliklar ile ornekler
alinmistir. Bu 6rnekler ile seker, etanol ve biyokiitle analizleri yapilmistir.

4.9.1. Besiyerinde inhibitorlerin karisim halde bulunmasi ile gerceklestirilen
fermentasyonlarda seker tiiketimi

Inhibitér ilavesi olmadan gergeklestirilen kontrol fermentasyonunda (0 no’lu
deneme) ortamda bulunan 76,261 g/L scker hiicreler tarafindan tiiketilmistir ve
fermentasyon sonunda ortamda 3,239 g/L seker kalmistir. Buna benzer sekilde deneme
deseninde bulunan 2, 7 ve 10 no’lu deneme fermentasyonlarinda inhibe edici bir etki
goriilmemis olup ortamda bulunan seker kullanilmistir. Diger yandan 3, 4 ve 6 no’lu
deneme fermentasyonlarinda ise seker tiiketimi acisindan kismen inhibe edici bir etki
goriilmiistiir. Bu fermentasyonlarin 48. saatinde ortamda bulunan 85,897 g/L, 95,470 g/L,
94,167 g/L seker miktarlarinin sirastyla 18,789 g/L, 50,885 g/L ve 32,503 g/L’ye diistliigii
saptanmistir. Geriye kalan 1, 5, 8 ve 9 no’lu deneme fermentasyonlarinda ise sekerin
kullanilamadig1 ve inhibisyonun gerceklestigi goriilmiistiir. Seker tiikketiminde meydana
gelen bu degisim Sekil 4.17°de verilmistir.
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Miks fermentasyonlarin deneme numaralari
Sekil 4.17. Inhibitorlerin miks olarak ilavesinin seker tiiketimine etkisi

Elde edilen bu fermentasyonlar sonucunda en ¢ok inhibe edici etkinin furfuraldan
kaynaklandig1 ve furfural konsantrasyonuna bagli olarak seker tiiketiminin degisiklik
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gosterdigi saptanmistir. Deneme deseninin olusturuldugu Minitab Istatistiksel Yazilim
programinin verdigi Pareto Grafigine gore de en fazla etkinin furfural olarak goriilmesi
bu iki durumu destekler niteliktedir (Sekil 4.18).

Pareto Chart of the Standardized Effects

(response is Results, Alpha = ,05)

Furfural—|

HMF -

Formik asit—

Asetik asit—

Fenol—

Sekil 4.18. Miks fermentasyonlarda inhibitorlerin etki diizeyini belirten Pareto Grafigi

4.9.2. Besiyerinde inhibitorlerin karisim halde bulunmasi ile gerceklestirilen
fermentasyonlarda etanol dretimi

Kontrol fermentasyonunda (0 numarali deneme) 48 saatin sonun ortamda 35,2 g/L
etanol bulunmaktadir. Etanol iiretimi agisindan bu degere en yakin etanol tiretimi 10 no’lu
deneme fermentasyonundan 29,033 g/L olarak elde edilmistir. Buna ek olarak 2, 7 ve 6
no’lu deneme fermentasyonundan sirastyla 28,976 g/L, 28,026 g/L ve 21,709 g/L etanol
elde edilmistir. Bu fermentasyonlarda miks olarak kullanilan inhibitorler seker
kullanimini ¢ok fazla etkilemeseler bile etanol iiretimini azaltmislardir. Buna ek olarak 3
ve 4 no’lu deneme fermentasyonlarindan 11,305 ve 6,946 g/ etanol iiretilmistir.
Tamamen inhibisyonun gerceklestigi 1, 5, 8 ve 9 no’lu deneme fermentasyonlardan ise
5,039 g/L, 1,190 g/L, 3,860 g/L ve 1,208 g/L etanol elde edilmistir. Inhibisyonun
tamamen gergeklestigi bu dort fermentasyonda furfuralin maksimum konsantrasyonda
oldugu gozlenmistir. Etanol tiretiminde olusan bu degisiklikler Sekil 4.19°da verilmistir.
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Sekil 4.19. Inhibitérlerin miks olarak ilavesinin etanol iiretimine etkisi

4.9.3. Besiyerinde inhibitorlerin karisim halinde bulunmasi ile gerceklestirilen
fermentasyonlarda biyokiitle gelisimi

Kontrol fermentasyonu sonucunda biyokiitle gelisimi 7,164 g/L olarak
belirlenmistir. Bu fermentasyona en yakin biyokiitle gelisimi 7 no’lu deneme
fermentasyonundan 4,125 g/l olarak elde edilmistir. 2 ve 10 no’lu deneme
fermentasyonlarinda ise inhibisyonun biyokiitle gelisimi lizerinde etkisinin kismen
oldugu goriilmiistiir. Bu fermentasyonlarda sirasiyla 3,659 ve 3,315 g/L biyokiitle gelismi
elde edilmistir. Diger deneme fermentasyonlarinda ise biyokiitle gelisimi lizerine
inhibisyonun goriilmiis olup en diisiik biyokiitle gelisimini 1 no’lu deneme
fermentasyonundan 1,130 g/L olarak elde edilmistir. Biyokiitle gelisiminde olan bu
degisiklikler Sekil 4.20’de verilmistir.
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Sekil 4.20. Inhibitdrlerin miks olarak ilavesinin biyokiitle gelisimine etkisi

4.9.4. Besiyerinde inhibitorlerin karisim halinde bulunmasiyla gerceklestirilen
fermentasyonlara ait kinetik parametrelerin karsilastirilmasi

Inhibitérleri karigtirarak miks olarak gergeklestirilen fermentasyonlardan
hesaplanan kinetik parametreler Cizelge 4.16’da verilmistir. Elde edilen parametreler
etanol verimi a¢isindan incelendiginde en yiiksek verim kontrol fermentasyonundan
%49,234 olarak elde edilmistir. Bu degere yakin olarak 7 no’lu fermentasyondan
935,880 oraninda etanol verimi goriilmiistiir. Bu iki fermentasyonda arasindaki fark
istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (P<0,05). En diisiik etanol verimi ise 5 no’lu
deneme fermentasyonundan %5,736 oraninda elde edilmistir. En yiiksek ve en diisiik
etanol veriminin belirtildigi fermentasyonlar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemli
olmustur (P<0,05).

Gergeklestirilen fermentasyonlar arasinda birim substrat izerinden en yuksek
biyokutle verimi %8,410 oraninda kontrol fermentasyonundan elde edilmistir. Kontrol
fermentasyonuna en yakin biyokiitle verimi ise 7 no’lu deneme fermentasyonunda
goriismistiir. 4, 5, 6 ve 10 no’lu deneme fermentasyonlarinda biyokiitle verimi lizerinde
kismi bir inhibisyon Ve elde edilen biyokiitle verimleri azalmistir. Bu dort fermentasyon
arasinda ise istatistiksel acidan onemli bir fark bulunmamistir (P>0,05). En disiik
biyokiitle verimi ise %0,322 olarak 1 no’lu deneme fermentasyonundan elde edilmistir.
En yiiksek ve en diisiik biyokiitle veriminin belirtildigi fermentasyonlar arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0,05).

Deneme deseninden elde edilen konsantrasyonlar ile yapilan fermentasyonla
seker kullanim orani agisindan incelendiginde ortamda bulunan sekerin en ¢ok 10 no’lu
deneme fermentasyonunda %96,732 oraninda kullanildigi  gOriilmistiir. Bu
fermentasyonu %96,099 ile kontrol fermentasyonu takip etmektedir. 7 ve 2 no’lu deneme
fermentasyonlarinda ise seker kullanim oraninin yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu dort
fermentasyon arasinda ise istatistiksel agidan 6nemli bir fark bulunmamistir (P>0,05). 4
ve 6 no’lu deneme fermentasyonlarinda kismen inhibisyon gézlemlenmis olup seker
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kullanim oranm1 %44,275 ve %66,023 oranindadir. En diisiik seker kullanim oran1 9 no’lu
deneme fermentasyonunda %7,431 oraninda elde edilmistir. En yiiksek ve en diisiik seker
kullaniminin belirtildigi fermentasyonlar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli
bulunmustur (P<0,05).

