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OzZET

Bu gall§mada, aygicegi tohum kabugundan elde edilen hemiseliiloz
hidrolizatinin Pichia stipitis mayasi ile etil alkol iiretiminde kullanim
olanaklan aragtinimistir. Bu amacla, Antakya yoresinden temin edilen
sitkim artigi olan aygigegi tohum kabuklar 90°C’de 0,7 M H,SO;, ile 1/5
kati/sivi (g/mL) oraninda hidroliz edilmistir. Caligmanin ilk boliimiinde,
hidrolizata uygulanan farkli zehir giderici 6n iglemlerin hidrolizatin
fermente edebilme &zelligine etkileri incelenmektedir. Ayrica Pichia
stipitis mayas! hidrolizata adapte edilerek, adaptasyon igleminin etkisi
incelenmigtir. 30°C’de galkalamali kaplarda yapilan fermantasyon
deneyleri Ca0 ile asin titrasyon+sodyum siilfit ilavesi 6n islemi gormiis
hidrolizat ile gergeklestirilen fermantasyonun performansinin
digerlerine oranla daha iyi oldugu gérilmiigtiir. Bu boliimde elde edilen
en yiiksek alkol konsantrasyonu 8,51 g/L olup, bu alkol konsantrasyonu
mikroorganizma adaptasyonu 6n iglemi go6rmiis hidrolizatin
fermantasyonu ile 9,61 g/L'ye yiikselmigtir. Caligmanin ikinci
boliimiinde, baglangig¢ pH ve c¢alkalama hizinin aygicegi kabugu
hemiseliilozik hidrolizatinin alkole fermantasyonuna etkileri de 30°C’de
calkalamalh kép deneyleri ile aragtinlmigtir. En yiliksek alkol

konsatrasyonu 11g/L degerine 48g/L toplam indirgen seker igeren



hidrolizattan baglangi¢c pH’t 6’'da ve 100 rpm kanstirma hizinda
ulagiimigtir. Bu degere karsilik gelen alkol verimi 0,32 g/g, alkol iiretim
hizi ise 0,065 g/Lsaat’dir. Calismanin son bdéliimiinde, kiiclik 6l¢ekli bir
fermentér kabinda aycicegi hidrolizatinin fermantasyonu pH kontrolii
yapiimaksizin incelenmigtir. Hava akis hizinin fermantasyon lizerine
etkisi aragtinimigtir. Fermantasyon kinetigini tanimlamak i¢in Monod

tipi esitliklerden faydalaniimisgtir

Bilim Kodu : 603.02.01

Anahtar Kelimeler :Aygicegi kabugu hidrolizati, etil alkol,
fermantasyon, Pichia stipitis.

Sayfa Adedi 1181 )

Tez Yoneticisi : Prof. Dr. Nurdan SARACOGLU



INVESTIGATED OF SUNFLOWER SEED HULLS HEMICELLULOSE
HYDROLYSATE FERMENTATION CONDITIONS AND KINETICS TO THE
ALCOHOL
( M. Sc. Thesis )

Miijgan TELLi OKUR

GAZ| UNIVERSITY
INSTITUTE OF SCIENCE AND TECHNOLOGY
December 2003

ABSTRACT

In this study, the potential use of hemicellulosic hydrolysate derived
lfrorrAI(sunflower seed hulls in the ethyl alcohol production with Pichia
stipitis yeast was investigated. For this purpose, the seed hulls pressed
baggase obtained from Antakya region was hydrolyzed with sulfuric
acid (0.7 M) at 90°C having 1/5 solid/liquid (g/mL). In the first part of the
study, the influence of various pretreatments of hydrolysate to reduce
toxicity on the fermentability of hydrolysate was investigated. Beside
these, Pichia stipitis yeast was adapted to hydrolysate and the effect of
adaptation was studied. Fermentation experiments performed in
shaking flasks at 30°C indicated that overliming with CaO+Na,SO;
addition as pretreatment prior to fermentation improved the
fermentation performance of hydrolysate better than the other methods.
In the second part of the study, the effects of initial pH and shaking rate
were studied in shaking bath experiments at 30°C. The highest alcohol
level 11 g/L was achieved at initial pH of 6 and 100 rpm shaking rate
from a hydrolysate containing 48 g/L reducing sugar. The alcohol yield
and alcohol production rate were 0.32 g/g and 0.065 g/L hour,
respectively. In the last part of the study, the fermentation of sunflower

seed hulls hydrolysate was carried out in a small scale fermentor set-up



at 30°C without any pH control. The influence of air flow rate was
investigated. To represent the fermentation kinetics, Monod type
equations were tested.
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Bu calismada kullaniimig bazi simgeler, agiklamalan ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler

Yxis
Yris

Emax

Qe
Cx
Cs

Ks
K
rx
rs

rp

Kisaltmalar

RSS

Aciklama

Spesifik buyiime hizi (st )
Maksimum spesifik biyiime hizi (st™)
Biyokutle verimi (g/g)

Uriin verimi (g/g)

Maksimum etanol konsantrasyonu (g/L)
Volumetrik Gretim hizi (g/L.saat)
Biyokiitle konsantrasyonu (g/L)
Substrat konsantrasyonu (g/L)

Uriin (etanol) konsantrasyonu (g/L)
sabit

Monod doygunluk sabiti (g/L)
Substrat inhibizasyonu terimi (g/L)
Biyokutle olugsum hizi (g/L.st)
Substrat harcanma hizi (g/L.st)

Urain olugum hizi (g/L.st)

Aciklama

Artik kareler toplami



1.GiRiS

Son yillarda etanolun alternatif bir yakit olarak 6zellikie iki nedenden dolayi
ilgi gektigini soyleyebiliriz. Oncelikle 1970'lerdeki petrol krizi petrole olan ilgiyi
azaltirken lignoselilozik maddelerden etanol uretilmesi igin yenilenebilir
kaynaklara yonelmeyi hizlandirmistir. Buna ilave olarak yenilenebilir enerji
kaynaklarindan etanol tretim prosesinin atmosfere net karbondioksit ilavesi
yoktur. Etanol ‘Un emisyonu ve zehirliligi petroliinkinden daha diisiktiir. Bu
ozellikler etanol’ii gevreye kargi yararl bir enerji kaynagi haline getirmektedir.
Lignoselulozik maddeler bol ve ucuz hammadde kaynadi olusturmalarina
ragmen etanol dretimi igin mevcut prosesler, son derece kapsaml ve
maliyetlidir. Lignoseliilozik maddelerden etanol Uretimi su basamaklarn
icermektedir (1).

= Lignoselulozik yapinin fermente edilebilir substrata bozunmasi

* Fermantasyon

* %951k etanol elde etmek icin fermantasyon kansiminin

distilasyonu.

Lignoselilozik maddeler temel olarak seliiloz, hemisellloz lignin, tronik
asitler ve asetil gruplardan olugsmaktadirlar. Seliiloz ve hemiseliiloz dogada
en bol bulunan yenilenebilir kaynaklardir ve ligninle beraber bitki atlélnl,n kuru
agirhginin % 95 ‘ini olustururlar. Hemisellllozik ve seliilozik kisimlar glukoz,
mannoz, galaktoz, ksiloz ve arabinozdan olugsan monosakkaritleri icerir ve

kompozisyonlari da hammaddenin dogasina baghdir (2).

Seluloz lineer, B-D glukoz biriminin kristal polimeridir, yapisi rijittir ve
bozunmasi igin sert reaksiyon kosullarn gerektirir. Hemiseliilozun bilegimi
lignoselilozik hammaddenin kaynagiyla dedismekle birlikte, kristal yapiya

sahip olmadidi i¢in kolayca hidroliz olur.

Etanol Uretimi igin incelenen lignoselulozik hammaddeler sert odun, yumusak

odun, ormanciik ve tarmsal artiklar ve evsel kati atiklardir.



Hammaddelerdeki seliuloz ve hemiselllozun bilesimi kaynada bagli olarak
degismektedir. Seliiloz ve hemisellloz toplam kuru agirhgin strasiyla yaklagik
%36-61 ve %13-39unu olusturmaktadiriar. Hammaddedeki pentoz
kapasitesi, etanole fermente olan pentoz olarak énemlidir. Bunlar da yaklagik

olarak %6-28 araliginda degismektedir.

Bitkisel kaynakli hammaddeye dayanan mevcut alkol lretim proseslerinde
lignoselilozik yapimin  bozunmasi 6n hidroliz  (hemisellloz yapinin
bozunmast) ve selilozun bozunmasi olmak Uzere iki asamada
gerceklestirimektedir. On hidroliz islemi buharla 6n islem, dondurarak
patlama, asitle muamele, organik ¢ézicl ile muamele, alkali ile muamele ve
beyaz rot kif gibi fiziksel, kimyasal yada biyolojik metotlarla yapilmaktadir.
Selulozun hidrolizi ylksek sicaklikta sulu mineral asit yontemleri, dusik
sicaklikta konsantre mineral asit yontemleri ve disik sicaklikta enzime
dayali ydntemler olarak siralanabilmektedir (1). Lignoseltlozik yapinin
bozunmasi sirasinda hidrolizat sadece fermente edilebilir sekerleri icermez,
bu arada genis bir aralikta mikroorganizmay: inhibe edici bilesik de olusur. Bu
bilesikler seyreltik asitler, furfural, hidroksimetilfurfural ve fenolik bilesiklerdir.
Bu bilesikleri ortamdan uzaklastirmak icin, nétrlestirme, CaQ’le muamele
(overliming), iyon degisimi, ¢6ziicl ekstraksiyonu, aktif karbonla muamele

gibi ¢esitli zehir giderme metotlari gelistiriimistir (1,3,4).

Zehir giderme iglemi uygulanmis hemisellloz hidrolizati 5-C ve 6-C seker
polimerieri olan pentoz ve heksozlari icermektedir. Pentoz fraksiyonunun
ana bileseni olan ksiloz Candida shehatae, Pachysolen tannophilus ve Pichia
stipitis gibi mayalar yardimiyla etanole fermente edilmektedir. Ticari amagli
kullanilan alkol Gretim proseslerine heksozlarin etanole fermantasyonu igin
yaygin olarak Saccharomyces cerevisiae kullaniimaktadir. Heksozlar ve
pentozlar uygun mikroorganizmalar yardimiyla ayni anda fermente
edilebilmektedirler (1).



Lignoselilozik maddeler bol ve ucuz olmalari nedeniyle etanol Gretimi igin
oldukga uygun hammaddelerdir. Aygigedi tohum kabuklari, yapisindaki
potansiyel sekeri ifade eden hemiseliloz pentoz oraninin %21,5 (5) olmasi
nedeniyle lignoselilozik bir hammadde olarak kullaniimas: disunilebilir.
Ay¢igegi kabugu yillik bir bitkidir ve her yil Gilkemizde yaklagik 950 000 ton
aycicegi Uretilmektedir. Bunun yaklasik 550 000 tonu yag fabrikasi stkim
arti§i olarak ayrilmakta ve bu sikim artiklan yakit olarak ve hayvan yemi
olarak kullaniimaktadir (6). Bu c¢aligmada Antakya yoéresindeki bir yag
fabrikasinin sikim artidi olan aygicegi kabuklarinin fermantasyon yolu ile alkol
elde edilmesinde ucuz bir hammadde kaynag: olarak degerlendirme

olanaklarinin arasgtinimasi amaclanmigtir.

Calisma birka¢ asamada yuritulmugtur. Birinci asama (¢ kisimdan
olusmaktadir. Ilk kisminda aygigegi kabugu hidrolizat 6rnekleri 6ncelikle bazi
zehir giderici 6n islemlere tabi tutulmustur. Hidrolizat érneklerine uygulanan
én iglemler; CaO ile asiri titrasyon, CaO ile asir titrasyon + aktif karbon ile
islem, CaO ile asin titrasyon + sodyum siilfit ilavesi, CaO ile nbtﬂestirme’dir.
Bu 6n iglemler arasinda en etkin olani, bu hidrolizat érneklerinin Pichia stipitis

mayasi ile fermantasyon sonuglarinin karsilastiriimasiyla belirlenmistir.

ikinci kisminda mikroorganizmalar aygigegi kabugu - hemiseliilozik
hidrolizatina ilk once egik agar ortaminda, daha sonra hirolizat igeren
buyime ortaminda adapte edilmiglerdir ve fermantasyon islemi
gerceklestirilerek adaptasyon igleminin uygulanabilir olup olmadigina karar

verilmistir.

Ugiincti bdlimde, zehir giderme islemi uygulanmig hidrolizat ile, baslangi¢
pH degeri ve ¢alkalama hizi gibi parametrelerin aygicedi kabugu
hidrolizatinin alkol fermantasyonuna etkilerini belirlemek igin galkalamali

kaplarda deneysel calismalar yaptimistir.



Calismanin son kisminda ise kiglk &lgekli bir fermentér sistemi kurulmustur.
Once aygigegi kabugu hidrolizatinin bu sistemdeki Pichia stipitis ile alkole
déntisimine hava akis hizinin etkisi  arastinlmistir. Daha sonra ise
belirlenen hava akis hizinda, aygicedi kabudu substrat olarak kuilanilarak
Pichia stipitis mayasi ile kinetik calismalar gergeklestiriimistir. Elde edilen
deneysel veriler kullanilarak aygicedi kabugu hidrolizatinin Pichia stipitis

mayasi ile fermantasyonuna ait kinetik modeller elde edilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Lignoseliilozik Maddeler

Tanmsal veya endistriyel aktivitelerin atik akimlar ile orman {riinlerinin
icerdigi lignoseliilozik maddeler genis dagdilimlari, yenilenebilir karakterleri ve
dustk maliyetle biyuk miktarlarda kullanilabilme &zelliklerinden dolay! etanol

retimi icin 6nemli bir hammadde kaynagi olustururlar (7).