Spesifik gelisim hizlar1 (Qx) ve spesifik iiretim hizlar1 (Qp) incelendiginde en
yuksek Qx (0,310 g/L/h) ve Qp (1,800 g/L/h) degerlerinin inhibitor ilavesi olmadan
gerceklestirilen kontrol fermentasyonundan hesaplanmistir. Deneme deseninden elde
edilen miks fermentasyonlarin sonucunda hesaplanan maksimum ve minimum Qx ve Qp
degeri arasinda farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goériilmiistiir (P<0,05).

Kinetik parametrelere ek olarak elde edilen analiz sonuglari Minitab Istatistiksel
Yazilimi kullanilarak degerlendirilip etanol iiretimi i¢in kullanilan degiskenlerin
istatistiksel etkileri ve katsayilar1 elde edilmistir. Modelde kullanilan degiskenler HMF,
furfural, fenol, asetik asit ve formik asit olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglar
Cizelge 4.14’te verilmistir.

Cizelge 4.14. Etanol iiretimi igin etkiler ve katsayilar

Degiskenler Etki Katsay1 SH Katsayilari T P
HMF -4 -2 0,8792 -2,27 0,108
Furfural -23,33 -11,67 0,8792 -13,27 0,001
Fenol -0,49 -0,24 0,8792 -0,28 0,8
AA -0,83 -0,42 0,8792 -0,47 0,667
FA 1,33 0,66 0,8792 0,76 0,505

Cizelge 4.14’te verilen P (olasilik) degeri istatistiksel anlamliligin varliginin
belirlenmesi amaci ile kullanilmaktadir. Degiskenler incelendiginde HMF, fenol, asetik
asit ve formik asitten elde edilen P degerlerinin 0,05’ten biiyik olmasi ile bu
degiskenlerin miks fermentasyonlarda etkilerinin istatistiksel agidan 6nemsiz oldugu
goriilmistiir (P>0,05). Furfuraldan elde edilen P degerinin ise 0,05 ten kii¢iik olmasi ile
bu degiskenin miks fermentasyonlardaki etkisinin istatistiksel agidan onemli oldugu
goriilmiistiir (P<0,05). Bu veriler ile Sekil 4.18’deki Pareto Grafigi’nde furfuralin
etkisinin 6nemli gorilmesi destelenmis olmaktadir. Onemli etkiye sahip olan furfural ile
gerceklestirilen fermentasyonlardan elde edilen sonuglar ise baslik 4.3 altinda verilmistir.
Bunun yani sira Minitab Istatistiksel Yazilimi kullanilarak varyans analizi incelenmis
olup elde edilen veriler Cizelge 4.15’te verilmistir.
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Cizelge 4.15. Etanol tretimi modelinde elde edilen varyans analizi

Kaynak SD D. KT D. KO F P
Model 5 1034,13 206,826 47,78 0,005
Hata 3 12,99 4,329 -

Uyum Eksikligi 1 3,49 3,486 0,73 0,482
Saf Hata 2 9,5 4,75 - -

Cizelge 4.15 incelendiginde model i¢in P degeri 0,005 olarak elde edilmistir. Bu
degerin 0,05’ten kiigiik olmas istatistiksel agidan 6nemli oldugu igin (P<0,05) varyans
analizi sonucuna gore model uyumlu ve dnemlidir. Bir diger 6nemli parametre olan uyum
eksikligi (Lack-of-fit) degeri 0,05’ten biiyiik oldugu igin istatistiksel agidan 6nemsizdir
(P>0,05).

Yukarida verilen degerlere ek olarak hesaplanan tiim kinetik parametreler Cizelge
4.16’da verilmistir.
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Cizelge 4.16. Inhibitdrlerin mix olarak ilavesi ile kinetik parametrelerin degisimi
Mix Deneme AS AP AX Yris Yx/s TY SUY Qx Qr Qs
No. (g/L) (g/L) (g/L) %) (%) (%) (%) (g/L/h) (g/L/h) (g/L/h)
0 72,543%0+2 548 35,716%+0,057 6,101%+0,000 49,234%+1,527 8,410%+0,273  92,984°+2,989 96,099%+0,346 0,310%+0,077 1,800%+0,159  3,380%+0,170
1 20,7649+1,081 5,0399+0,020 0,0679+0,000 24,407*°+1,365 0,322°+0,017 47,764°+2,672 22,0007+0,909 0,002°+0,000 0,138°+0,029 1,543°+0,424
2 85,2952+1,006 28,976°+0,007 2,596°+0,020  33,981°+0,393  3,044°+0,012 66,499°+0,769 94,613%+0,485 0,157°+0,003 0,4829+0,012 1,376%+0,028
3 68,141%9+0,403 11,305%+0,001 0,666%+0,000 16,591%+0,100 0,977%+0,006 32,468%°+0,195 82,689°+1,996 0,014°+0,000 0,147°+0,034 2,844%2+0,062
4 40,585%+2,765 6,946 +4,685 0,924°+0,112 15,687%+10,475 2,260%+0,122 30,698%°+20,500 44,275%1,069 0,022°+0,017 0,2702+0,190 1,690°+0,001
5 21,573™+3,305 1,2269+0,151 0,453%9+0,082 5,736%+0,178  2,326%+0,738 11,226%+0,349 22,520%+3,627 0,047°+0,018 0,030°+0,009 0,685%+0,169
6 62,9679+0,795 21,7099+0,324 1,429940,019  34,500°+0,950 2,269%+0,001 67,515°+1,860 66,023°+1,975 0,020°+0,003 0,299%+0,010 1,483°+0,169
7 78,104°+1,536 28,026°+0,599 3,062°+0,364 35,880%%+0,061 3,905%+0,389 70,215"+0,120 95,8312+0,353 0,153°+0,015 0,991°+0,062  2,504°+0,150
8 14,3829+3,941 3,8607+0,212 0,45379+0,038 30,624°+6,914 3,874%+1,324 59,929°+1353 159877+4,423 0,014°+0,001 0,122¢+0,037 0,734%+0,254
9 6,742'+0,191  1,2089+0,001 0,336M+0,045 17,941%+0,523 5,035°+0,806 35,109%+1,024 7,4319+0,283 0,012°+0,001 0,037¢+0,001  0,317°+0,362
10 85,7742+0,625 29,033°+0,020 2,251°+0,292  33,851P+0,270 2,620%+0,321 66,245°+0,529 96,723%+0,162 0,076°+0,009 0,713°+0,016 3,0212+0,156
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4.9.5. Besiyerinde inhibitdrlerin karisim halinde bulunmasiyla gerceklestirilen
fermentasyonlara ait etanol iiretimi, seker tiiketimi ve biyokiitle gelisimi
degerlerinin matematiksel modellere uygulanmasi

Placket-Burman dizayninda 10 no’lu deneme fermentasyonundan elde edilen
etanol {iretimi, biyokiitle gelisimi ve seker tiiketimi degerlerine 10 farkli model
uygulanmus olup elde edilen veriler Cizelge 4.17°de verilmistir. RMSE, MAE ve R?
degerlerinin yan1 sira modellerin uyumluluguna karar vermek icin BF ve AF degerleri
dikkate alinmigtir. BF degeri 0,95<BF</,1] ise deger model ile uyumludur. BF degeri
0,87<BF<0,95 veya 1,11<BF<1,43 ise model kabul edilebilirdir. BF degeri BF<0,87
veya BF>1,43 ise model kabul edilemezdir. AF degeri 1<AF<1,2 ise deger model ile
uyumludur. AF degeri 1,2<AF<I,3 ise model kabul edilebilirdir. AF degeri AF>1,3 ise
model kabul edilemezdir.

Etanol Uretimi i¢in en diisiik RMSE degeri (2,393 g/L) ve MAE degeri (1,301 g/L)
Huang modelden en yiiksek RMSE degeri (8,321 g/L) ve MAE degeri (6,877 g/L) ise
Stannard modelden elde edilmistir. Elde edilen verilerde en diisiik R? degeri (0,8506)
Weibull modelden, en yiiksek R? degeri (0,9655) MLM modelden elde edilmistir. Ayrica
Weibull (0,871) modelden elde edilen BF degeri model igin kabul edilebilir araliktadir.
Weibull (1,049) modelden elde edilen AF degeri model i¢in de uyumlu olan araliktadir.
Tiim bu degerler incelendiginde etanol tiretimi i¢in en uygun model Weibull model olarak
secilmistir.

Biyokiitle gelisimi i¢in en diisiik RMSE degeri (0,139 g/L) ve MAE degeri (0,117
g/L) MMF modelden en yiiksek RMSE degeri (0,960 g/L) ve MAE degeri (0,927 g/L) ise
Baranyi modelden elde edilmistir. Elde edilen verilerde en diisiik R? degeri (0,3556)
Asimetrik modelden, en yilksek R? degeri (0,9925) Weibull modelden elde edilmistir.
MGM (1,107), MLM (1,037), Weibull (1,060), MMF (1,084), Huang (1,106) ve Fitzhugh
(1,012) modelden elde edilen BF degerleri model i¢in uyumlu olan araliktadir. MGM
(1,114), MLM (1,104), Weibull (1,072), MMF (1,084), Huang (1,106) ve Fitzhugh
(1,069) modelden elde edilen AF degerleri model i¢in de uyumlu olan araliktadir. Tim
bu degerler incelendiginde biyokiitle gelisimi i¢in en uygun model Weibull model olarak
secilmistir.

Seker tiiketimi icin en diisiik RMSE degeri (4,520 g/L) ve MAE degeri (3,368
g/L) Weibull modelden en yiiksek RMSE degeri (31,263 g/L) ve MAE degeri (18,619
g/L) ise Branyi ve Huang modelden elde edilmistir. Elde edilen verilerde en diisiik R?
degeri (0,100) Baranyi ve Huang modelden, en yilksek R? degeri (0,9773) MLM
modelden elde edilmistir. Weibull (0,873) elde edilen BF degeri model i¢in uyumlu olan
araliktadir. Fitzhugh (1,075) elde edilen BF degeri model icin kabul edilebilir araliktadir.
Weibull (1,198) modelden elde edilen AF degeri model i¢in uyumlu olan araliktadir.
Fitzhugh (1,215) modelden elde edilen AF degeri model icin kabul edilebilir araliktadir.
Tiim bu degerler incelendiginde seker tiiketimi i¢in en uygun model Weibull model olarak
secilmistir.

10 no’lu deneme fermentasyonundan elde edilen etanol iretimi, biyokiitle
gelisimi ve seker tiikketimi verilerine uygulanan modellerin kiyaslandig: grafikler EK-37,
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EK-38 ve EK-39’da verilmistir. Bu veriler i¢in hesaplanan model parametreleri EK-40,
EK-41 ve EK-42’de verilmistir.
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Cizelge 4.17. 10 no'lu deneme fermentasyonundan elde edilen verilere uygulanan matematiksel modellerin karsilastirilmasi

Model/Mix Etanol Uretimi Biyokiitle Gelisimi Seker Tiiketimi

RMSE MAE _, RMSE MAE _, RMSE  MAE )

@v @ ~ B A ey ey OB A ey @ KOBFAF
MGM 2653 2,218 0,9402 0,324 3,370 | 0,311 0,222 0,9907 1,107 1,114| 28,297 16,859 0,9088 0,656 1,576
MLM 3,392 2,760 0,9655 0,244 4514 | 0,288 0,203 0,9811 1,037 1,104| 30,206 18,001 0,9773 0,621 1,610
MRM 2682 2602 09651 0,246 4,316 | 0,816 0,749 0,9860 2,939 3,037| 22,021 14,837 0,9647 0,721 1,525
Stannard 8,321 6,877 09478 0,306 7,323 | 0,775 0,692 0,9718 0,930 1,483| 18,539 13,186 0,9272 0,800 1,470
Weibull 5,694 2919 0,8506 0,871 1,049 | 0,121 0,099 0,9925 1,060 1,072| 4,520 3,368 0,9711 0,873 1,198
MMFE 2,647 1,613 0,9339 13,730 13,961| 0,139 0,117 0,9910 1,084 1,084| 5,933 4,347 0,9605 0,841 1,226
Asimetrik 7,725 6,533 0,6592 0,220 4,738 | 0,757 0,665 0,3556 0,853 1,312| 14,864 12,370 0,8000 0,774 1,389
Baranyi 2,403 1,333 0,9629 0,708 1,622 | 0,960 0,927 0,9526 2,389 2,389| 31,263 18,619 0,1000 0,616 1,622
Huang 2393 1,301 0,9625 3,390 4,993 | 0,236 0,183 0,9878 1,106 1,106| 31,263 18,619 0,1000 0,616 0,622
Fitzhugh 2659 1617 0,9334 18,887 19,086| 0,150 0,118 0,9700 1,012 1,069| 12,292 7,641 0,8597 1,075 1,215
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5. SONUCLAR

Bu tez ¢aligmasinda farkli konsantrasyonlarda HMF, furfural, fenol, asetik asit ve
formik asit inhibitor madde olarak glukoz ile hazirlanan fermentasyon ortamina
eklenmistir. Etanol tiretimi i¢in immobilize edilmis Saccharomyces cerevisiae ATCC
36858 hiicreleri kullanilmistir. Her fermentasyon tekerriirlii olmak sart1 ile 2 L’lik
biyoreaktorde 1,5 L hacminde tamamlanmistir. Her fermentasyondan baslangic ve 0. saat
orneklerine ek olarak 2, 4, 8, 11, 14, 24, 30, 36 ve 48. saatlerde 6rnekler alinmistir. Alinan
orneklerde etanol tiretimi, gseker tiiketimi ve biyokiitle gelisimi i¢in analizler yapilmistir.
Her bir inhibitoriin tek tek kullanilmasinin yaninda ayni zamanda tiim inhibitorlerin
karistirilmasiyla miks fermentasyonlar diizenlenmistir. Miks fermentasyonlarin inhibitor
bilesen konsantrasyonlar1 Minitab yaziliminda Plackett-Burman Dizayn ile belirlenmis
olup 2 orta nokta olmak tzere tekerrirli toplam 20 fermentasyonluk bir deneme deseni
olusturulmustur. Bu sayede immobilize Saccharomyces cerevisiae htcrelerinin hem her
bir inhibitére tek tek hem de tiim inhibitorlere birlikte olan tolerans araliklari
belirlenmistir. Ayrica elde edilen analiz sonuglarindan en iyi etanol iiretimi, biyokiitle
gelisimi ve seker tiiketimi olan fermentasyonlara 10 farkli matematiksel model
uygulanmistir ve en iyi model se¢ilmistir.

Saf karbon kaynagi olarak glukozun kullanildig1 kontrol besiyeri ortamina 2 g/L,
4 g/, 6 g/L, 8 g/L ve 10 g/L olmak iizere 5 farkli konsantrasyonda HMF eklenerek
fermentasyonlar gerceklestirilmistir. 2, 4 ve 6 g/ HMF ilavesi ile gergeklestirilen
fermentasyonlarda ortamda bulunan seker immobilize hiicreler tarafindan sorunsuzca
kullanilmistir. 8 g/ HMF ilavesi ile immobilize hiicrelerin sekeri kullanmasinin
sinirlanmastyla gelisim ve iiretim biiyiik Olgiide azalmistir. 10 g/l HMF ilavesi ile
immobilize hiicrelerin sekeri kullanamamasiyla gelisim ve tretim neredeyse tamamen
inhibe olmustur. Buna baglh olarak 2, 4, ve 6 g/L HMF ilavesi ile gergeklestirilen
fermentasyonlarda etanol teorik verime (%51,1) yakin miktarda elde edilse de 8 ve 10
g/L HMF ilavesi ile etanol iiretimi inhibe edilmistir. Etanol {iretiminin inhibe olmasz ile
verimde de azalma gozlenmistir. 2 g/LL HMF ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyondan
hesaplanan etanol verimi ile 10 g/ HMF ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyondan
hesaplanan etanol verimi arasinda istatistiksel olarak oOnemli bir fark goriilmiistiir
(P<0,05). En iyi sonuglarin elde edildigi 2 g/ HMF ilavesi ile gerceklestirilen
fermentasyondan elde edilen verilere uygulanan matematiksel modellemelerde etanol
tiretimi igcin MGM model, biyokiitle gelisimi icin MMF model ve seker tiiketimi icin
Weibull model uyumlu olarak gozlemlenmistir.