Lignosellilozik maddeler temel olarak seliloz, hemisellloz, lignin,

6zutlenebilir maddeler ve inorganik gruplardan olusurlar (Sekil 2.1.).

Hucre Duvan Komponentleri

A
Hemiselliloz Seliloz Lignin
CH;COOH ‘
Asetik asit \4
CHO CHO CHO CHO ‘
H—— oy HO H H———OH H———OH
HO— —H HO H HO —+—H HO —+—H
H—T—OH H OH HO——H H————OH
CH,OH H OH H———OH H~——1—OH
CH,0H CH,0H CH20H  Fenolik Bilesikler
Ksiloz Mannoz Galaktoz Glikoz

\
O CHO OHC 0O CHO ‘
N N

Furfural Formik Asit Hidroksimetil furfural Levulinik asit

Sekil 2.1. Lignoseliilozik maddelerin hidroliz Grtinleri (8)



Yiksek bitkilerin hicre duvarlan lignoseltloz igerir. Lignin aynldi§i zaman
geriye bir polisakkarit turevi kalir. Bitki hiicresindeki polisakkarit kompleksine
holoseliiloz denir. Holosellloz hidroliz edilirse seliiloz, hemiseltiloz, ironik
asitler ve asetil gruplar verir (9). Sellloz yap1 maddesi olarak bitkilerde ve
bitkisel hucre zarlarinda yaygin olarak bulunur. Selilloza bazi omurgasiz
deniz hayvanlarinda da rastlanir. (CeH10Os)x kapali formili ile bilinen
sellloz, glikoz molekillerinin 1 ve 4 karbonlarinin glikozid bagi ile
baglanmasi sonucu meydana gelmistir. Duz bir zincir yapisina sahip olup
molekiil bagina 300-2500 glikoz kalintisi diiser ve buna bagh olarak molekiil
agirlig: 50 000-2000 000 arasinda degisebilir. Asitlerle tam hidrolizi p-glikozu,
stnirlt hidrolizi ise sellobiyozu olusturur. Sekil 2.2'de seltloz molekiliinden bir

parcasinin form0lu gérilmektedir (10).

Glikoz molekilleri iplikler olusturmak igin birbirine baglandiginda, tgten fazla
birim olmussa, suda ¢dzillmez hale gelirler. Bu nedenle bu polimerdeki
sekeri (glikoz) kullanmak igin, iplikler o6ncelikie gbzﬁnur sekerler
dogrultusunda depolarize edilmelidir. Nisasta ve seliilozu, glikdz' yoninden
hidrolize etmek igin, kimyasal islemlere bagvurmak gerekir. Seliilozun
indirgenmesi, nisastanin aksine sellloz ipliklerinin dalli olmamasi ve glikoz

molekullerinin a-1,4 yerine $-1,4 baglar ile bagh olmasi ylziinden daha da

komplikedir.
CHon CH,OH
AN )< )/ \K y\ )<°” ”}/
OH CHZOH OH

Sekil 2.2. Glikoz molekdilerinin olusturdugu seliiloz molekuli (10)



Bu monomerik yapi (Sekil 2.2) seliloz ipliklerine, komsu iplikierin glikoz
molekiillerinin hidroksil gruplar arasindaki hidrojen baglan tarafindan, tg
boyutlu kristal olusturma yetenedi vermektedir. Dogal selilozun hidrolizini
engelleyen daha ileri bir komplikasyon da, yiiksek molekil agirlikh polimer

ligninin varligidir (9).

Hemiselllozlar disik molekil agirhikh polisakkaritlerdir. Yapilarinda D-ksiloz,
L-arabinoz D-mannoz, D-glikoz, D-galaktoz, tironik asitler ve asetil gruplan
igerirler. Hucre duvarinda en bol bulunan hemiselilloz tipleri glukanlar,
mannanlar ve ksilanlardir. Hemiseltlozlarin en énemli bilesenlerinden birisi
olan ksilanlar homopolimerdir ve $-1,4 bagh ksiloz kahntilar igerir.
Hemiselllozlarn yapilarn kristalli degildir ve bodylece kolayca hidroliz edilirler.

Her bir bilesigin orant bitki kaynagina bagh olarak degismektedir (11).

Lignin dogada en bol bulunan polimerdir. Hiicre duvarinda bulunur, yapisal
dayanikliik, gegirmezlik, mikrobiyal saldinlara ve oksidatif etkilere karsi
diren¢ saglar. Yapisal olarak lignin, amorf heteropolimerdir, sudé'gbzi'mmez,

ve farkli tipteki baglarla baglanmis fenil propan birimlerini igerir (12).

Cizelge 2.1. Farkli lignoseliilozik maddelerin bilesimi (1)

Lignoselllozik Sellloz |Hemiseluloz| Lignin Pentoz
Hammadde (%) (%) (%) (%)

Tarimsal atiklar

Bugday Sapi 36 28 29 28

Misir kogani 36 28 —_ 28
Ormancilik Artikiar

Ladin 43 26 29 6

Cam 44 26 29 8

Hus Agaci 40 39 21 25

Sogat 37 23 21 14

Kavak 51 29 16 16
Evsel Kati Atiklar

Kagit Temelli 43 13 6 —

Islenmig Atiklar 47 25 12 —

Gazete Atiklari 61 16 21 -




Lignoselilozik maddeler genel olarak, tarimsal atiklari, ormanda ekonomik
degeri olmayan ormancilik artiklari ve evsel kati atiklar icermektedir. Baz
lignoselllozik hammaddelerin seltloz, hemisellloz ve lignin igerikleri Cizelge

2.1'de gosterilmektedir.

Sellloz ve hemiseluloz bitki kuru agirhginin yaklasik % 36-61 ve % 13-
39'unu olugtururlar (Cizelge 2.1.). Lignoselillozik hammaddedeki pentoz
kapasitesi etanole fermente olan pentoz olarak énemlidir. Buda toplam kuru

agirhgin % 6-28'ini olusturur (1).
2.2 Aycicegi Kabugu (Helianthus Annuus)

Glnebakan, gundondil ve glingicedi olarak da  bilinen aygicegi
‘Asteroceae” (Compositae) familyasindan bir yiliik bir bitkidir. Anayurdu
Kuzey ve Giney Amerika olan aygiceginin 1-5 metre uzunlugunda tiylii bir
govdesi, 7,5-30 cm uzunlugunda, kahn disli, genis yapraklar vardir. Cicek
basinin (kimeg) eni, yabani olanlarda 7,5-15 cm, kultur( yap"ll‘anlarda 30
cm'den daha fazladir. Kémecin ortasindaki gicekler kahverengi, sari yada
mor, kenardakiler ise san renktedir (13). Kémecin Ustindeki cigek sayisi
1500’0 bulabilir. Taneler kdmecin ustunde sikga dizili birer akendir. Bu aken
1 cm boyunda, gri, siyah yada beyaz ve gri ¢izgili, seliilozdan bir kabukla
kapli, oval bir meyvedir; iginde ayni bigimde serbest bir tohum bulunur (14).

Aycicedi kabugu her bitkide oldudu gibi, taneyi kaplar ve dig etmenlerden
korur. Yaghk aycicedi tanesinin toplam agirhginin yaklasik % 21-30'u
kabuktur. Cerezlik cesitlerde bu oran % 36-50 arasinda degisir. Ancak
cerezlik ve yaglik tiplerin kimyasal kompozisyonlar arasinda, ¢erezliklerin
biraz daha fazla Iif icermesi hari¢, belirgin bir fark yoktur. Ayciceginde,
tanedeki kabuk ve yad orani arasinda ters bir baginti vardir. lyi bir yaghk
aycicegi hibrit ¢esidin tanesindeki yag orani % 50'nin Uzerinde ve kabuk

orani ise % 20 civarinda olmalidir.



Gerek yaglik gerekse cerezlik taneler, yilksek oranda lif (ham selilloz), disik
miktarlarda da ham yag ve kil igerirler. Kabuktaki seliiloz, lignin, hemiselilloz
(¢ogunlugu glukuronoksilan ) miktarlar % 74-90 olup, arta kalan kismi da
lipit, protein ve mineral maddelerdir. Kabugun besin maddesi igerigi Cizelge

2.2 ‘de verilmistir.

Cizelge 2.2. Aygigegdi kabugunun besin maddesi icerigi (15)

Besin Maddesi Igerigi %’'de Miktar
Kuru Madde 85-92
Ham Protein 3,5-9
Hazim Edilebilir Protein 2-4
Hazim Edilebilir Besin Maddesi Toplami 35-45
Ham Seliloz 40-50
Lignin 13-16
Kl 2-3 '
Yag 0,05-3
Ca 0,37
Mg 0,15-0,25
P 0,12

Aygicegi bitkisinin Ulkemizdeki yillk Gretimi Enerji ve Dogal Kaynaklar
Bakanliginin  verilerine gére 950 000 tondur (Enerji ve Dogal Kaynaklar
Bakanligi,2000). Bu uretimin yaklagik 550 000 tonu kiispe olarak elde
edilmektedir. Bu kispenin ¢ok degdisik kullanim alanlari bulunmaktadir.

Ulkemizde aygicegi isleyen bazi fabrikalarda kabuk tamamen kispe eldesin
de kullanilirken, bazi fabrikalarda da 6zellikle yiiksek proteinli kiispe elde
ediimek istendiginde, yaklasik % 7-12 arasinda bir ek Urin olarak
cikmaktadir. Bu durumda da isitma kazanlarinda enerji ihtiyacini kargilamak

icin kdmur ile karigtinlarak yakilmaktadir.
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Aygicegi gerek tanesinin tumi, gerekse sadece kabugu, herhangi bir
kimyasal maddeyle muamele edilimedigi muiddetce  zararli bir madde
icermez. Ancak yakiima iglemi sirasinda atmosfere karisan net CO; ve diger
gazlar, aynen diger yakacak drunlerinin kullaniimasinda oldugu gibidir.
Aygicegi kabugunun vyakit degeri 8300-8500 BTU/pound civarinda
degismektedir. Sonug¢ olarak, aygicegi isleyen fabrikalarin nakliye
maliyetlerinde aygigedi kabugu belirli bir hacim kapladigindan, genelde
kabugunun ¢ikartiimasi daha ekonomik olmakta ve aygicedi kabugu
yakilarak 1s1 enerjisi elde edilmesi de tesislere arti bir deger getirmektedir.
Ancak finnlarda yakilmasi sirasinda kabuklarin fazla miktarda kil birakmasi

bir dezavantajdir (15)

Tohumlardan yag ¢ikarildiktan sonra kalan kuspe, fazlaca bitkisel kabuk
icerdidi ve bunlar az sindirilebilir oldugu i¢in enerji degeri bakimindan orta
derecede bir yemdir. Proteinleri metionince zengindir, ama lizince fakirdir.
Tane kihflarinin besin degeri de dusuktur (14). Aygigedi kabuklaft sigir
yetistiriciliinde saman yerine althik olarak kullanilabilir. Q(]nki"x‘ saman ile
ayni oranda sivi emme Kkapasitesine sahiptir. Bu kabuklar kereste
endustrisinde dolgu ve yalitim maddesi, biyolojik yakit eldesinde ve
paketleme materyali olarak da kullanilabilir. Aycicegi kabuklarn, 6zellikle bazi
turlerde kabugunda igerdigi antociyanin olarak bilinen k|rm12|.boya~maddesi
nedeniyle gidalarda dogal katkili boya olarak kullaniimaktadir. Yine bu
kabuklar Kanada'da silindir seklinde preslenerek cira malzemesi olarak ve

Rusya’da da etil alkol ve boya malzemesi eldesinde kullanilir.

Lignoselulozik bir madde olarak aygigedi kabugu, fermantasyon yoluyla seker
Uretiminde, baz! kimyasallara ve degerli bilesiklere déniisimde oldukga ucuz
bir kaynaktir. Ornegin aygicegi kabugunun asit veya selillaz enzimleriyle
hidrolizi, kabukta seker oranini arttirarak besi degerinin artmasina ve yine

maya i¢in gerekli maddelerin olugsumuna yol agmaktadir (15).
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2.3 Seliiloz ve Hemisellilozik Maddelerin Hidrolizi

Lignoselilozik maddeleri fermente edilebilir sekerlere hidroliz etme iglemi iki
basamakta gergeklesmektedir (sekil 2.3). Birinci basamakta, hemiseliiloz
yap! 6n hidroliz iglemi ile hidroliz edilir. Ikinci basamakta ise, seltloz yapi
hidroliz edilerek daha basit sekerlere dénustarilir. Hemiselllloz yapinin
fermente edilebilir sekerlere hidroliz edilmesinde kullanilan fiziksel, kimyasal
ya da biyolojik metotlar su sekildedir:

» Buharla 6n iglem,

= Dondurarak patlama,

= Asitie muamele ( HCI, H;SO,4, H3POy4, SO3 ),

» Alkali ile muamele ( NaOH ),

» Organik ¢ézuct ile muamele ( etil alkol, etilen glikol ),

= Beyaz rot kif.

Onhidroliz iglemi sonunda hemiselilloz hidrolizati mono ve oligosakKaritleri

icerir (1).
Lignoselilozik maddeler
Y v onls
n Islem _|
ﬁo'rt\sHagtrel_ . Seyreltik
Sit Hidrofizt Asit Hidrolizi v
M Enzim Uretimi
Asit Geri [—
kazanimi |_Enzimatik |4 p| Sakkarifikasyon
Hidroliz ve Fermantasyon
Fermantasyon — > ﬁ ‘
Distilasyon
Etanol

Sekil 2.3. Lignoselillozik maddelerden etanol tretimi akim gemasi (16)
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Lignoselillozik maddeleri hidroliz etmede su yontemler kullaniimaktadir:
* Yiksek sicaklikta sulu mineral asit yontemleri ( H,SO, )
» Disik sicaklikta konsantre mineral asit yéntemleri (H,SO4 yada HCI )

* Dusiik sicaklikta enzime dayali ydntemler (9) .