Saf'karbon kaynagi olarak glukozun kullanildig: kontrol besiyeri ortamina 0,1 g/L,
0,5¢/L,2¢g/L,4g/L,6¢g/L,8 g/L ve 10 g/L olmak tlizere 7 farkli konsantrasyonda furfural
eklenmistir. Ortama 0,1 g/L’den 6 g/L’ye kadar furfural ilavesi ile tamamlanan
fermentasyonlarda besiyerinde bulunan seker tiiketilmistir. Tiketilen seker ile
immobilize Saccharomyces cerevisiae gelisip etanol iiretimini gergeklestirmistir. 6
g/L’nin iizerinde denenen 8 ve 10 g/L furfural konsantrasyonlarinda ise seker tiikketimini
neredeyse tamamen engellenmistir. Bunun sonucu olarak 0,1 g/L’den 6 g/L’ye kadar
furfural ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyonlarda etanol {iretimi gdzlemlenirken 8 ve
10 g/L furfural konsantrasyonlarinda etanol iiretimi inhibe olmustur ve elde edilen verim
azalmustir. Furfural ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyonlardan elde edilen maksimum
ve minimum etanol verimi degerleri arasinda istatistiksel olarak oOnemli bir fark
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goriilmiistir (P<0,05). En iyl sonuglarin elde edildigi 2 g/L furfural ilavesi ile
gergeklestirilen fermentasyondan elde edilen verilere uygulanan matematiksel
modellemelerde etanol iiretimi icin MGM model, biyokiitle gelisimi icin MMF model ve
seker tiiketimi i¢in Weibull model uyumlu olarak gézlemlenmistir.

Kontrol besiyeri ortamina 0,5 g/L, 1 g/L, 5 g/L, 7 g/L, 9 g/L olmak tiizere 5 farkl
konsantrasyonda fenol eklenerek fermentasyonlar gergeklestirilmistir. Ortama 0,5 ve 1
g/L fenol ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyonlarda ortamda bulunan seker hiicreler
tarafindan kullanilmigtir. 5 g/L fenol eklenmesi ile ortamda inhibisyon baslamistir ve 7
ile 9 g/L fenol ilavesi ile gergeklesen fermentasyonlarda da ayni inhibisyon meydana
gelmistir.  Olusan inhibisyon ile hiicreler sekeri kullanamadigi icin gelisim
gosterememislerdir. Bunun sonucunda ise ectanol iiretimi ve elde edilecek verim
azalmistir. Inhibisyon gériilen ve goriilmeyen fermentasyonlar arasinda ise istatistiksel
olarak 6nemli bir fark goriilmiistiir (P<0,05). En 1yi sonuglarin elde edildigi 0,5 g/L fenol
ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyondan elde edilen verilere uygulanan matematiksel
modellemelerde etanol tiretimi igin Baranyi model, biyokiitle gelisimi i¢gin Weibull model
ve seker tliketimi icin Weibull model uyumlu olarak gézlemlenmistir.

Inhibitér olarak asetik asit kullanilarak gerceklestirilen fermentasyonlarda 2,5
g/L, 5 g/L, 7,5 g/L, 10 g/L ve 12,5 g/L konsantrasyonlarda asetik asit fermentasyon
ortamina ilave edilmistir. Calisma diger inhibitorlerle gerceklestirilen fermentasyonlarda
oldugu gibi 6ncelikle pH kontrollii gergeklestirilmistir. Fermentasyon boyunca pH’nin
sabit tutulmasi i¢in ilave edilen baz asetik asitin ortamdaki inhibe edici etkisini ortadan
kaldirmistir. Bundan dolay1 ¢alisma kapsaminda kullanilan asetik asidin inhibe edici
etkisi arastirilirken pH kontrolsiiz olarak fermentasyonlar tamamlanmistir. 2,5 ve 5 g/L
asetik asit ilavesi ile yapilan fermentasyonlarda kontrol fermentasyonunda oldugu gibi
seker tiiketimi gozlemlenmistir. 7,5 g/L ve lizeri asetik asit konsantrasyonlarinda ise
inhibisyon gozlemlenmistir. Gelisimin ve liretimin inhibe olmasi fermentasyonu olumsuz
yonde etkilemistir. Inhibisyon gdzlenen ve gdzlenmeyen fermentasyonlardan elde edilen
minimum ve maksimum verimlerde istatistiksel olarak onemli bir fark goriilmiistiir
(P<0,05). En iyi sonuglarin elde edildigi 2,5 g/L asetik asit ilavesi ile gerceklestirilen
fermentasyondan elde edilen verilere uygulanan matematiksel modellemelerde etanol
tiretimi icin MGM model, biyokiitle gelisimi i¢in MMF model ve seker tiiketimi i¢in
Weibull model uyumlu olarak gozlemlenmistir.

Inhibitdr olarak formik asit kullanilarak gerceklestirilen fermentasyonlarda 0,5
g/L, 1 g/L, 1,5 g/L, 2 g/L ve 2,5 g/L konsantrasyonlarda formik fermentasyon ortamina
ilave edilmistir. Asetik asit ilavesi ile gerceklestirilen pH kontrollii fermentasyonlarda
inhibe edici etkinin gozlenememesinden dolay1 formik asit i¢in de deneme yapilmigstir.
Denemeler sonucunda ortama eklenen baz yine asidin inhibe edici etkisini ortadan
kaldirmigtir. Bundan dolay1 ¢alisma kapsaminda kullanilan formik asidin inhibe edici
etkisi arastirilirken pH kontrolsiiz olarak fermentasyonlar tamamlanmistir. 0,5 ve 1 g/L
formik asit ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyonlarda seker tiiketiminde inhibisyon
goriilmemistir. 1,5 g/L, 2 g/ ve 2,5 g/L formik asit ilavesi ile pH kontrolsiiz yapilan
fermentasyonlarda miktarlar1 inhibisyon ile sekerin immobilize hiicreler tarafindan
kullanilamadigin1 goriilmektedir. 1,5 g/L formik asidin ilave edilmesi ile ortamda
inhibisyonun baglamasiyla etanol {iretimi engellenmistir. 1,5 g/L formik asit ilavesi ile
inhibisyonun basladigi, en diisiik etanol veriminin 2 g/ formik asit ilavesi ile
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gerceklestirilen fermentasyonda %0,100 olarak hesaplandigi goriilmiistiir. Hesaplanan
minimum ve maksimum verimlerde istatistiksel olarak onemli bir fark gorilmiistiir
(P<0,05). En iyi sonuglarin elde edildigi 0,5 g/L asetik asit ilavesi ile gergeklestirilen
fermentasyondan elde edilen verilere uygulanan matematiksel modellemelerde etanol
tiretimi icin MMF model, biyokiitle gelisimi icin MMF model ve seker tiiketimi i¢in
Weibull model uyumlu olarak gézlemlenmistir.

Immobilize Saccharomyces cerevisiae hiicrelerinin her bir inhibitdre kars
tolerans araligi belirlendikten sonra bu noktalar ile Placket-Burman Dizayn ile 10
fermentasyonluk deneme deseni olusturulmus ve tiim inhibitdrlerin bir arada kullanildigi
miks fermentasyonlar gerceklestirilmistir. Ortama 2 g/L HMF, 2 g/L furfural, 0,5 g/L
fenol, 2,5 g/L asetik asit ve 0,5 g/L formik asit ilavesi ile yapilan 10 no’lu deneme
fermentasyonundan en yiiksek verim elde edilmistir. Ayn1 zamanda programdan elde
edilen Pareto Grafigi ve yapilan analizler sonucunda da miks fermentasyonlara en ¢ok
furfural konsantrasyonunun inhibe edici etki gosterdigi belirlenmistir. En iyi sonuglarin
elde edildigi 10 no’lu deneme fermentasyonundan elde edilen verilere uygulanan
matematiksel modellemelerde etanol {iretimi, biyokiitle gelisimi ve seker tiiketimi i¢in
Weibull model uyumlu olarak gézlemlenmistir.

Literatiir ¢alismalarina bakildiginda Banerjee vd. (1981) tarafindan yapilan bir
calismada suspended Saccharomyces ceresivisiae hicreleri ile etanol Uretiminde
furfuralin glikoliz iizerine olan etkisi incelenmistir. Bu amagla fermentasyon ortamina
0,5, 1, 2, 3 ve 4 g/L furfural eklenmistir. Sonuglar incelendiginde 0,5 g/L. furfuralin
inhibisyon gostermedigi, 1 g/L furfuralin %14, 2 g/L furfuralin %50, 3 g/L furfuralin %70
ve 4 g/L furfuralin %80 oraninda inhibisyon gosterdigi goriilmustur. Buna ek olarak bu
konsantrasyonlarin sirastyla %24, %63, %82 ve %97 oraninda etanol liretimini inhibe
ettigi saptanmustir. Lin vd. (2015) tarafindan Clostridium butyricum kullanilarak yapilan
diger bir ¢alismada ise 2 g/L konsatrasyonun tizerinde HMF’nin, 1 g/L konsantrasyonun
tizerinde furfuralin inhibe edici etkisinin gorildiigi belirtilmistir. Abud vd. (2017)
tarafindan yapilan c¢alismada suspended Pichia stipitis ile gergeklestirilen
fermentasyonda asetik asit, furfural, HMF inhibitor olarak kullanilmistir. Calismada en
diisiik seviye olarak 0,25 g/L konsantrasyonda eklenen asetik asit miktarinin ortam i¢in
inhibe edici etki gosterdigi belirtilmistir. Buna ek olarak HMF ve furfural etkisinin 0,75
ve 2,25 g/L ye kadar 6nemsiz oldugu gorilmiistiir. Li vd. (2017) tarafindan yapilan bir
caligmada saf karbon kaynagi glukoz ile suspended Saccharomyces ceresivisiae
kullanilarak yapilan fermentasyonda inhibitér madde olarak formik asit, asetik asit,
levulinik asit, furfural, HMF, siringaldehit, vanilin ve fenol se¢ilmistir. Asetik asit ve
formik asit icin 40, 80, 120 ve 160 mM, HMF, furfural ve fenol i¢in 5,10,20,30 mM
konsantrasyonlarda inhibitor fermentasyon ortamina eklenmistir. Calismada asetik asit ve
formik asitin inhibitor etkisinin 80 mM konsantrasyonun {izerinde ortaya g¢iktigi
gozlemlenmistir. Ayn1 zamanda HMF, furfural ve fenol i¢in inhibitdr etkinin 20 mM
konsantrasyonun tizerinde ortaya ¢iktigi goriilmiistiir.

Literatiirdeki bu ve benzeri ¢alismalar incelendiginde Saccharomyces cerevisiae
hiicreleri ile yapilan caligmalarin suspanded olarak serbest halde ve kiiciikk o6lgekte
tamamlandig1 goriilmektedir. Bu nedenle hiicrelerin serbest olmasi ile inhibitor
bilesiklerin daha diisiik konsantrasyonlarda inhibitor etki gosterdikleri goriilmistiir.
Literatiirdeki kaynaklara ek olmasi amaci ile bu ¢alismada suspanded hiicreler yerine
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immobilize hiicrelerle calisilmistir. Aynmi  zamanda ¢alisma Olgegi biyiitiiliip
fermentasyonlar 1,5 L hacimde biyoreaktdrde tamamlanmustir. Immobilize hiicrelerin
HMF, furfural, fenol, asetik asit ve formik aside kars1 tolerans araliklar1 belirlenmis olup
aynm1 zamanda inhibitorler miks seklinde de kullanilmistir. Calisma sonucunda
literatiirden elde edilen inhibisyon araliklarinin bu ¢aligmaya kiyasla daha dar bir aralig1
kapsadigi  goriilmiistiir. ~ Saccharomyces  cerevisiae’nin  immobilize  edilerek
kullanilmasmin  hiicreleri korudugu ve literatiirden daha yiiksek inhibitor
konsantrasyonlarinda da etanol iiretimine olanak sagladigi diisiintilmektedir. Calisma bu
Oniiyle 6zgiinlik tagimaktadir. Ayn1 zamanda elde edilen en iyi sonuglar ile 10 farkli
matematiksel model bu kapsamda kullanilmis olunup ¢aligmaya ekstra katkis1 olmustur.

Lignoseliillozik maddeler kullanilarak etanol {iretiminde hammaddeye
fermentasyondan once bazi 6n islemler uygulanmaktadir. Bu islemlerden olan hidroliz
fermentasyon agisindan onemli bir basamaktir. Asidik veya enzimatik olarak yapilan
hidroliz isleminde hammaddeki seker mikroorganizmalarin fermente edebilecegi forma
dontigmektedir. Hidroliz isleminde ortamda olusan yiiksek sicaklik ve asitlik ile yan {irlin
olarak olusan inhibitor maddeler fermentasyonu olumsuz etkilemektedir. Bu maddelerin
ortamdan uzaklastirilmasit icin fermentasyondan oOnce detoksifikasyon islemi
uygulanmaktadir. Bu islemlerin fazlaligi hem zaman agisindan uzun stirmektedir hem de
maddi olarak elverissiz olabilmektedir. Bu durumda hammadde icerigindeki inhibitor
bilesenlerin bilinmesi ve bu degerin mikroorganizmanin tolerans aralifinda olmasi
arastirmacilarin gereginden fazla 6n islem yapmasini engellemektedir. Bu yilizden
calismanin sonucunda inhibitér maddelere olan tolerans araliklarinin belirlenmis olmasi
fermentasyon dncesi ve sonrasi iglemlerin kullanimu ile ilgili ¢alismalara yon gésterecek
olup zaman, enerji ve maddiyat konularinda aragtirmacilar i¢in pozitif etki yaratacaktir.
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7. EKLER

EK-1. Kontrol fermentasyonundan elde edilen etanol Gretiminin matematiksel
modellerden elde edilen degerlerle karsilagtirilmasi
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EK-2. Kontrol fermentasyonundan elde edilen biyokitle gelisiminin matematiksel
modellerden elde edilen degerlerle karsilagtirilmasi
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EKLER S.B. ERKAN

EK-3. Kontrol fermentasyonundan elde edilen seker tiiketiminin matematiksel
modellerden elde edilen degerlerle karsilagtirilmasi
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EK-4. Kontrol

modellemesinde kullanilan parametreler

fermentasyonundan elde edilen etanol

Uretiminin  matematiksel

Etanol Uretimi

Parametre Deger Zaman (saat) (g/L)
Ao (g/L) 0 0 0,000
Anm (g/L) 35,431 0 0,263
Q (g/L/h) 1,229 2 0,534

Ath) 0,197 4 1,868
V1 1,100 8 6,486
V2 76,600 11 13,150
V3 14 14 21,369
V4 2 30 35,431
p 322 36 35,299

ho (g/L) 0,242 48 35,200

d 3,700

TL 12,084

K1 0,081

k2 0,085

K3 0,245
Ka 1
o1 3
02 3

e 3,100
4
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EK-5. Kontrol fermentasyonundan elde edilen biyokiitle gelisiminin matematiksel
modellemesinde kullanilan parametreler