Selliloz ve hemiselllozlarin kimyasal hidrolizi igin kosullar farklidir.  Amorf
pentozanlarin hidrolizi digik sicaklik ve seyreltik asitlerle gergeklestirilirken
kristal selllozun hidrolizi asidik ya da enzimatik olmaktadir. Enzimatik
hidroliz seltlaz enzimi ile gergeklesir. Selillaz enzimi {reten organizmalar
arasinda kifler, bakteriler ve aktinomisetler sayilabilir. Bu organizmalarin en
etkin olanlan Trichoderma, Thermomonospora, Chaetomium, White rot fungi
ve Clostridia tarleridir. Bu enzimin Uretimi pahah oldugundan, enzimatik
hidroliz normal oda kosullarinda gerceklesmesine ragmen ( T=25-30°C |,
pH=6-7, P=1 atm) asit hidrolizi tercih edilir. Asit hidrolizinde genellikle sulftrik
asit kullanilir ve bu hidroliz ya seyreltik asit (A<2M) ve yiiksek sicaklikta (150-
250°C) ya da derisik asit (A>2M) ve diisik sicaklikta (50-100°C)
gergeklesir(17). Konsantre asit ve dusuk sicaklikta hidroliz yapildigi zaman
yuksek verimde (teorik verimin %90'1) sekerli Urlinler elde edilir. Seyreltik asit
ve ylksek sicakliklarda ise hidroliz verimi teorik verimin % 50-60'
arasindadir (16). Genellikle asit derisimi ve sicaklik arttikca hidrol_iz suresi

duser.

Kuvvetli asit yontemleri, kullanilan techizatin paslanmasina yol agmakta ve
yeniden kullanmak i¢in asidin eski halini alimasina dayanmaktadir. Sulu asit
yontemleri, sellloziklerin gekerlere kabul edilebilir dénugme oranlarina
ulasabilmek igin yilksek sicaklik gerektirmektedir, ancak bu ylksek sicaklikta

sekerin gurimesi ve teghizatin aginma orani artmaktadir.

Enzime dayali hidroliz iglemlerinin avantajlan, katalizérin asirnt spesifik
olmasi ve seker bozunmasinin séz konusu olmayisidir. Diger taraftan ticari
Slgekte kullamim igin selillozlarin Uretim maliyeti kisitlayicidir. Ayrica digdaki

lignin kihfin1 kirmak, seliloz liflerini dekristalize etmek ve polimerlere enzimin
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girisine izin vermek igin biyokidtlenin kapsamh on iglem gecirdidi durum
haricinde, hidroliz oranlan da dustktir. Bununla birlikte, mikrobiyal ve enzime
dayali yontemler organik ¢6zict delignifikasyonuna ve asit katalize-selilloz

hidrolizine alternatif bir yaklagsim sunabilir (9).
2.4 Lignoseliilozik Maddelerin Bozunma Uriinleri

Lignoselulozik maddelerin etanole ekonomik olarak doénusmesi igin
substrattaki karbonhidratlarin fermente edilebilir sekerlere tamamen
donugmesi gerekir. Ancak lignoselilozik yapinin bozunmasi sirasinda
sadece fermente edilebilen sekerler ¢6zinmez, genis bir aralkta
fermantasyon mikroorganizmalarini zehirleyen bazi zararli bilegikler de
olusur. Bu bilesikler inhibitér olarak adlandirilirlar. Inhibitérlerin yapisi ve
bilesimi, hammaddeye, 6n hidroliz ve hidroliz iglemlerine bagh olup
fermantasyon prosesleri igin oldukga énemlidir.

Lignoselilozik hidrolizatlardaki bu inhibitérler bir kag grupta toplanabilirler.
Bunlarin blyumeye ve fermantasyona etkileri Cizelge 2.3'de gosterildigi
gibidir.

» Birinci grup 6n hidroliz ve hidroliz basamaginda olugsan asetik asit
(hemiseluloz yapisindaki asetil gruplarindan gelen) ve eks.traktiflieri
iceren maddelerdir. Ekstraktifler terpenler, alkoller ve aromatik
bilesiklerden olugmaktadirlar. Asetik asitin inhibitér etkisi ise ortam
pH'In1 disurmesinden kaynaklanmaktadir (1).

= jkinci grup, 6n hidroliz ve hidroliz iglemi sirasinda sekerlerin
pargalanmasi sirasinda olusurlar. Bunlar furfural (ksiloz pargalanma
grind), 5-hidroksimetil furfural (heksozlarnin pargalanma Grunt),
levilinik asit (hidroksimetil furfural bozunma urini), formik asit
(furfural ve hidroksimetil furfuralin pargalanma Grina)  gibi
maddelerdir(8).
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= Uclncli grup ise on hidroliz ve hidroliz basamaginda lignin

parcalanmas: sirasinda olusurlar.

Bu gruptaki inhibitdrier, genis bir

aralikta aromatik ve poliaromatik bilesikleri igerirler.

Etanol, asetik asit, gliserol ve laktik asit mikroorganizmalari inhibe eden

fermentasyon urinleridir. Kikart dioksit gibi katki maddeleri ve ekipmandan

gelen

metaller

de fermantasyonu

inhibe ederler.

Silfitler

yiyecek

endustrisinde koruyucu olarak yaygin olarak kullaniimaktadirlar. SO;'nin

inhibitér etkisi

asetik asite benzer,

pH’a baghdir.

inhibitérler sadece

fermantasyon hizini azaltmazlar, ayni zamanda triine de etki ederler.

Cizelge 2.3. inhibitér gruplarn ve fermantasyona etkileri (1)

Konsant . | %bluytme(g) ve
Inhibitér grubu Inhibitér rasyon M|krc:1<‘);gamz fermantasyon(f)
(g/) inhibisyonu
) Asetik Asit 1,4 |S.cerevisiae |%50(f);pH=4,5
gpalssllr?crir; agida . 4.3 ) #50(f);pH=5,5
cikanlar i 8,0 P_stipitis %98(f);pH=5,1
¥ 8,0 i %25(f);pH=6,5
Seker Furfural 10 P stipitis %A47(9); %71(f)
pargalanma 5-hidroksimetil furfural 3,0 “ %69(g), %90(f)
aranleri
o p-hidroksibenzaldehit 0,4 |K.pneumoniae | %68(g)
ngmnl ma v 1,0 |S.cerevisiae | %48(f)
Sféﬁfézn Syringaldehit 0,5 K.pneumoniae | %40(g)
" 0,22 |S.cerevisiae %72(f)
Asetaldehit 50 S.cerevisiae %80(g)
Fermentasyon | Etanol 120 | S.cerevisiae | %100(g)
urunleri Formik asit 2,7 S.cerevisiae | %80(g)
Laktik asit 38 S.cerevisiae | %80(g)
Krom 0,1 P.tannophilus | %95(f)
Dierleri Bakir 0,04 |P.tannophilus | %29(f)
igerleri Demir 05 |P.tannophilus | %45(f)
Nikel 0,05 |P.tannophilus | %92(f) ]

Sonug olarak hidrolizatlar, birgok bilesenin kompleks karigimindan olusuriar.
Ornegin hug agacinin buhar 6n iglemli hemiseliloz hidrolizati, gaz

kromatografisinde analiz edildiginde altmistan fazla bilesene ayriimigtir. Her
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bir bilesenin hidrolizat igerisinde ne tur bir etki yarattigi yeterince

bilinmemektedir (1).
2.5 Zehir Giderme Yoéntemleri

Lignoselillozik maddelerin hidrolizi sonucu ortaya ¢ikan, fermantasyona ve
mikroorganizmalara zararn olan zehirli bilesikleri hidrolizattan uzaklastirmak
icin ¢esitli metotlar gelistiriimistir. Bunlar :

= Asin Ca(OH); ile muamele (Overliming)
» Aktif karbon ile muamele

= Organik ¢bzlculerle ekstraksiyon

= |yon degistirici kolonlardan gegirme

= Molekiler eleklerle muamele

= Bubharla siyirma (1,3,4).

t

Cizelge 2.4. Farkh zehir giderme ydntemleri ve zehir giderici etkileri (1)

Yontem Zehir Giderici Etki

Buharla siyirma Asetik asit, furfural ve fenollerin
ayrilmasi

Ca0, NaOH, KOH ile nétralizasyon ve | Asetik asit konsantrasyonunun

aktif karbon dusurilmesi '

Ca(OH),, CaO yada KOH ile pH=10"a
yada pH=6,5e nétralizasyon, H,SO,'le
pH=6,5'e dusurilmesi

Asetat, agir metaller, furfural, taninler,
terpenler ve fenollerin ¢okelmesi

Eter ekstraksiyonu Furfuralin aynimasi
Vakum altinda evaporasyon Asetik asitin ayrilimasi
Etil asetat ekstraksiyonu Lignin bozunma GrGnlerinin aynimasi

Asetik asit, furfural ve g¢ozlnebilir

lekuler elekler v
Mo ligninin kismen ayriimasi :

Karigik iyon degistirici iceren kolondan | Asetik asit, furfural ve ¢d6zinebilir
gegirme ligninin kismen ayriimast

Asetik asitin kismen ayriimasi ve metal
iyonlarinin ayriimasi

Anyon/katyon degistirici regineler

Aromatik monomer ve dimerlerin

n degistiricilerle muamele
lyon degistiric Y ayriimasi
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Lignoselllozik hidrolizatin agini Ca(OH), ile islem gérmesi olduk¢a yaygin
olarak kullanilan ve en ekonomik olan (3) zehir giderme yodntemlerinden
birisidir ve birkag farkli sekilde yapiimaktadir. Bu islemde hidrolizatin pH'i
Ca(OH); ile 10 ‘a cikartilir, belli bir stre kanstirilir ve ¢okelek ayrilir. Daha
sonra H,SO4 ile pH=5e dusurilir. Bu islem 1siyla birlestirilebilir, ¢unki

yuksek sicaklikta furfural gibi ugucu bilesikler hidrolizattan ayrilirlar.

Yapilan caligmalarda overliming olarak bilinen bu islemin lignoselilozik
hidrolizata uygulanmasi ile ortamdaki furfural, hidroksimetil furfural ve fenolik

bilesiklerin % 20 oraninda azaldigi1 gézlemlenmistir (18).

Zehir giderme iglemi sicakhida, kullanilan hidroksite ve kosullara baghdir.
Farkh zehir giderme ydntemleri hidrolizatta farkh degisiklikler yaratmaktadir,
bu degisiklikler Cizelge 2.3'de gdsteriimektedir. Zehir giderme y6nteminin
secimi, iglem gorecek hidrolizat tipine ve kullaniacak fermantasyon

t

organizmasina baghdir (19).

Zehir giderme iglemlerine bir alternatif, mikroorganizmanin lignoseliilozik
hidrolizat ortamina adapte edilmesidir. Hidrolizata adapte edilmis
mikroorganizmalar ylksek uretim hizinda fermente edilerek yiiksek verimde
trune doéndsurler. Genetik olarak gelistiriimis rekombinant mikroarganizma

kullanimi ise dider bir alternatiftir (1).
2.6 Fermantasyon

Fermantasyon yolu ile yeni organik ve biyokimyasal maddelerin retimi ya
da benzer ilkelere dayanilarak atik sularin antilmasi ¢agimiz teknolojisinin en
gincel konulan arasinda yer almis bulunmaktadir (10). Herhangi bir
maddenin mikroorganizmalar tarafindan bazi degisikliklere ugratiimasi dogal
olarak isleyen bir slrectir. Bu degisiklikler mayalar, bakteriler ve kif
mantarlart gibi mikroorganizmalarin yasamlarint sirdarebilmeleri igin sart

olan olaylar sayesinde olur. Mikroorganizmalar tarafindan salgilanan
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enzimler yardimiyla bazi maddelerde meydana getirilen degisikliklerin

timune fermantasyon denir.

Gunumuz insani mikroorganizmalarn yasatan olaylari kullanarak kendine
gerekli bazi maddeleri Uretmeyi basarmistir. Bunu da fermantasyonun
hiicresel yaratiklanin yagamsal etkinlikleri ile yurilyen bir proses oldugunu
ortaya ¢ikaran Louis Pasteur'’e bor¢ludur. Bu olaydaki mikroorganizmalarin
gorevlerinin anlagiimasi, c¢esitli mayalann bulunmas! ve fermantasyonu
etkileyen dig kosullarin saptanmasi insanlara fermantasyonu istenilen yone
yoénlendirme imkani saglamistir. Fermantasyonun ne oldugunu tam
anlamadan insanlar onu kullanarak ekmek, yogurt, veya konserve gibi
yiyecekler hazirlamiglardir. Fermantasyonla uretilen en eski ticari Griin ise
alkoldiir. Daha sonra, aseton, biitanol, asetik asit, laktik asit, nitrik asit ve bir

cok antibiyotik fermantasyonla tretilmistir (20).

Mikroorganizmalarin neden oldugu pek ¢ok kimyasal reaksiyon ¢ok karmagik
bir yapiya sahiptir ve bu nedenle kolaylikla siniflandirilamazlar; bunun
uzerine, fermantasyonun kendisinin, kimyasal bir déniisim oldugu dustincesi
gelistirilmistir. Tipik bir fermantasyon prosesi Sekil 2.4'te gosterilmektedir. lyi

bir fermantasyon prosesi i¢in, bes temel unsurun varligi gerekmektedir;

= |stenilen son urini meydana getirecek bir mikroorganizma. Bu
mikroorganizma kolaylikla ve hizla ¢odalmali ve biyolojik tekdiizeligi
saglamaya yetenekli olmall, diger bir dedimle, énceden kararlastirilan
verimi saglayabilmelidir.