Biyokutle Gelisimi

Parametre Deger Zaman (saat) (g/L)
Ao (g/L) 1,063 0 1,063
Anm (g/L) 7,164 0 1,127
Q (g/L/h) 0,410 2 1,190

i(h) 3,577 4 1,353
V1 0,940 8 2,002
V2 68 11 3,041
V3 1,100 14 4,270
Va4 2 24 6,072
p 305 30 6,328

ho (g/L) 1,465 36 6,735
d 0,910 48 7,164
TL 4,931
k1 0,063
k> 0,076
ks 0,055
Ka 1
o1 3
02 2,800
e 2,160
a 4
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EK-6. Kontrol

modellemesinde kullanilan parametreler

fermentasyonundan elde edilen seker tiiketiminin matematiksel

Seker Tuketimi

Parametre Deger Zaman (saat) (g/L)
Ao (g/L) 3,239 0 76,593
Anm (g/L) 76,593 0 76,261
Q (g/L/n) 3,554 2 74,436

A(h) 24,212 4 65,987
V1 320 8 62,661
V2 80,300 11 46,930
V3 22,700 14 28,233
V4 2 24 3,778
p 321 30 3,718

ho (g/L) 86,039 36 3,359
d 0,2 48 3,239
TL 72,334
K1 0,074
k2 0,085
K3 0,300
Ka 1
o1 3
02 3,950
e 14
4
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EK-7. 2g/L HMF ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyondan elde edilen etanol
tiretiminin matematiksel modellerden elde edilen degerlerle karsilastiriimast
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EK-8. 2 g/ HMF ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyondan elde edilen biyokiitle
gelisiminin matematiksel modellerden elde edilen degerlerle karsilastirilmasi
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EK-9. 2 g/ HMF ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyondan elde edilen seker
tilketiminin matematiksel modellerden elde edilen degerlerle karsilagtirilmasi
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EK-10. 2 g/L HMF ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyondan elde edilen etanol
tiretiminin matematiksel modellemesinde kullanilan parametreler

Etanol Uretimi

Parametre Deger Zaman (saat) (g/L)
Ao (g/L) 0 0 0
Anm (0/L) 35,563 0 0,120
Q (g/L/n) 1,121 2 0,400

A (h) 6,043 4 1,169
V1 1,060 8 2,803
V2 79,700 11 5,313
V3 41 14 9,205
V4 2 30 26,803
p 322 36 34,202

ho (g/L) 6,772 48 35,563

d 0,700
TL 57,668
K1 0,040
k2 0,053
K3 0,240
K4 1

o1 3

02 3,290
e 4

a 4
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EK-11. 2 g/l HMF ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyondan elde edilen biyokiitle
gelisiminin matematiksel modellemesinde kullanilan parametreler

Parametre Deger Zaman (saat) Blyoku(té(/el_()}ellslml
A (h) 4,781 4 1,172
Vi 1,200 8 1,311
V2 64 11 1,331
V3 1,600 14 1,368
va 2 24 2,067
ﬂ 302 30 2,532
d 0,400 48 2,917
To 2,225
ki 0,038
ka 0,043
ks 0,05
k4 1
o1 3
02 3,500
e 3,500
4
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EK-12. 2 g/ HMF ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyondan elde edilen seker
tikketiminin matematiksel modellemesinde kullanilan parametreler

Seker Tuketimi

Parametre Deger Zaman (saat) (g/L)
Ao (g/L) 2,984 0 82,032
Anm (g/L) 84,863 0 84,863
Q (g/L/h) 3,579 2 78,975

A(h) 31,011 4 76,998
V1 300 8 75,739
V2 84,100 11 69,267
V3 80 14 61,762
V4 2 24 22,760
p 323 30 5,081

ho (g/L) 110,991 36 4,272
d 0,1 48 2,984
TL 694,908
K1 0,049
k2 0,059
K3 0,300
K4 1
o1 3
02 3,900
e 17
a 4
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EK-13. 2 g/L furfural ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyondan elde edilen etanol
uretiminin matematiksel modellerden elde edilen degerlerle karsilagtirilmasi

40 40
%‘ 35 : 3s
230 230
25 £ 25
oo vod
320 320
21 S5
=3 =3
Z 10 g10
@5 o 5

0 o= 0

0 8 16 24 32 40 48 0 8 16 24 32 40 48
1 (saat) t (saat)
—e—Etanol —+-MGM —e—Etanol —»-MLM

10 40
. 335
l;;' 30 2L 30
= ‘25
.— B
£ 20 220
o) 215
= =)
20 . g 10

0 &7 0

0 8 16 24 32 40 48
t (saat)
—e—Etanol —+~MRM —e—Etanol —+—Stannard

P
o
.-
(=1

g - -
230 <30
g g
D20 20
b =)
Z10 Z 10
& g
20 set” =0
0 8 16 24 32 40 48 0 8 16 24 32 40 48
t (saat) t (saat)
—e—Etanol -+ Weibull —e—Etanol ~+~MMF
40 40

v
=]
s
o

=

=
Etanol Uretimi (2/1.)
L
>

Etanol Uretimi (2/1)
1]
(=3

(=
-

9
o R

<

16 24 32 40 48 0 8 16 24 32 40 48

t (saat) t (saat)
—e—Etanol —o— Asimetrik —e—FEtanol —+—Baranyi
~40 _ 40
3 —
= -
30 <30
3 Z
5 20 220
S =)
3 E
g 10 E 10
R 0 et
0 8 16 24 32 40 48 0 8 16 24 32 10 48
t (saat) 1 (saat)
—e—FEtanol -+ Huang —e—Etanol - Fitzhugh

90



EKLER S.B. ERKAN

EK-14. 2 g/L furfural ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyondan elde edilen biyokiitle
gelisiminin matematiksel modellerden elde edilen degerlerle karsilastirilmasi

E— e B P S |

Biyokiitle Geligimi (g/L)
= S R A |
<
Biyokiitle Gelisimi (/L)

0 8 16 24 32 10 48 , 0 8 16 24 32 40 48
t (saat) t (saat)

—e—Biyokiitle —+-MGM —e—Biyokiitle —+-MLM

o«

{

S =W s A

o
°
L]
!

Biyokiitle Geligimi (2/1.)
"~ -
Biyokiitle Gelisimi (2/1.)

0 8 16 24 32 40 48 0 8 16 24 32 40 48
t (saat) t (saat)

—e—Biyokiitle —+-MRM —e—Biyokiitle —+— Stannard

i il
%6 56
=9 =%
=y 84
22 2 2
Z1 Z1
20 20
2 S 16 24 32 40 48 2 9 § 16 24 32 40 48
t (saat) 1 (saat))
—e—Biyokiitle —+—Weibull —e—Biyokiitle —+~MMF
PG | 14
= =
34 Z 8 , :
] 3 3 6 /3—'—0———
22 2 4
Z1 g 2 e
) =} o o—0
20 > 0 se=
a 2 9 8 16 24 32 40 48
1 (saat)
—e—Biyokiitle —+— Asimetrik —e—Biyokiitle —+—Baranyi
T PR
< 2
& 6 - 6
1
% S =3
&4 24
83 33
22 82
1 H
S z0

0 8 16 24 32 40 48
1 (saat) t (saat)

—e—Biyokiitle ~+-Huang —e—Biyokiitle e+ Fitzhugh

91



EKLER S.B. ERKAN

EK-15. 2 g/L furfural ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyondan elde edilen seker
tilketiminin matematiksel modellerden elde edilen degerlerle karsilagtirilmasi
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EK-16. 2 g/L furfural ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyondan elde edilen etanol
tiretiminin matematiksel modellemesinde kullanilan parametreler

Parametre Deger Zaman (saat) Etanol Uretimi

(g/L)
Ao (g/L) 0 0 0,000
Am (g/L) 36,567 0 0,159
Q (g/L/n) 1,312 2 0,475
A (h) 6,401 4 1,666
Vi 0,980 8 5,368
V2 79 11 8,982
V3 23 14 15,506
V4 2 30 34,865
p 325 36 36,567
ho (g/L) 8,396 48 36,016
d 4,200
To 13,230
K1 0,070
k2 0,070
K3 0,250
K4 1
o1 3
02 4,300
e 3,100
a 4
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EK-17. 2 g/L furfural ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyondan elde edilen biyokiitle
gelisiminin matematiksel modellemesinde kullanilan parametreler

Biyokutle Gelisimi

Parametre Deger Zaman (saat) (g/L)
Ao (g/L) 1,065 0 1,065
Anm (0/L) 6,560 0 1,080
Q (g/L/h) 0,369 2 1,085

A (h) 6,517 4 1,243
V1 1,020 8 1,366
V2 68 11 1,811
V3 1 14 2,557
V4 2 24 6,498
p 305 30 6,486

ho (g/L) 2,405 36 6,392
d 0,100 48 6,560
TL 0,001
K1 0,061
k2 0,059
K3 0,049
Ka 1
o1 3
02 6
e 2,500
4
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EK-18. 2 g/L furfural ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyondan elde edilen seker
tikketiminin matematiksel modellemesinde kullanilan parametreler

Parametre Deger Zaman(h) Seker Tuketimi

(9/L)
Ao (g/L) 3,254 0 80,369
Anm (g/L) 80,369 0 78,436
Q (g/L/n) 3,825 2 78,391
A (h) 24,852 4 74,616
Vi 4,300 8 66,930
V2 82 11 53,447
V3 24 14 40,907
V4 2 24 3,400
p 325 30 3,344
ho (g/L) 95,053 36 3,344
d 4,150 48 3,254
To 14,193
k1 0,072
k> 0,094
ks 0,300
K4 1
01 3
02 4,200
e 3,100
4
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EK-19. 0,5 g/L fenol ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyondan elde edilen etanol
tiretiminin matematiksel modellerden elde edilen degerlerle karsilastiriimast
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EK-20. 0,5 g/L fenol ilavesi ile ger¢eklestirilen fermentasyondan elde edilen biyokiitle
gelisminin matematiksel modellerden elde edilen degerlerle karsilastirilmasi
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EK-21. 0,5 g/L fenol ilavesi ile gerceklestirilen fermentasyondan elde edilen seker

tlketiminin matematiksel modellerden elde edilen degerlerle karsilagtirilmasi

Seker Tiketimi (2/1.) Seker Tiketimi (2/1.) Seker Tiiketimi (g/L) Seker Tiketimi (2/1.)

Seker Tiketimi (2/1.)

g

100

0 8 16

—o—Seker

24 32
t (saat)

“~MGM

24 32
t (saat)

—e—Seker —+—MRM

—o—Seker

0 8 16

—e—Seker

0 8 16

—o—Seker

24 32
t (saat)

o~ Weibull

24 32
t (saat)

o~ Asimetrik

24 32
t (saat)

+—Huang

40

48

g

Seker Tuketimi (2/1)

0 8 16 24 32 40 48
t (saat)

—o—Seker —+-MLM

Seker Tiketini (g/L)

0 8 16 24 32 40 48
t (saat)

—o—Seker o Stannard

Seker Tiketimi (2/L)
P o
[ — 2 ]

0 8 16 24 32 40 48
t (saat)

—o—Seker —»—MMF

Seker Titketimi (/1)

0 8 16 24 32 0 48
t (saat)

—e—Seker —+— Baranyi

Seker Tiketuni (g/1)

1 (saat)
—e—Seker —+—Fitzhugh

98



EKLER S.B. ERKAN

EK-22. 0,5 g/L fenol ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyondan elde edilen etanol
tiretiminin matematiksel modellemesinde kullanilan parametreler

Etanol Uretimi

Parametre Deger Zaman (saat) (g/L)
Ao (g/L) 0 0 0,000
Anm (g/L) 39,093 0 0,051
Q (g/L/h) 1,372 2 0,432

A (h) 3,681 4 1,005
V1 1,100 8 5,832
V2 78 11 9,916
V3 25 14 14,306
V4 2 30 36,085
p 319 36 38,046

ho (g/L) 5,050 48 39,093

d 3,700

TL 13,474

K1 0,057

k2 0,067

K3 0,250
K4 1
o1 3

02 3,600
e 3
4
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EK-23. 0,5 g/L fenol ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyondan elde edilen biyokiitle
gelisiminin matematiksel modellemesinde kullanilan parametreler

Parametre Deger Zaman (saat) B'yOKUE;(a}Sellslml
Ao (g/L) 1,063 0 1,063
Anm (0/L) 6,938 0 1,077
Q (g/L/h) 0,372 2 1,100

A (h) 6,103 4 1,213
V1 0,980 8 1,719
V2 68 11 2,012
V3 1,300 14 2,683
V4 2 24 6,708
p 300 30 6,938

ho (g/L) 2,268 36 6,147
d 0,200 48 6,480
TL 0,563
K1 0,054
k2 0,063
K3 0,060
Ka 1
o1 3
02 5
e 2,600
a 4
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EK-24. 0,5 g/L fenol ilavesi ile gergeklestirilen fermentasyondan elde edilen seker
tikketiminin matematiksel modellemesinde kullanilan parametreler

Parametre Deger Zaman (saat) Seker Tuketimi

(g/L)
Anm (g/L) 90,616 0 88,099
Q (g/L/h) 5,205 2 88,504
i(h) 24,785 4 88,953
Vi 286 8 78,122
V2 87 11 70,032
Ve 52 14 58,358
va 2 24 3,568
p 323 30 3,329
ho (g/L) 129,001 36 2,744
d 1 48 2,729
TL 32,260
ki 0,058
ka 0,068
ks 0,300
k4 1
o1 3
02 5
e 11
a 4
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EK-25. 2,5 g/L asetik asit ilavesi ile pH kontrolsiiz gerceklestirilen fermentasyondan elde
edilen etanol iiretiminin matematiksel modellerden elde edilen degerlerle karsilastiriimasi
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EK-26. 2,5 g/L asetik asit ilavesi ile pH kontrolsiiz ger¢eklestirilen fermentasyondan elde
edilen biyokiitle gelisiminin matematiksel modellerden elde edilen degerlerle
karsilastirilmast
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EK-27.2,5 g/L asetik asit ilavesi ile pH kontrolsiiz gerceklestirilen fermentasyondan elde
edilen seker tiikketiminin matematiksel modellerden elde edilen degerlerle
karsilastirilmast
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EK-28. 2,5 g/L asetik asit ilavesi ile pH kontrolsiiz gerceklestirilen fermentasyondan elde
edilen etanol liretiminin matematiksel modellemesinde kullanilan parametreler

Etanol Uretimi

Parametre Deger Zaman (saat) (g/L)
Ao (g/L) 0,037 0 0,037
Anm (9/L) 38,73 0 0,091
Q (g/L/h) 1,453 2 0,258

A(h) 6,833 4 0,92
V1 1,037 8 3,847
V2 79,600 11 6,962
V3 40 14 9,341
V4 2 30 33,841
p 319 36 36,642

ho (g/L) 9,931 48 38,73

d 17

TL 26,901
k1 0,046
k> 0,055
ks 0,250
Ka 1

o1 3

02 3,700
e 3,200
a 4
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EK-29. 2,5 g/L asetik asit ilavesi ile pH kontrolsiiz gerceklestirilen fermentasyondan elde
edilen biyokiitle gelisiminin matematiksel modellemesinde kullanilan parametreler

Parametre Deger Zaman (saat) Blyoku(té(/el_()}ellslml

A (h) 1,733 4 1,165
Vi 0,950 8 1,315
V2 67,400 11 1,526
Ve 1,500 14 2,345
v 2 24 3,927
p 304 30 3,096
d 0,260 48 4,89
TL 1,484
ks 0,044
ko 0,054
K3 0,050
k4 1
01 3
5 2,900
e 2,160
a 4

106



EKLER

S.B. ERKAN

EK-30. 2,5 g/L asetik asit ilavesi ile pH kontrolsiiz gerceklestirilen fermentasyondan elde

edilen seker tiikketiminin matematiksel modellemesinde kullanilan parametreler

Seker Tuketimi

Parametre Deger Zaman (saat) (g/L)
Ao (g/L) 1,755 0 84,953
Anm (g/L) 85,223 0 85,223
Q (g/L/h) 3,578 2 81,358