» Nisasta veya sekerler gibi ekonomik olarak var olan bir hammadde.

= Kabul edilebilir verimlilik.

=  Hizh fermantasyon.

= Kolaylikla ayrilabilen ve saflastinlabilen bir Grtin (21).

Fermantasyon ile meydana gelen kimyasal degismelerde,

mikroorganizmalarin, cihazlarin ve fermantasyonun kendisine dikkat



18

edilmelidir. pH, sicaklik, havalandirma, karigtirma, saf kaltir fermantasyonu,
uran homojenligi ve segilen mikroorganizmalarin ¢evre kosullarinda veya bu
kosullarda vyapilabilecek kuguk degisiklikler ile elde edilen ortamlarda

kolaylikla buyimesi fermantasyon i¢in kritik faktérlerdir.
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Sekil 2.4 Tipik bir fermantasyon prosesi (22).

Fermantasyon ile Uretilen kimyasal maddeler ya segilen mikroorganizmanin
yasadid: surece kendisi tarafindan Uretilir ya da yagsami sirasinda meydana
gelen enzimler ile dretilir. Bu nedenle, fermantasyonda mikroorganizmalarin

secimi ve ¢ogaltiimasi ¢ok énemlidir (20).

2.6.1 Mikrobial Besi Ortami

Mikroorganizmalarin gelisme ve (Uremesi igin gerekli besinleri ve uygun
kosullari iceren ortama besi yeri (besin ortami) adi verilir. Mikroorganizmalar
icin hazirlanacak besi ortaminin bilesimi, belirli bir mikroorganizmanin

gelismesi, Uremesi ve fizyolojik yasamlarini strdirebilmeye yetecek nitelikte
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gerekli maddeleri igermelidir (10). Biyime ve Urin olugsumunun
stokiometrisini gosteren bir esitlik aerobik bir fermantasyon igin su sekilde
yazilabilir :

Karbon ve enerji kaynag! + azot kaynagi + O, + diger besin kaynaklari —

biyokitle+arinler+CO,+H,0O+isi

Anaerobik metabolizmada besi yerindeki karbonun yaklasik % 10’u; aerobik
metabolizmada ise % 55'i hiicre yapisini olusturmak tizere kullanilir. Genel
olarak besi ortamina katilan karbonlu bilesikler mikroorganizmalar tarafindan
ayni zamanda enerji kaynagi olarak da kullanihirlar. Karbon kaynag: olarak
en sik kullanilan bilesikler karbonhidratlardir. Ozellikle melas, nisasta, seliiloz
gibi artik karbonhidratlarin kullanilmasi ekonomik agidan da yararldir. Ayrica,
¢ok yaygin, ucuz ve oldukg¢a bol olusu nedeni ile hidrokarbonlarda son
yillarda 6nem kazanmiglardir (10). Fermantasyon uygulamalarinda, segilen
substratin ekonomik olarak elverigliligi yaninda mikroorganizmanin fizyolojik
gereksinimini kargilamada uygunlugu o6nemlidir. Bu nedenle, mikrobiyal

biyokdtle tretiminde su hususlara dikkat edilmelidir:

* Substratin ekonomik degeri ¢ok diisiik olmalidir veya hi¢ olmamalidir.
= Uretim hacmi yitksek olmali ve devamlilik géstermelidir.

= Kolay elde edilebilmelidir.

*= Tasinmasi ve saklanmasi kolay yollardan olmalidir.

= Kullanilacak mikroorganizmalarin gereksinimlerine uygun olmalidur.

Besin elementleri igerisinde, 6nem itibariyle karbondan sonra gelen azot,
protein, niikleik asitler ve vitaminlerin yapisina katihr. Bu nedenle biyokiitle
uretiminde kullanilacak azot kaynadinin niteligi ve niceli§i onemli bir

faktordur.

Mineral maddeler 6nemli besin maddelerindendir, buylk bir bélumi ya
enzim aktivatori olarak islev gortirler, ya da hiicre enzimlerinin veya hiicrenin

bizzat yapisina katilirlar. Bu gruba giren elementlerin basinda K, S, P, Mg,
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Ca, Fe gibi elementlerle; Zn, Cu, Co, Mn ve Mo gibi iz elementler gelir.
Kukurt, kukartla amino asitlerin ve kukurtli vitaminlerin sentezinde kullanilir.
Fosfor ise, nikleotit ve nikleik asitlerin temel yapilarindandir. Potasyum,

protein sentezinde gérevli enzimlerin ve dider bazi enzimlerin aktivatorudar

(9).

Mikroorganizmanin  besi ortaminda gelisip biylyebilmesi igin yukarida
saydigimiz besinler tek basina yeterli degildir, bunlarin yaninda besi
ortaminin sicaklik ve pH'1 kullanilan mikroorganizmanin en iyi Ureyebildi§i
noktalarda bulunabilecek sekilde ayarlanmalidir. Ayrica ortamdaki ¢éziinmus
oksijen miktar;, Ureme hizi ve verimi Uzerine ¢ok 6nemli bir sekilde etki

etmektedir.
2.6.2 Fermantasyon Mikroorganizmalari

Dodada bir ¢ok mikroorganizma vardir. Bunlarin her biri farklh bir
fermantasyona neden oldugundan bu mikroorganizmalara bagh metabolizma
sayisl da ¢oktur. Ancak, bunlann birka¢ tanesi endistride kullaniimaktadir.
Fermantasyondan sorumlu olan mikroorganizmalar morfoloji, Greme sekli,
serbest oksijene karsi davranisi, ¢esitli maddeleri etkileme bakimindan

birbirlerinden ayrilirlar. Bunlar bakteriler, mayalar ve kif mantarlaridir (20).

Maya hiicrelerinin daha buyik olmasi, dolayisiyla kiltir sivisindan daha
kolay ayriimasinin yaninda, yapilarinda bakterilere gére daha az nikleik asit
bulundurmasi mayalarin daha yaygin olarak kullaniimasini saglamistir.
Mayalar yuvarlak ve oval, tomurcuklanma suretiyle Ureyen tek hicreli
mikroskobik mantarlardir. Oksijensiz ortamda, sekeri alkol ve karbonik asite
cevirirler. Oksijenli ortamda ise, sekeri alkole gevirmeden yeni maya

hiicrelerinin yapimi icin harcarlar (9).

Etanol fermantasyonu igin incelenen mayalar arasinda Saccharomyces

cerevisiae ve Zymomonas mobilis glikozu etanole hizl ve verimli bir sekilde
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donugtararler. Ancak bu mayalar ksiloz ve arabinoz gibi sekerleri etanole
fermente edebilme yetenegine sahip degildirler. Pachysolen tannophilus,
Pichia stipitis ve Candida shehatae mayalan ksilozu oldukga iyi bir verimle
etanole dénusturdrler (23). Bu mayalardan Pichia stipitis ksilozu olduk¢a kisa
bir stirede, yuksek etanol verimiyle ksilitol tretmeden ve oldukg¢a genis bir
araliktaki sekerleri Candida shehatae’dan daha iyi bir sekilde etil alkole

fermente edebilmektedir (24).
2.7 Kesikli Fermantasyon Kinetigi

Genellikle belirli duzeyde ve istenilen tir yada turlerde mikroorganizmayi
iceren besin ortamina kultir denilmektedir. Kesikli kiltirlemede
mikroorganizmalarin  ¢ogalmasi ortamdaki gerekli besin maddeleri
tikeninceye kadar surer. Kiltire alinan mikroorganizmalarin degismeyen
pH, sicaklik, iyon kuvveti ve basing gibi dis kosullar altinda belirli substrat
konsantrasyonunda gelisme ve tiremeleri ¢esitli evrelerden olugsmaktadir.

Bu evreler Sekil 2.5'de gorilmektedir.

log biyokUtle

N

Zaman

Sekil 2.5 Mikroorganizmalarin Greme evreleri
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. Gelisme evresi (lag faz)) : Belirli bir besin ortamina ekilen
mikroorganizmalar yeni ortama uyum (adaptasyon) gosterip ¢ogalmaya
baglayincaya kadar belirli bir sire geger. Bu sirada hiicre sayisinda
hemen hemen higbir artis gézlenmez. Mikrobiyal teknolojide bu siirenin

kisaltiimasi ekonomik yénden buyik yararlar saglar.

. Gegig Evresi : Gelisme evresinden sonra mikroorganizma sayisi yavas
yavasg artmaya baglar. Bu kisma hizlandirlmis ya da hizlandiriima evresi

denir.

. Logaritmik Evre : Mikroorganizma sayisi ya da konsantrasyonu belirli bir
dizeye ulasinca logaritmik evreye varlr. Bu evreye eksponansiyel faz da
denilmektedir. Bu evrede mikroorganizmaiarin canl, geng¢ ve ding oldugu
kabul edilir. Logaritmik evrede mikroorganizmalar ussel (eksponansiyel)
olarak arttig1 i¢in kesikli kilttirlemede ortamdaki besinler giderek azalir.

. Duraklama Evresi : Logaritmik evreden sonra mikroorg'anizmalarm
yagslanmasi ve O&lim olayinin belirginlesmesi nedeni ile gogalmada
yavasglama yani logaritmik evreye kiyasla Greme hizinda azalma gézlenir.

Buna duraklama evresi denilmektedir.

. Sabit Evre : Kesikli kultirlemede duraklama evresini sabit evre izler. Bu
evrede kimi mikroorganizmalar Urer, kimileri élir ve bazilar da tiremeden
yagamlarini sidrdararler.  Bu G¢ olay birbirini  dengeledigi igin

mikroorganizmalarda zamana gére net artis ya da azalis gozlenmez.

. Olim yada Goégis Evresi : Mikrobiyal kinetigin son kisminda
mikroorganizmalarin 6lum hizlari arttigi igin zamanla

konsantrasyonlarinda azalma goézlenir. Bu evreye 6lum fazi denilir. Bu

)

evrede mikroorganizmalarin diga salgiladiklari enzimlerden 6tird hucre@‘

zarlarinda hidroliz ve pargalanma olaylari belirgin bir hal alr. Hldro'
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lipolitik enzimlerin meydana getirdigi bu olaya genel olarak lisis (lysis) adi

verilir.

Mikrobiyal kinetik bagintilan genellikle bakteriler tzerindeki incelemelere
dayanilarak tlretiimisti.  Ancak bu  bagintilar  genellikle  tim
mikroorganizmalar i¢in gegerli sayiimaktadir (10). Mikrobiyal hicrelerin
biyumesi otokatalitik bir olaydir. Bu nedenle hiicre kuru agiridindaki artma
hizi, basglangigtaki hiicrelerin konsantrasyonuyla orantiidir. Mikroorganizma
konsantrasyonunun baslangigtaki miktarin iki kati olmasi icin gecen sireye

ikilenme siiresi adi verilmektedir ve t siire sonra iki katina ¢gikma sayisi:
n=tt, (2.1]

seklindedir. Burada n; iki katina ¢ikma sayisi, t; gegen sure(saat), tq;kaltirin

iki katina ¢ikma zaman (saat) dir.

1

Kultirdeki hacrelerin - kuru  adirhgr t zaman sonra, ba§_lahg|g hicre

yoguniuguna bagh olarak su sekilde ifade edilir:

X=X,2"=Xx,2" [2.2]
Esitligin logaritmasi alinarak, diuzenlenirse:

In(X/X,)=In2-1/t, [2.3]

InX-nX, In2 0,693
! td tzl

[2.4]

Zamana karsi In(X-Xo) grafigi, egimi 0,693/t olan duz bir dogru verir ki bu

dogrunun egimi spesifik biyume hizi, u olarak tanimlanir. Spesifik blyime
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hizi, u sadece eksponensiyel fazda biuyimeyi tanimlar ve bu faz boyunca

sabittir. Mikroorganizmalar igin genel kiitle denkligi su sekilde yazilabilir.

dx

& - X —aX [2.5]
dt

F
My

Bu esitlikte, F kdltirden ayrilan hicrelerin akig hizi, V kiltirin hacmi, o
spesifik 6lum hizidir. Kesikli bir sistemde oldugu gibi eder sistemden hicre

cikig! yoksa ve a<< p ise esitlik yeniden dizenlenerek su hale gelir:

1 dx
roar 2.6
<z [2.6]

spesifik bityime hizi, p (saat™) Esitlik 2.4.'deki tanimiyla aynidir.