A(h) 28,556 4 79,200
V1 316 8 70,032
V2 81,900 11 61,088
V3 49 14 56,593
Vs 2 24 4,272
p 319 30 2,355

ho (g/L) 102,169 36 2,025
d 3 48 1,755
TL 26,182
K1 0,059
k2 0,069
K3 0,290
Ka 1
o1 3
02 4,100
e 100
4
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EK-31. 0,5 g/L formik asit ilavesi ile pH kontrolsiiz gerceklestirilen fermentasyondan
elde edilen etanol {iretiminin matematiksel modellerden elde edilen degerlerle
karsilastirilmast
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EK-32. 0,5 g/L formik asit ilavesi ile pH kontrolsiiz gerceklestirilen fermentasyondan
elde edilen biyokiitle gelisiminin matematiksel modellerden elde edilen degerlerle
karsilastirilmast

-
=

= 2

23 3

29 )

& 3

216 21

Z zZ

20 20

2 9 8 16 24 32 40 48 =0 8 16 24 32 40 48

t (saat) t (saat)
—e—Biyokiitle —+~MGM —e—Biyokiitle —+~MLM

.
=

[*) s
\

(=

=3

Biyokiitle Gelisimi (2/L)
Biyokiitle Gelisimi (2/1.)

3

0 8 16 24 32 40 48 0 8 16 24 32 40 48

t (saat) 1 (saat)
—o—Biyokiitle -+~ MRM —e—Biyokiitle = Stannard
-4 ~4
= = e
E 3 2 3 /__‘/"'
8 £
£2 £2
e & :
=1 =21 00"
% 2
=0 é 0
R 8 16 24 32 40 48 0 8 16 24 32 40 48
1 (saat) 1 (saat)
—o—Biyokiitle ~+—Weibull —e—Biyokiitle —+~MMF

- =

]

L I I SRV - N
\
[,

Biyokiitle Gelisimi (2/1.)

<
°

Biyokiltle Gelisimi (2/1.)

0 8 16 24 32 40 43

t (saat) t (saat)
—e—Biyokiitle = Asimetnk —e—Biyokiitle —+— Baranyi
o _4
3 = 9 2
23 23 > ‘
Z‘ 2 _i' 2
Z ]
8 3
=1 21
= =
E %
=0 =0
[ 9 8 16 4 32 40 48 @ 0 8 16 24 32 40 48
1 (saat) t (saat)
—e—Biyokiitle —+— Huang —e—Biyokiitle —+—Fitzhugh

109



EKLER

S.B. ERKAN

EK-33. 0,5 g/L formik asit ilavesi ile pH kontrolsiiz gerceklestirilen fermentasyondan
elde edilen seker tiiketiminin matematiksel modellerden elde edilen degerlerle

karsilastirilmast
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EK-34. 0,5 g/L formik asit ilavesi ile pH kontrolsiiz ger¢eklestirilen fermentasyondan

elde edilen etanol iiretiminin matematiksel modellemesinde kullanilan parametreler

Etanol Uretimi

Parametre Deger Zaman (saat) (g/L)
Ao (9/L) 0 0 0,000
Anm (9/L) 36,670 0 0,085
Q (g/L/h) 1,256 2 0,189

A (h) 5,811 4 0,750
V1 1,051 8 2,973
V2 78,500 11 6,699
V3 36 14 10,072
V4 2 30 30,417
p 316 36 35,659

ho (g/L) 7,298 48 36,670

d 17
TL 123,832
k1 0,045
k> 0,070
ks 0,240
Ka 1

o1 3

02 3

e 3,180
a 4
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EK-35. 0,5 g/L formik asit ilavesi ile pH kontrolsiiz gerceklestirilen fermentasyondan
elde edilen biyokiitle gelisiminin matematiksel modellemesinde kullanilan parametreler

Biyokutle Gelisimi

Parametre Deger Zaman (saat) (g/L)
Ao (g/L) 1,063 0 1,063
Anm (g/L) 3,697 0 1,120
Q (g/L/h) 0,131 2 1,150

A (h) 1,049 4 1,100
V1 0,980 8 1,248
V2 65,600 11 1,428
V3 1,600 14 1,545
Vs 2 24 3,051
p 302 30 3,141

ho (g/L) 0,138 36 3,436
d 0,220 48 3,698
TL 0,830
K1 0,043
k2 0,053
K3 0,060
Ka 1
o1 3
02 3,700
e 2,200
4
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EK-36. 0,5 g/L formik asit ilavesi ile pH kontrolsiiz gerceklestirilen fermentasyondan
elde edilen seker tiiketiminin matematiksel modellemesinde kullanilan parametreler

Seker Tuketimi

Parametre Deger Zaman (saat) (g/L)
Ao (/L) 1,800 0 83,637
Anm (g/L) 83,637 0 78,619
Q (g/L/h) 2,930 2 78,873

i(h) 29,796 4 77,240
V1 340 8 74,079
V2 79,700 11 64,401
V3 41 14 48,932
V4 2 24 9,935
p 315 30 3,808

ho (g/L) 87,315 36 2,340
d 1,300 48 1,800
TL 30,265
k1 0,058
ko 0,068
ks 0,286
Ka 1
o1 3
02 4,100
e 610
4
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EK-37. 10 no’Iu deneme fermentasyonundan elde edilen etanol tretiminin matematiksel
modellerden elde edilen degerlerle karsilagtirilmasi
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EK-38. 10 no’lu deneme fermentasyonundan elde edilen biyokiitle gelisiminin
matematiksel modellerden elde edilen degerlerle karsilastiriimasi
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EK-39. 10 no’lu deneme fermentasyonundan elde edilen seker tiiketiminin matematiksel
modellerden elde edilen degerlerle karsilagtirilmasi
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EK-40. 10 no’lu deneme fermentasyonundan elde edilen etanol iiretiminin matematiksel
modellemesinde kullanilan parametreler

Parametre Deger Zaman (saat) Etanol Uretimi

(9/L)
Ao (g/L) 0 0 0,000
Am (9/L) 29,033 0 0,039
4 (h) 4,770 4 0,201
Vi 1,150 8 0,740
V2 80,800 11 1,079
V3 51 14 7,301
va 2 30 12,621
p 319 36 16,134
d 1
TL 11,206
ki 0,043
ka2 0,030
ks 0,132
k4 1
o1 3
02 5,500
e 3,230
4
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EK-41. 10 no’lu deneme fermentasyonundan elde edilen biyokiitle gelisminin
matematiksel modellemesinde kullanilan parametreler

Parametre Deger Zaman (saat) Biyokutle Gelisimi

(g/L)
Am (g/I—) 3,315 0 1,138
Q (g/L/h) 0,0710 2 1,165
A (h) 7,118 4 1,253
Vi 1,300 8 1,335
V2 64 11 1,385
V3 2,200 14 1,491
va 2 24 2,237
A 296 30 2,622
ho (9/L) 0,505 36 3,066
d 0,300 48 3,315
T 1,158
ki 0,037
k2 0,042
ks 0,061
K4 1
o1 3
2 3,400
e 2,700
4
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EK-42. 10 no’lu deneme fermentasyonundan elde edilen seker tiiketiminin matematiksel

modellemesinde kullanilan parametreler

Seker Tuketimi

Parametre Deger Zaman (saat) (g/L)
Ao (g/L) 2,909 0 87,560
Anm (9/L) 87,560 0 87,470
Q (g/L/h) 1,541 2 86,616

A(h) 66,251 4 87,290
V1 320 8 80,593
V2 85 11 80,773
V3 6000 14 80,728
V4 2 24 64,638
p 319 30 56,189

ho (g/L) 102,121 36 43,587
d 1 48 2,909
TL 56,855
k1 0,027
k> 0,030
ks 0,300
Ka 1
o1 3
02 5
e 0,001
4
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