Substratlar sadece karbon ve enerji gerekliligi ile hicre bluylimesi icin yapisal
bilesenleri saglamak icin degil fakat ayni zamanda hiicre canliigini korumak
icin ve Urin olusumu iginde harcanmaktadir. Substratin harcanma hizi

kisaca asagidaki esitlikle tanimlanabilir:

[subslrat:‘_|:substrat } ‘ibﬁyﬁmeicin } [ﬁrﬁnsenfe:iicin :l [bak:aklmgelilikleriicfn] [substrat}

birikimi beslemesi harcanansubstrat harcanansubstrat harcanansubstrat cuikis

S [2.7]

Bu esitlikte F ve F’' biyoreaktdre giren ve gikan ortamin akis hizi, V kltir
hacmi, S ve S’ kiltiire giren ve ¢ikan substrat konsantrasyonu, Yxss biyokiitle
verim katsayisi, Ypis Urtin verim katsayisi, u ve qp sirasiyla spesifik biyume
ve Urin olusum hizlari, m bakim katsayisini ifade etmektedir. Yazilan bu

esitlik reaktére taze substratin beslenmesi durumunda gegerlidir. Eger
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reaktdre taze substrat beslemesi yoksa ve reaktérden substrat cikisi yoksa
esitlik asagidaki yazilabilir:

as X
dt YX/S Yl’/.\'

Ozellikle aerobik kiiltirlerde bakim katsayisi, uX/ Yys terimine gére ¢ok
kugiktir ve eger urun olugsumuna katkisi yoksa esitik su sekilde

basitlestirilebilir:

s X
2 .9
dt Y,\’/S [2 ]
1 dS
i, 4 2.10
=g [2.10]
H g,
g, =——-—L—-m [2.11]
)/X/S Yv]’/S

Mikrobiyal hicrelerin buyimesi sirasinda Grin olugumu  varsa Qrin olugum

hizi su sekilde tanimlanir:

dP F
=q,- X——-P— 8P 2.12
” q, % [ |

Bu esitlikte P Uriin konsantrasyonu (g/l), B Grin bozunma hizidir. Uriin

bozunmasi yoksa ve reaktérden éiriin ¢ikist yoksa esitlik s6yledir:

dP
=g X 213
d q, [ ]

qp spesifik triin olusum hizi su sekildedir.
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C];,:""— [214]

buyume hizi, substrat harcanma hizi ve Urin olugum hizi volumetrik ve
spesifik hizlar cinsinden ifade edilebilir. Volumetrik hizlar (g/l.st)
mikroorganizma konsantrasyonuna baglidir, biyoreaktoriin birim hacmi
basina substrat harcanma hizi yada riin sentez hizi olarak tanimlanir. Bu
verimlilikler endustriyel boyutlu fermantasyon proseslerinin tasarimi ve
isletimesi icin son derece ©nemlidir. Spesifik hizlar (u, qp gs ; st)
mikroorganizma  konsantrasyonuna baglidir ve mikrobiyal hicre

metabolizmasinin etkiniigini ifade eder.

Biiyimeyle direk olarak iligkili olan triin olusum hizi ise su sekilde ifade edilir:

ar_ ux . [2.15]
a Y,y L

Burada Ypix Uriin verim katsayisidir. Biyokdtle ve {rin verimleri Yxs ve Yps

son derece 6nemli parametrelerdir. Substratin biyokutleye ve trtine dontsum

etkinligini gosterirler.

Yy =—< [2.16]

AL

Vg = [2.17]

AP
AS
Yxis , biyokitle verim katsayisi (gr olusan mikroorganizma kuru agirhgi/gr
harcanan toplam substrat), Yps, Urin verim katsayisi (gr olugsan drtn / gr

harcanan toplam substrat). Yxs ve Ypis yaukaridaki iki esitlikte tanimlandigi
gibi biyokitle, olusumu driin ve harcanan substratin toplam miktarinin
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bulunmasiyla belirlenebildigi gibi biyokitle ve triin olusum hizi yada substrat

harcanma hizlar yardimiyla da bulunabilirler (25) :

Vg = £ [2.18]
S
Vprs =32 [2.19]
qs
2.8 Ksiloz

Odun, saman ve aga¢ zamki gibi maddelerde bilesik halinde bulunan D-
Ksiloz, bu tir maddelerin hidrolizi ile elde edilir. Hayvanlarin iskembelerinde
bulunan bazi bakterilerce polisakkaritlerin hidrolizi sonunda da bir miktar

ksiloz olugsmaktadir (10). D-ksiloz sekerinin yapisi Sekil 2.6'daki gibidir.

Sekil 2.6 D-Ksiloz'un yapisi

2.9 Etil Alkol ve Ozellikleri

CH3CH,OH kimyasal formulu ile gosterilen etil alkol ya da kisaca etanol
yapisinda -OH hidroksil grubu igeren organik bir bilegiktir. Etil alkol renksiz,
berrak, ugucu, kolay tutusabilen, hos kokulu bir maddedir. Seyreltik sulu
¢Ozeltilerde hos bir tada sahiptir, fakat daha konsantre ¢ézeltilerde yakici bir
tadi vardir. Molekil agirhgi 46,07 g/mol olan etil alkol 78,32 °C'de
kaynamakta ve —114,1 °C’de erimektedir. Etil alkolin fiziksel ozellikleri

(Cizelge 2.5) de Ozetlenmektedir. Etil alkoliin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
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oncelikle hidroksil grubuna baghdir. Hidroksil grubu molekiile hem polarlik
verir ve hem de molekl i¢i hidrojen baglarinda artmaya neden olur.

Cizelge 2.5. Etil alkoliin fiziksel 6zellikleri (26)

Molekul Agirhgr ( g/mol) 46,07
Donma Noktasi (°C ) -114,1
Kaynama Noktasi ( °C ) 78,32
Kritik Sicaklik (°C) 243,1
Yogunluk ( g/ml) 20 °C'de 0,7983
Viskozitesi ( mPa.s) 20 °C'de 231
Kaynama Noktasinda Buharlagsma Isisi ( J/g) 839,31
25 °C’deki Yanma Isisi ( J/g ) 29676,69
Tutugsma Sicakligl (K ) 793
20 °C'deki Ozgl Isisi (J / g °C) 2,42
20 °C'deki Isil iletkenlik (W /m K) 0,170
Zehirliligi (mg / kg ) " 7060
Oktan Sayisi @ 106

1 (27)

?(28)

Etil alkol g¢ogunlukla dehidrasyon, dehidrojenasyon,

oksidasyon ve

esterifikasyon reaksiyonlarinda yer almaktadir. Hidroksil grubundaki hidrojen

atomu sodyum, potasyum, kalsiyum gibi aktif metallerle yer degistirerek

metal oksitleri olustururlar. Esterifikasyon reaksiyonlarinda etil alkol'{in,

organik ve inorganik asitler, asit anhidritter ve asit halidlerle reaksiyonu

sonucu esterler olusmaktadir.

Etil alkol dehidratasyon reaksiyonuyla etilen

ya da etil etere donusmektedir. Etil alkoliin asetaldehite dehidrojenasyonu

gesitli katalizorler varliginda buhar faz reaksiyonuyla gergeklesmektedir.

sodyum hipokloritle reaksiyonu sonucu kloroform olugmaktadir (26).

Etil alkol 5 grupta incelenir. Bunlar:

= Saf etil alkol: Seker ve nisasta iceren maddelerin alkol fermantasyonu

ve takiben distilasyon islemleri ile veya sentetik olarak uretilir.
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= Etil alkol : Seker ve nigasta igeren maddelerin alkol fermantasyonu ve
takiben distilasyon islemleri ile veya sentetik olarak Uretilen renksiz,
berrak, kendine has kokuda, kaynama noktasi 78.3 °C ve kimyasal
formiilih CoHsOH olan bir maddedir.

. Tarlméal kékenli saf etil alkol: Seker ve nigsasta ihtiva eden tarimsal
maddelerin (izim sirasi, melas, misir, incir, elma ve armut gibi) alkol
fermantasyonu ve bunu izleyen distilasyon iglemleri sonucu iretilen ve
uretildigi hammaddeden gelebileceklerin disinda koku tasimayan etil
alkoldar.

* Denature etil alkol : Etil alkolin igilmesini ve icki imalatinda
kullaniimasini énlemek amaciyla ve denetimi kolaylastirmak igin renk,
koku, tat ve kontroller sirasinda igine katilabilecek belli bir maddeyle
gozlenebilir ve reaksiyon veren maddelerden herhangi birinin veya
birkaginin katilmasi sonucu elde edilen alkoldir.

» Mutlak etil alkol : saf etil alkoliin uygun metotlarla suyunun alinmasi
suretiyle hazirlanan ve en az %99.0 (m/m) saflikta olan etil alkoldir
(29). :

Endustriyel etanol, endustriyel ve tiketici Grinlerinde yaygin olarak kullanilan
organik kimyasal maddelerden birisidir. Baslica kullanimi ¢ézicl olarak ve
bazi kimyasallarin Uretiminde ara hammadde olarak kuIIamImaSIdI}. Gozuci
olarak sudan sonra ikincidir ve bir ¢ok endistri alaninda kullaniimaktadir.
Etanol, ilag, plastik, vernik, cila, plastiklestirici, parfim ve kozmetiklerin
Uretiminde 6nemli bir hammaddedir. Ayrica tuvalet malzemelerinde, igkilerde,
motor yakitlanna %10-20 oraninda katilarak ve antifiriz  olarak

kullaniimaktadir.
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2.10 Etil Alkol Uretim Yéntemleri
2.10.1 Etilenin ve etil eterin hidrasyonu ile etil alkol iiretimi

Etil alkolin etilenden sentezi igin iki proses geligtiriimistir. ik gelistirilen
proseslerden birisi olan indirekt-hidrasyon prosesi, kuvvetli silftrik asit-etilen
prosesi, etil sllfat prosesi, esterifikasyon-hidroliz prosesi ya da stilfasyon
hidroliz prosesi gibi degisik adlarla aniimaktadir. Bu prosesle etil alkol Gretimi
(¢ basamakta gerceklestirimektedir. Birinci basamakta mono ve di etil
sulfatlar olusturmak igin etilenin konsantre silfurrik asitte absorpsiyonu, ikinci
basamakta etil sulfatiarin etanole hidrolizi, ve i¢lincii basamakta ise seyreltik
silfurik asitin tekrar konsantre hale getirilmesi yapiimaktadir. Absorpsiyon
80 °C ve 1,3-1,5 MPa (180-200psia) basincta % 95-98 silfiirik asit iceren
kolon reaktérden etilenin ¢gapraz akimla gegirilmesiyle yapilir. Absorpsiyon
ekzotermiktir ve korozyon problemleri nedeniyle sicakhidl diisiirmek amaciyla

t

sogutma yapilmasi gerekmektedir.

Etil alkolin etilenden sentezi igin gelistirilmis olan diger proses seyreltik
sulfurik asitle direk hidrasyon prosesidir. Bu proses icin iki metot
gelitirimigtir. Bunlardan birisi gaz fazindaki reaktantlarla kati yada sivi
katalizérlerin temasta oldugu buhar-faz prosesleri, dideri ise sivi ve gaz
fazindaki reaktantlarla kati ya da sivi katalizérlerin temasta oldugu karisik faz
proseslerdir. Etanol genellikle buhar-faz prosesiyle Uretiimektedir. Seyreltik
asit kullanilarak etilenin etanole hidrasyonu disik sicakiikta ve ylksek

basingta gergeklestirimektedir.

Etil eterde, etilenin etanole hidrasyonunda kullanilan ayni tip asit katalizérleri
kullanilarak alkole hidratlanmaktadir. Eterin hidrasyonunda kullanilan
katalizorler, hidroklorik asit, fosforik asit, sulfiirik asit, metalik oksitleri ve
silikatlardir. 320 °C ve 1,01-1,42 MPa kosullarinda eterin %50-66 oraninda

alkole doniisimu elde edilmistir.
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2.10.2 Etil esterlerin hidrolizi ile etil alkol tiretimi

Etil esterden alkol Gretimi icin asetik asit, klorosilfonik asit kullaniimaktadir,

fakat bu proses ¢ok az ticari 6neme sahiptir.

2.10.3 Asetaldehitin hidrojenasyonu ile etil alkol liretimi

Asetaldehitin etanole hidrojenasyonu 150 °C’de nikel katalizérii kullanilarak
yapiimaktadir. Etil eter olusumunu dusirmek i¢in %0,3 oksijen iceren asirn

hidrojen kullaniimasi énerilmektedir.

2.10.4 Hidrokarbonlarin oksidasyonu ile etil alkol liretimi

Etanol, etan, propan ve bitan gibi hidrokarbonlarin uygun sicaklik ve basing

altinda oksidasyonuyla iretilmektedir.
2.10.5 Sentez gazlarindan etil alkol liretimi

Karbon monoksit ve hidrojen karisimi  sentez gazlarindan etanol Uretimi

asagidaki reaksiyon mekanizmasi ile gésterilmektedir.
2CO +4 H; —» CH3;CH,OH + H0 [2.20]

Sentez gazlan ¢oplerden, kentsel pis su, talag, saman ve diger atiklardan
elde edilmektedir. Toz demir gibi bir katalizér varliginda etanol olusumunu
arttiran ortam kosullari 125-175 °C ve 1,42 MPa (14 atm) basinctir.

2.10.6 Fermantasyon ile etil alkol iiretimi
Fermantasyon, yiyecekler, icecekler, tatlandiricilar, eczacilik ve kimyasallar

gibi bir ¢ok triinin elde edilmesinde kullanilan insanoglunun bildigi en eski

kimyasal metotlardan birisidir. Fermantasyonla etil alkol Gretimi igin kullanilan
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cok cesitli tanmsal hammaddeler bulunmaktadir. Bunlar G¢ sinifta

toplanabilirler.

Fermantasyonla etil alkol Gretimi i¢in kullanilan hammaddeler:
= Sekerler : Seker kamist, seker pancari, melas, meyveler.
* Nisastali hammaddeler : hububatlar, patates ve kék triinleri.
= Selilozlu maddeler : odun, tarimsal artiklar ve kagit fabrikalarinin atik

sulfit gozeltileri.
2.10.6.1 Sekerlerden fermantasyonla etil alkol iiretimi

Etanol fermantasyonu i¢in yaygin olarak kullanilan seker melastir, pancar
sekeri Uretimi esnasinda olusan bir yan Uriindur. Melas, hayvan besi katki
maddesi ve fermantasyon i¢in bir seker kaynagi olarak, uluslararasi élgiide
ticareti yapilan bir Griindiir, % 35-40 oraninda sakkaroz, % 15-20 oraninda
glikoz ve fruktoz gibi invert seker ve % 28-35 oraninda seker olmayan katilar

icermektedir.

Etanol fermantasyonu igin incelenen diger hammaddeler, seker pancari,
seker kamigi, pancar melasi, peynir alti suyu (kesilmis sit suyu), taze ve

kurutulmus meyvelerdir (26).

Endustride sekerli maddelerden alko! Gretiminde ©nce bir disakkarit olan
sakkaroz invertaz enziminin veya bagka bir organik katalizor ile katalizlenen
inversiyon tepkimesi ile monosakkaritlere doénusturulir. Bu sekilde elde
edilen d-glikoz ve d-fruktoz halindeki bu monosakkaritler kullanilan mayalarin
salgiladigr zimaz enziminin katalizledigi fermantasyon tepkimesi ile alkol

uretilir. Alkol fermantasyonunda yer alan bu reaksiyonlar su sekildedir (20).

Inversiyon tepkimesi:
C1oHz011 + H,OAMe1% CoH,,0q + CgHiz0g [2.21]
Sakkaroz d-glikoz d-fruktoz
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Fermantasyon tepkimesi:

CeH120s 2™y 2 C,HsOH + 2 CO, AH =-130.5 K; [2.22]
Monosakkarit Alkol

2.10.6.2 Nigastali hammaddelerden fermantasyonla etil alkol liretimi

Nisasta iceren atiklar zirai, sinai ve evsel atiklarin 6nemli bir kismini tegkil
ederler. Zirai atiklar arasinda misir, patates, piring, bugday, yulaf, arpa, seker
pancart ve kamigi, tath sorgum atiklari en belli bash olanlaridir. Nisastal
hububat igleyen igletmelerin (un, nisasta, makarna, bira, seker) kati atiklar
yuksek oranda nisasta icerdikleri gibi, meyve, sebze ve yemek atiklarini

iceren evsel atiklar da 6nemli miktarda nisasta igerirler.

Nisastali maddelerin etil alkole fermantasyonu seker fermantasyonuna gére
daha komplekstir. Clnku nigasta éncelikle asit ya da enzimatik hidroliz ile
glikoz molekullerine doénusturalar. Daha sonra glikoz . molekilleri
fermantasyonla alkole dénusturilerek elde edilen etanol-su karisimindan
distilasyon yolu ile saf etanol elde edilir (30). Nisastali maddelerin etil alkole

dénusiimi su basitlestirilmis esitlikle gosterilebilmektedir:
CoH1005 + H0 2 CeH1206 -3 2 C,HsOH +2 CO, [2.23]

Nigastanin hidrolizinden elde edilen glikoz surubu Saccharomycess
cerevisiae ve Zymomonas mobilis mayalan kullanilarak oksijensiz

(anaerobik) sartlarda fermantasyonla etil alkole dénastaralir.

Nisastal atiklardan elde edilen etil alkolin maliyeti benzin fiyatlarina olduk¢a
yakin oldugundan bu yéntemle etil alkol eldesi ekonomik olarak mimkin

gérinmektedir ( 17).
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2.10.6.3 Seliilozlu Maddelerden Fermantasyonla Etil Alkol Uretimi

Seliloz en fazla yenilenen karbon kaynagidir. Fermantasyonla etil alkol
dretimi igin incelenen lignoselilozik kaynaklar, her turli odun artiklarn,
tanimsal atiklar (piring ve bugday gibi tahillarin saplari, misir koganlari v.b.)

ve gazete kagitlart gibi artik kagitlardir (9).

Selulozik maddelerden etanol uretimi birkag asamada gerceklesmektedir.
Birinci basamakta, seliiloz fermente edilebilir sekerlere dénustirilir. ikinci
basamak, fermente edilebilir sekerlerin etil alkole fermantasyonunu ve etil
alkolu saf olarak elde etmek igin distilasyon iglemini kapsar (1). Seliloziu
maddeleri basit sekerlere hidroliz etmede en ¢ok tercih edilen metotlar asit ve
enzime dayal sakkarifikasyondur. Her bir metodun digerine gére avantaj ve
dezavantajlan vardir. Kuvvetli asitler techizatin paslanmasina yol agmakta,
sulu asit yontemleri ise yiuksek sicaklik nedeniyle sekerin parcalanmasina
ve yine techizatin asinmasina yol agmaktadir (9). Asit hidrolizine bir alternatif

enzimlerin kullaniimasidir.

Fermantasyon sonucunda olugan etil alkol-su karigimindan etanol distilasyon
ile aynlir. Ancak, % 95 etanol igeren etanol-su karigimi azeotrop teskil
ettiginden % 99 ve daha saf etanol elde edebilmek igin azeotropik karisima
benzen, hekzan gibi Gglincl bir bilegsen ilave edilmesi gerekir. Distilasyon
etanol uretiminde en pahali basamaktir ve yerine daha ucuz y&ntemler

(adsorpsiyon ve ekstraksiyon gibi) gelistirimeye calisiimaktadir (30).



35

3. LITERATUR ARASTIRMASI
3.1 Zehir Giderme Yéntemleri ve Fermantasyon

Tarimsal atiklardaki lignoselulozik kuru agirhgin yaklasik %25’ini olusturan
hemiselllozun hidrolizi ile elde edilen hidrolizatin bir hammadde olarak alkol
dretiminde kullaniimasi tanmsal atiklarin degerlendiriimesi agisindan buytk
6nem tagimaktadirlar. Aygicegi bitkisi her yil yenilenen bir yag bitkisi olup,
ulkemizde yillik Uretimi Enerji ve Dogal Kaynaklar Bakanliginin verilerine
goére 950 000 ton olup bunun 550 000 tonu kiispe olarak elde edilmektedir
(6). Aygicegi kabuklarinin degerlendirilmesi igin bir gok alternatif kullanim
alani bulunmasina ragmen, kabuklarin alkol tretimi icin degerlendiriimesi ¢ok
yeni bir konudur. Yapilan ¢alismalarda ¢esitli lignoseliilozik kaynaklarin asidik
ya da enzimatik hidrolizatlarindan etil alkol Uretimi icin en uygun kosullar
arastiriimaktadir.

Hahn-Hagerdal ve arkadaslari (31) yaptiklan ¢alismada, seyrelt‘ik asit ile 6n
islem goérmis misir kogani hidrolizatinin Escherichia coli ATCC 11303,
rekombinant E.coli (pLO! ve KO11), Pichia stipitis (CBS 5773, 6054 ve R),
Saccharomyces cerevisiae, rekombinant S.cerevisiae (TJ1, H550 ve H477),
Fusarium oxysporum VTT-D-80134 mayalariyla fermantasyonu laboratuvar
deneyleriyle karsilastirlmistir. Yapilan fermantasyon deneyleri i¢ asamada
gerceklestiriimistir. ik olarak pH ve sicakhk degistirilerek mikroorganizmalarin
fermantasyon performansi karsilastiriimistir. Burada elde edilen en yuksek
etanol verimi pH=7 ve 30°C sicaklik kosullarinda 0,24g/g olarak rekombinant
E.coli ile elde edilmistir. lkinci olarak, secilen optimum kosullarda (pH=7,
T=30°C) ortamin besin bilesimi ve oksijen miktari degistirilerek
mikroorganizmalarin gelisimleri incelenmis ve rec. E.coli ile 0,36g/g etanol
verimi elde edilmistir. Son olarak, mikroorganizmalarin hidrolizata adapte

edilmesiyle 0,54 g/g etanol verimine ulasilimistir.
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Larsson ve arkadaslan (19) yaptiklan g¢alismada, hicre blylimesini ve
Saccharomyces cerevisiae ile etanol Oretimini gelistirmek amaciyla farkh
zehir giderme ydntemleri tanimlamiglar ve butin zehir giderme metotlar i¢in
ladin seyreltik asit hidrolizatini kullanmisgiardir. Fermente edilebilir sekerler ve
zehirli  bilesiklerin  (alifatik asitler, furanlar ve fenolik bilesikler)
konsantrasyonlarindaki  degismeler  belirlenmis  ve lignoseldlozik
hidrolizatlarin fermente edilebilirligini beliiemeye yonelik fermantasyon
deneyleri yapiimistir. Alkali ile muamele, silfitle islem, buharlastirma, anyon
degistiriciler, enzimatik  detoksifikasyon,  Trichoderma reesei ile
detoksifikasyon caligilan farkh zehir giderme ydntemleridir. Yapilan deneyler
sonucunda pH=5,5 yada 10’da anyon degisticilerle islem, lakkazla islem,
Ca(OH); ile islem ve T. reesei ile islem en etkin zehir giderme ydntemleri
olarak gorulmustir. Ozellikle anyon degistiricilerle islem gérmus hidrolizatta
zehirli bilegiklerin 6nemli derece azaldidi ve Uretilen etanol miktarinin yiuksek
oldugu goériimektedir.

Hahn-Hagerdal ve Palmqvistin (4) vyaptiklan c¢alismada, I‘i‘gnoselulozik
hidrolizatlarin fermantasyonuna, inhibitérlerin ve zehir giderme islemlerinin
etkisi arastinimistir. Lignoselilozik maddeler c¢esitli yéntemlerle hidroliz
edildikten sonra elde edilen hidrolizat fermente edilebilir sekerler yaninda
Uretim hizini ve etanol verimini dusiren mikroorganizma igin zehﬁir etkisine
sahip zayif asitler, furanlar ve fenolik bilesikleri icermektedir. Yapilan bu
calismada bu bilesiklere uygulanan alkali yada siilfitlerle islem, eter yada etil
asetatla ekstraksiyon gibi ¢esitli zehir giderme islemleri fiziksel, kimyasal ve
biyolojiksel metotlar olarak gruplara ayrilmis ve her bir zehir giderme
isleminin  zehirli bilesikler Uzerindeki etkisi incenmigtir. Fermantasyon
kosullart degistirilerek lignoselilozik hidrolizatlarin verim ve Gretim hizlan
yikseltiimeye calistimistir. Ayrica kesikli, yar kesikli ve slirekli sistemlerde
lignoseltlozik hidrolizatlar kullanilarak fermantasyon deneyleri yaptimig ve bu
deneylerde fermantasyon inhibisyonu ve fermantasyona etkisi her ¢

sistemde karsilastinimigtir.
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Hahn-Hagerdal ve Palmqvistin (8) yaptiklan ¢alismanin (4) devami
niteliginde olan bu derlemede, lignoseltulozik maddelerin pargalanmasi
sirasinda olusan ve fermantasyon mikroorganizmalarini zehirleyici 6zelligi
olan inhibitérlere ydneliktir. Bilindidi gibi lignoseliilozik maddelerin hidrolizi
sirasinda fermente edilebilir sekerler yaninda fermantasyon
mikroorganizmasini inhibe edici birgok bilesik olusmaktadir. Bu bilesikler
hidrolizatlarin fermantasyonla etanol tretimi igin limit etkisine sahiptirler. Eger
inhibitorlerin tipi ve zehirleyici etkisi bilinirse, bunlar ortamdan uzaklastiran
zehir giderme metotlari geligtirilir ve daha verimli bir fermantasyon
gerceklestirilir. Dolayistyla bu ¢alismada lignoselillozik maddelerin hidrolizi
esnasinda olusan inhibitérler ve bunlarin fermantasyon verimine ve uretim
hizina etkileri arastinimigtir. Aynca hidrolizatta bulunan herbir bilesigin
inhibisyon mekanizmasi ve birbirlerine olan etkileri bu calismanin temelini

olusturmaktadir.

Eken-Saragoglu ve Aslan (32) yaptiklan ¢alismada, misir 'kogani
hemiselillozik hidrolizatinin Pichia stipitis ve Candida shehatae mayalar ile
fermantasyonu Uzerine farkli zehir giderme iglemierinin  etkisini
aragtirmiglardir. Bu g¢alismada kullanilan hidrolizat 0,3 M H,SO, ile 98°C
sicaklikta 1 saat sturede hazirlanmig olup hidrolizata uygulanan 6n iglemler
nétralizasyon, nétralizasyon + NaX, nétralizasyon + klinoptilolit,. 6verliming
(Ca0 ile agin muamele), overliming + NaX, overliming + ZSM-39, overliming
+ klinoptilolit'dir. Deneyler 150 mL ¢alisma hacmindeki ¢alkalamali kaplarda,
80 rpm hizinda, pH=6 iken ve 30 °C sicaklikta gergeklestirimis olup
deneylerde kullanilan indirgen seker konsantrasyonu 45 g/L'dir.
Fermantasyon deneyleri sonucu, en yiksek etanol konsantrasyonu, CaO ile
asin islem gormis hidrolizatin Pichia stipitis mayasi ile fermantasyonu
sonucu 10,4 g/L olarak elde edilmistir. Bu kosullarda etanol verimi Yp;s = 0,34

g/g ve biyokttle verimi Yy;s = 0,23 g/g olarak elde edilmistir.

Ranatunga ve arkadaslari (3) yaptiklan ¢alismada, san kavak hemiseliiloz

hidrolizatina farkli zehir giderme iglemlierinin etkisi arastinlmistir. Oncelikle
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hidrolizata U¢ farkh on islem uygulanmistir. Bunlar 1sil islem gormus
hidrolizat, isil islem + anyon degistiriciyle islem, 1sil islem+ katyon degistirici +
anyon degistiriciyle iglemdir. On iglem goérmis hidrolizat CaO ile asin
muamele ve direk nétralizasyon iglemlerine tabi tutulmustur. Daha etkin bir
fermantasyon elde edebilmek igin hidrolizat ve sentetik ortam, %30,
%60,%80 oraninda hidrolizat icerecek sekilde karistinimistir. Yapilan
fermantasyon deneyleri sonucunda en iyi sonug sadece glikoz, ksiloz, asetik
asit ve sulfurik asit iceren sentetik hidrolizatlardan elde edilmistir. CaO ile
asgin muamelenin fermantasyon verimi lizerinde pozitif bir etki yaratmadigs
ancak notralizasyonun daha yilksek bir etanol verimine sahip oldugu
sonucuna variimisgtir. Yapilan ¢alismada CaO ile asiri muamelenin asetik asit
Uzerinde fazla bir etkiye sahip olmadigi, ancak fenolikleri biraz diistirdugi ve

furanlari 6nemli él¢lide azalttigi gérilmastir.

Martinez ve arkadaslan (18) Ca(OH), ile asin islemin lignoseliilozik
hidrolizatlar Gzerine etkisini inceleyen bir galisma yapmislardir. Bu ¢alismada
25 ve 60 °C’deki overliming isleminin lignoseltloz hidrolizatinda meydana
getirdigi degisiklikler ve fermantasyon performansi incelenmistir. Yapilan
deneyler sonucunda, 60°C’de islem yapilmasi durumunda daha az Ca(OH),
gerektidi ve bu sicaklktaki iglemin, zehirliligi ve furan derigimini azaltmada

25°C'deki isleme goére daha etkili oldugu sonucuna varilmistir.

Martinez ve arkadaslar (33) yaptiklar ¢alismada hemiseliloz hidrolizatindaki
toplam furanlari hesaplamak igin UV spektrumlarini temel alan basit bir metot
gelistirmislerdir. Buna gére 320 ile 284 nm dalga boylarindaki absorbanslar
arasindaki fark toplam furanlarn (furfural, hidroksimetilfurfural) belirlemede
oldukga basit bir metottur. Buna gore toplam furanlar hesaplamak igin Azgs —
Az = 0.127* toplam furan (mg/l) + 0.056 formuiu kullaniimaktadir.

Nigam'in (34) yaptigi ¢alismada Pichia stipitis mayasinin kirmizi mese agaci
hemiselillozik hidrolizatina adaptasyonu incelenmistir. ilk énce asetik asit

iceren ve igcermeyen iki sentetik ortam karsilastinimig, asetik asit iceren



39

ortamda elde edilen etanol derigimi 0,8 g/L (0,02 g etanol / g substrat) iken
asetik asit icermeyen ortamda 16,3 g/L (0,44 g etanol / g substrat) olarak
bulunmustur. P. stipitis hidrolizata énce egik agar ortaminda daha sonra sivi
hidrolizat ortaminda kademeli olarak adapte edilimigtir. % 30 hidrolizat iceren
ortama P. Stipitisin adapte edildidi kultirle (pH=4-6), adapte edilmedigi
ortamin (pH=5-6) fermantasyon performansi karsilastirilmistir. Adaptasyon
yapilmamis ortamda (pH=6) 9,8 g/L etanol elde edilirken adaptasyon
yapilmis ortamda (pH=6) 14,5 g/L etanol elde edilmistir.

Martinez ve arkadasglan (35) vyaptiklan calismada, lignoselilozik
hidrolizatlardaki inhibitérlerin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in uygulanan farkli
zehir giderme iglemlerinden CaO ile asin islem yéntemi gelistiriimeye
calisilmistir. Buna gore énce optimum Ca(OH), miktarini belirleyebilmek igin
2 N NaOH ile pH 7 veya 11’e titrasyon yapilmistir. Yapilan deneylerde 15
farkli hidrolizat kullaniimistir, herbirinin ortalama bilesimi (litrede); 95,24+7,29
g seker, 5,3 +2,99 g asetik asit, 1,305+0,288 g toplam furan'lar, 2,86+0,34 g
fenolik bilesikler olarak élgtlmustir. Overliming olarak bilinen CaO ile asiri
muamele islemi sonucunda toplam furanlarin % 51+9, fenolik bilesiklerin %
4116 ve sekerin ise %8,7+4,5 oraninda azaldid! yapilan élgiimler sonucunda
goralmastur. Ayrica dokuzun Gzerindeki pH'larda sekerin énemli 6lgiide

dustiigu yapilan galismada gériimektedir.

Sene ve arkadaslan (36) yaptiklar ¢alismada, seker kamisi hidrolizatindan
ksilitol Uretimi i¢in Candida guilliermondii agsama asama hidrolizat ortamina
adapte edilmistir. Adaptasyon iglemi dort farkli asamada gergeklestiriimistir.
Yapilan deneyler sonucunda, adaptasyon sayisi arttikga ksilitol veriminin ve
hacimsel {iretim hizinin arttigr géralmustir. Elde edilen ksilitol verimi 0,59 g/g
olarak bulunmustur. Hidrolizata daha fazla adapte olan mikroorganizmalarin
ksilozu ksilitole c¢evirme vyetenedinin daha iyi oldugu gérilmistir.

Hidrolizattaki glikozun etanole fermantasyonunun yine adaptasyon sayisinin
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(1 kere ve 4 kere yapilan adaptasyon arasindaki fark ) artmasiyla %40

oraninda arttigi gérdimustir.

Lignoselllozik maddelerin hidrolizini inceleyen diger bir derleme ise Perez ve
arkadaslar (12) tarafindan yapiimistir. Bu ¢alismada sellloz, hemiselliloz ve
ligninin bilesenlerine pargalanmasi ayrintih  bir sekilde arastirnimis ve
enzimatik hidroliz  incelenmistir. Enzimoloji ve pargalanmanin daha iyi
anlasilabilmesi icin ilk 6nce hiucre duvarinin yapisi ve bilesenleri
tanimlanmigtir. Agag, tarimsal ve ormanciik artiklan, evsel kati atiklar gibi
dogal lignoselulozik kaynaklarin pargalanarak yapisindaki seluloz,
hemisellloz ve lignin drtnlerini elde etmek igin gelistiriimis biyolojiksel
metotlar arastirnimistir. Bundan baska kagit hamuru ve kagit tretimi sirasinda
kullanilan enzimler, kagit hamurunun agartiimasi, kagit fabrikasi atik

sularinin arttiimasi bu galismada yer alan konular arasindadir.

Niklasson ve arkadaslan (37) vyaptiklan c¢alismada, seyreltik asit
hidrolizatindaki inhibitérlerin overlimingle (CaO ile asiri islem) zehir giderme
metoduna farkl igslem kosullarinin etkisi incelenmistir. Overliming islemi, 10,
11, 12 gibi Gg fakh pH’ta, 25 ve 60 °C olmak tizere iki farkli sicaklikta ve 0,1,
20, 170 saatlik dort farkll islem siresinde gerceklestiriimistir. Elde edilen
hidrolizatlarin fermentasyon etkinligini belirlemek icin galkalamal[ kaplarda
Saccharomyces cerevisiae ile deneyler yapimistir. pH=12'de, 20 saatten
daha uzun siren iglem kosullarinda ve her iki sicakliktada toplam furanlarin
sifira yaklasti§i gorulmustir. Ancak asetik asit hicbir degisiklikten
etkilenmemistir. Bunun yaninda pH ve islem siresi arttikga ortamdaki sekerin
disme egilimi gosterdidi ancak fermantasyon etkinliginin yikseldigi

gorulmustar.

Badal (23) tarafindan yapilan ¢aligmada, lignoselilozik biyokatlenin fermente
edilebilir sekerlere dénusmesi i¢in uygulanan enzimatik sakkarifikasyon
islemi icin degisik 6n islemler arastinimigtir. Tahil liflerinin enzimatik

sakkarifikasyonu ve ©6n iglemleri arastinlmis ve hemiselllozlarin
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biyodénisimi igin, endo-ksilanaz, B-ksilozidaz ve o-L-arabinofuranosidaz
gibi yeni enzimlerin gelistiriimesine caligimistir. Ayrica yapilan bu derleme
¢aligmada, hemiselllozlann biyodénisim{ sonucu, yakit etanol, ksilitol, 2,3-
butandiol ve diger bazi 6nemli fermantasyon urunlerinin elde edilmeleri icin

gerekli ortam kosullari arastinimistir.
3.2 Lignoseliilozik Hidrolizatlarin Fermantasyonu

Van Zyi ve arkadasiarn (38) yaptiklar ¢alismada, seker kamigt hemiseliilozik
hidrolizatinin farkh alkali ¢ozeltilerle pH=6,5'e nétriestirme islemi gérdukten
sonra Pichia stipitis mayasi ile fermantasyonu incelenmistir. Deneyler 130
rpm karnistirma hizinda, 30 °C sicaklik ve 150 ml ortam hacminde calkalamal
kaplarda yapilmigtir. Hidrolizat NH,OH ve NaOH ile nétrlestirildiginde
fermantasyon hi¢ gergeklesmemistir. CaO, CaCOj; MgCO;, Ca(OH); ile
notrlestirildiginde yapilan fermantasyonlar karsilastirildiginda, elde edilen en
iyi sonug Ca(OH).ile 11.1 g/l etanol (0.27g/g) Uretimiyle sonu¢lanmlst'|r. Ayni
deney Ca(OH), ile 300 rpm kanistirma hizi, 30 °C sicaklik, 1,5\0 litre ortam
hacminde ve pH=6,5 kosullarinda gergeklestirildiginde 15 g/l etanol (0.38g/g)
uretimiyle sonuglandigi ve fermantasyon siresinin daha kisa oldugu

gériimustar.

Olsson ve Hahn-Hagerdalin (1) yaptiklari bu ¢alismada, gesitli fermantasyon
organizmalarn (bakteri, maya ve mantarlar) ve bunlann lignoselilozik
hidrolizatlardaki performansi incelenmistir. Lignoselulozik maddelerin hidrolizi
ve hidroliz sirasinda yan Grun olarak olusan inhibitérler, nasil olustuklari,
onlarin  fermantasyon  mikroorganizmalari  Gzerindeki  etkileri ve
fermantasyona etkileri, daha etkili bir fermantasyon gergeklestirebilmek igin
bu inhibitérleri hidrolizat ortamindan uzaklastirma metotlan bu derlemenin
énemli bir kismini olusturmaktadir. Ayrica fermantasyon ortaminin pH,
sicaklik ve besin igerigi yaninda bu parametrelerin proses ekonomisi

tzerindeki etkileri de incelenmistir.
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Sreenath ve Jeffries (39) yaptiklan ¢calismada, sert aga¢ ve yumusak ada¢
karisimi olan sekiz farkll aga¢ hidrolizatindaki glikoz ve ksiloz karisiminin
Pichia stipitis ve Candida shehatae ile fermantasyonunu incelemislerdir.
Fermantasyonlar sonucu Candida shehatae ile elde edilen etanol retim hizi
ve verimlerinin (34 g/l etanol) Pichia stipitis ile elde edilen sonuglara oranla
daha yuksek oldugu gérulmuastir. Asit hidrolizatina 10 mg/l ¢inko eklemenin
etanol Uretimini etkilemedigi fakat seker harcanma ve etanol tretim hizini
arttirdig1 gérulmastir. Yapilan fermantasyon deneylerinde, optimum etanol
tretim mzinin pH=5,5-6,0 araliginda elde edildigi ve verimin 0,41-0,46g/g

araliginda oldugu géralmastar.

Nigam (40) mikroorganizmalari hidrolizata adapte etmeye yoénelik diger bir
calismasinda, Pichia stipitis mayasini bugday samani hemisellloz
hidrolizatina adapte ederek etanole fermantasyonunu incelemistir. pH=6 ‘ya
nétriestiriimis hidrolizat ile CaO ile asin titrasyon islemi gérmus hidrolizatin
fermantasyonu karsilastinimis ve etanol uretim verimleri sirasiyla 0,15 ve
0,36 g etanol/g substrat olarak bulunmustur. Bu verimler hidrolizata adapte
edilmis mikroorganizmanin fermantasyonu ile karsilastinimistir. Yapilan
deneyler sonucunda, CaO ile asin titrasyon iglemi gérmus hidrolizata adapte
edilmis mikroorganizma fermantasyonunun 0,41 g etanol / ¢) substrat

(19,10g/L etanol) ile en iyi sonucu verdidi gérilmustar.

Sharma ve arkadaslan (41) yaptiklan ¢alismada, aycicedi saplarinin etanol
tretiminde kullanilabilirligini arastirmiglardir. Aygicedi saplari Trichoderma
reesei Rut-C 30 selllazi ile hidroliz edilerek 40 g/L konsantrasyonunda
indirgen seker elde edilmistir. Elde edilen enzim hidrolizati, ¢alkalamali
kaplarda, pH=5 ve T=30 °C  kosullarinda fermente edilerek 0,444 g / g
etanol verimi elde edilmigtir. Ayrica etanol Uretimi i¢in 1 ve 15 litre ortam
hacminde, T=30°C, pH=5, 150 rpm karistirma hizi, 1L/dak hava akis hizi ve
%30 ¢bziinmis oksijen kosullarinda fermantasyon yapiimis ve sirasiyla
0,439 ve 0,437 g/g etanol verimi elde edilmistir.
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Galbe ve Zacchi ‘nin (16) yaptiklar ¢aligma, bir énceki ¢alismaya goére biraz
daha spesifik olup kozalakh (yumusak) adaglarin hemiselllozik
hidrolizatindan fermantasyonla etil alkol Uretimini inceleyen derleme bir
calismadir. Bu ¢aligmada kozalakh agaclarin asidik ve enzimatik hidroliz
prensipleri incelenmis ve kozalakli adacglardan etil alkol Uretimine kadar
gecen surecin akis semas! olusturularak, karsilasilacak ana problemler
tartisilmigtir.  Ayrica kozalaklh agaglardan etil alkol Uretim prosesinin
ekonomik olup olmadigi bu ¢alismada incelenen diger konular arasindadir.

Nigam'in (24) yaptigi calismada, su siimbuilii hemiseliiloz hidrolizatini Pichia
stipitis mayasi ile fermente ederek etanol Uretimi icin incelemistir. Kullanilan
su simbdilt hidrolizatina overliming+sodyum siilfitle zehir giderme islemi
uygulanarak islem gdérmemis hidrolizatla fermantasyon performanslari
karsilagtinlmisgtir. Fermantasyon, pH=6, 250rpm kanstirma kosullarinda
gerceklestiriimistir. Yapilan deneylerde, islem gérmemis hidrolizatla 0,19 g/g
(2,52 g/l etanol) etanol verimi elde edilirken, islem gérmus hidrolizat ile 0,35
g/g (18 g/l etanol) etanol verimi elde edilmigtir. Ayrica fermantasyon
sistemine hava akis hizinin etkisi incelenmis ve 0,02 vvm hava hizinin sistem

icin optimum hiz oldugu belirlenmistir.
3.3 Fermantasyon Kinetigi

Ollson ve Hahn-Hagerdal (42) yaptiklan ¢alismada, Escherichia coli KO11
‘in hem sentetik ortamda (saf olarak elde ediimis substrat) hem de buhar 6n
islemli s6gut hidrolizati ortamindaki etanol Gretim kinetigini arastirmisiardir.
Etanol'iin fermantasyon kinetigine substratin etkisini incelemek maksadiyla
ksiloz ve glikoz hem birlikte hem de ayn ayn olarak fermente etmislerdir.
Deneylerde kullanilan ségut, farkh zehir giderici 6n islemlerden gegirilerek
zehir giderme ydntemlerinin fermantasyona etkileri incelenmistir ve yapilan
deneyler sonucu en uygun zehir giderme yénteminin CaO ile asin islem +
sodyum stilfitle islem oldugu gérulimustir. Deneyler 1 L hacmindeki cam bir

reaktérde 0,6 L calisma hacminde gergeklestiriimis olup, pH 6’da kontrol
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edilmis ve deneyler anaerobik ortamda gerceklestiriimistir. Deneysel ¢aligma
sonucu elde edilen veriler kullanilarak bir model gelistirilmistir. Gelistirilen
model substrat ve Ur(n inhibisyonunu igceren Monod kinetigini temel

almaktadir.

Krzystek ve arkadaslan (43) yaptiklar ¢alismada, Saccharomyces cerevisiae
mayas! ile etanol fermantasyonunun kinetigi deneysel ve teorik olarak
arastinimistir. Kesikli sistemde yapilan deneyler anaerobik ortamda, 130-210
g/L araliindaki sakkaroz konsantrasyonunda ve pH’in kontrol edildigi ve
edilmedigi durumlarda gergeklestiriimistir. Fermantasyon kinetigini daha iyi
inceleyebilmek icin dedisik modellerin gelistirildigi bu ¢alismada, sabit pH'da
deneysel calismalarla en iyi uyum gdsteren modelin Herbert'in hiicre igi
solunumu metabolizmasini ifade eden terimi ve etanol inhibisyonunun
bliyume hizina olan etkilerini gésteren eksponansiyel terimi iceren model
oldugu gorulmastir. pH kontrolii yapiimadigi durumlarda pH’in biyokiitle
blyime hizi lizerine etkisini belirleyebilmek amaci ile modele bir dliizeltme
faktéri eklenmistir ki buna gére hidrojen iyonunun harcanma hizi ile biyime

hizi arasinda lineer bir baginti oldugu varsayiimistir.

Silva ve arkadaslarn (44) yaptiklarn ¢alismada, ksilozun dogal bir tatlandirici
olan ksilitole Candida guilliermondi FT1 20037 ile déndsumiine ‘kan§t|rma
hizinin etkisini incelemisglerdir. Fermantasyonlar 1 litrelik kanstirmali tank
reaktérde gerceklestiriimis olup fermentdr sisteminde pH, sicaklik ve hava
akis hizi deney siresince kontrol edilmistir. Hava akis hizi 0,46 vwvm(hava
hacmi/(ortam hacmi)(fermantasyon siiresi)) iken karigtirma hizi 200, 300, 400
rpm (devir/dakika) olarak degistiriimis ve bu degisimin bayime hizi ve K.a
tizerindeki etkisi incelenmistir. Buna gére maksimum ksilitol tretimi 30 °C’de,
karistirma hizi1 300 rpm iken 22,2 g/L olarak elde edilmistir. Ayrica yapilan bu
calismaya goére glikoz ve ksiloz igceren ortamlarda substratin ksilitole
donusum ylzdesinin %45 oldugu, ancak substrat olarak sadece ksilozun

bulundugu ortamliarda bu oranin %66’a ¢iktig: gézlemlenmigtir.
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Sanchez ve arkadaslar (45) yaptiklari ¢alismada, kesikli reaktérde, Candida
shehatae ile ksilozdan etanol Gretimi izerine pH ve hava akig hizinin etkisini
incelemislerdir. ilk olarak sistemin baslangic pH't sisteme hi¢ hava akisi
olmadigi durumda 2,5 - 3,56 — 4 - 45 — 55 - 6,5 olarak degistiriimis ve
pH=4,5 iken fermantasyonun 20. saatinde maksimum spesifik biyiime hizi
um=0,329 st biyokitle Gretim hizi 0,024 kg/m3st, biyokiitle verimi Yys =
0,036 kg/kg olarak hesaplanmistir. Daha sonra pH=45 iken sisteme 0,075
ve 0,3 vwm hizinda hava verilmistir. Hava akis hizi 0,075 iken p,=0,338 st™,
biyokiitle tretim hizi 0,037 kg/m°st, biyokutle verimi Yxs = 0,075 kg/kg olarak

elde edilmigtir.

Monteagudo ve arkadaslan (46) yaptiklan calismada, pancar melasinin
Lactobacillus delbrueckii ~ organizmasi ile laktik asite doénasimiinin
fermantasyon kinetigini arastirmiglardir. Deneyler kesikli sistemde, anaerobik
kosullarda, 100 rpm kanstirma hizinda, pH ve sicakhigin (49 °C) deney
stiresince kontrol edildigi kosullarda gergeklestirilmistir. pH 4,93 — 5,33 — 5,85
ve 5,90 iken deneyler yapilmis ve en iyi sonuglar pH=5,9 iken pm"-‘- 0,831 st™,
Yxws = 0,27 g/g ve Yps = 0,91 g/g olarak bulunmustur ki bu parametreler
pancar melasinin fermantasyon kinetigi icin kurulan hiz esitliklerinin nonlineer
regresyon analizi sonucu elde edilmistir. Kurulan modelde spesifik bilyime
hizi substrat limitasyonu iceren monod tip esitlikle tanimlanmis olup, olusan

druntin kinetik ifadesi Luedeking-Piret kinetigi ile ifade edilmistir.

Sanchez ve arkadaslan (47) vyaptiklan g¢alismada, lignoseliilozik
hidrolizatiardaki iki énemli monosakkaritin (glikoz ve ksiloz) Pachysolen
fannophilus ve Candida shehatae mayalan ile etanol fermantasyonunu
incelemisglerdir. Yapilan bitin deneyler 2 litre hacmindeki karistirmal tank
reaktérde 0,5 litre galisma hacminde gercgeklestiriimistir. Reaktér calisma
kosullari, kanstirma hizt 500 rpm, sicaklik 30 °C ve pH=45 iken, substrat
olarak glikoz ve ksilozun farkl oranlarda karistinidiklar gézeltilef kullanilarak
Pachysolen  tannophilus ve Candida shehatae mayalar ile deneyler
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yapilmistir. Ayrica Pachysolen  tannophilus  ve Candida shehatae
mayalarinin etanol fermantasyonu igin kinetik bir model olusturuimustur ve bu
model yardimiyla fermantasyon parametreleri hesaplanmisgtir. En yiliksek
spesifik etanol dretim hizi (qp) ve spesifik substrat harcanma hizi (qs)
Candida shehatae mayas ile yapilan deneylerde elde edilmistir. Benzer
sekilde elde edilen en ylksek etanol verimlerinin, her iki mayada da birbirine

olduk¢a yakin oldudu géralmistar.

Roberto ve arkadaslan (48) yaptiklari g¢alismada tim oksijen transfer
katsayisinin  (k,a), piring samanm hemiseliloz hidrolizatinin  Candida
guilliermondii FT1 20037 ile ksilitole fermantasyonuna etkisini incelemislerdir.
Deneysel c¢alismalar, 30°C sicakhk, 300 rpm kanstirma hizi, pH=54 olan
kosullar altinda 0,55 litre ¢alisma hacmine sahip karigtirmali bir tank
reaktérde gerceklestiriimistir. Oksijen transfer katsayisinin fermantasyona
etkisini inceleyebilmek icin hava akis hizi 0,5-1,7 vvm arasinda
degistiriimistir. Oksijen transfer katsayisi (k.a), indirek metotla belirlenmistir.
En yuksek hacimsel Uretim hizi ve ksilitol verimi sirasiyla, 0,52 g/L.st.,
0,73g/g olarak oksijen kitle transfer katsayisi 15 st™ iken (1,3 vwm hava akis

hizinda) elde edilmistir.

Roberto ve arkadaslan (49) yaptikian diger bir ¢alismada, pirin§ samani
hemiselllozik hidrolizatinin Candida guilliermondii FTl 20037 ile ksilitole
fermantasyonu kesikli kultir kosullarinda arastinimisgtir. Fermantasyon, 0,55
litre hidrolizat iceren 1 litre hacmindeki karistirmali bir tank reaktérde, 1,3
vvm hava akis hizinda, 300 rpm karistirma hizinda ve baslangi¢ pH'i 5,4 olan
kosullarda gergeklestiriimistir. Fermantasyon sonucunda spesifik buylime hizi
(ux) ile spesifik ksilitol olusum hiz1 (q,) arasinda lineer bir bagint oldugu ve

bu bagintinin g, = 6,31 py seklinde oldugu géralmastir.

Aranda-Barradas ve arkadaslari (50) yaptiklar ¢alismada, ksilozdan Candida
parapsilosis ATCC 28474 mayasi ile ksilitol Gretiminin kinetigi ve ksilitol
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Uretimi Gzerine oksijenin etkisi arastinimistir. Bu amagla deneyler 15 litre
hacmindeki kesikli reaktérde, ¢6zinmis oksijen, sicaklik ve karistirma
hizinin kontrol edildigi kosullarda gergeklestiriimis olup hava akis hizi 0,1 —
0,15 - 0,2 — 0,3 — 0,5 vvm olarak degistirilerek deneyler yapilmis ve k,a
degeri dinamik metotla élgulimustiur. Reaktdére hava akis hizi arttikga ksilitol
Gretiminin dustugu dolayisiyla 0,1-0,2 vwm akis hizlarinda ksilitol Gretiminin
daha iyi oldugu gérulmustur. Ksilozdan Candida parapsilosis mayasi ile
ksilitol Gretiminin kinetik analizi igin yapisiz bir model olusturulmustur. Bu
modele gore fermantasyon siresinin U¢ asamadan ibaret oldudu , birinci
asamada ortamdaki substrat asin oldugundan spesifik blyime hizinin
maksimum spesifik blyiime hizina esit oldugu, ikinci asamada limitleyici
substrat olarak ¢6zunmus oksijenin daha etkili oldugu ve lginci asamanin
reaktordeki oksijen transfer kapasitesine bagimh oldugu dustntlmis ve
kinetik ifadeler olusturulurken bu varsayimlar géz éniinde bulundurulmustur.
Kinetik parametrelerin hesaplanmasi igin basit bir metot kullanimistir.

Sanchez ve arkadaglan (51) yaptiklan calismada, degisik oranlardaki D-
ksiloz ve D-glikoz kansiminin Pichia stipitis (ATCC 58376), Pachysolen
tannophilus (ATCC 32691) ve Candida shehatae (ATCC34887) mayalart ile
etanol fermantasyonu incelenmis ve optimum deney kosullar
belirlenmigtir.bitin deneyler kanstirmah bir tank reaktérde gergekle§tirilmi$
olup sicakhk 30 °C ve baslangic pH’1 4,5'tir. Yapilan deneyler sonucu en
yilksek maksimum spesifik tretim hizi p, (0,55 st”) ortamda sadece D-ksiloz
varken ve maya olarak Pichia stipitis kullantldiginda elde edilmistir. Ayrica
her Gi¢ mayanin kullaniidigi durumda en iyi toplam spesifik substrat harcanma
hizi gs (5 g/g st) ve spesifik etanol Uretim hizi qe (2 g/g st) Candida shehatae

mayasi kullanildigi zaman elde edilmistir.

Boonmee ve arkadaslan (52) yaptiklart g¢alismada, Lactococcus lactis NZ
133’'tin  kesikli ve surekli sistemdeki fermantasyonu igin bir model
gelistirmislerdir. Kesikli sistemdeki deneyler 400 mL g¢alisma hacmindeki 1
litrelik fermentérde, 30 °C sicaklikta, 100 rpm karistirma hizinda ve pH=6,5
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iken gergeklestiriimigtir. Surekli sistemdeki deneyler ise 250 mL ¢alisma
hacmindeki fermentérde, pH=65te, 30 °C sicaklikta gerceklestiriimistir.
Kesikli sistemdeki deneylerde substrat olarak kullanilan laktozun
konsantrasyonu 20-100 g/L araliginda degistirilmistir. Kesikli sistem deneyleri
icin geligtirilen modelde, substrat limitasyonu oldugu, ayni zamanda substrat
ve Urun inhibisyonu oldugu varsayilarak buyiime ve Uriin igin Luedeking-Piret
esitligi kullaniimistir. Model parametreleri Microsoft EXCEL'de hazirlanan bir
program yardimiyla deney verileri temel alinarak hesaplanmistir. Buna gére
maksimum spesifik biytime hizi pn=1,10 st”, laktat verimi Yp;s = 0,93 g/g

olarak hesaplanmistir.

Liu ve arkadaslar (53) yaptiklar ¢alismada, glikonik acidin Aspergillus niger’
le fermantasyon kinetigini kesikli sistemde incelemiglerdir. Kesikli sistem
deneyleri 4 L hacmindeki karigtirmal tank bioreaktérde, pH ve sicakhdin
deney suresince kontrol edildigi kosullarda, 756 rpm karistirma hizinda, 0,9
vm hava akis hizinda, 32 °C sicaklikta ve pH=6 iken gefgeklegtiﬁlm@tir.
Deneylerde kullanmilan substratin  konsantrasyonu 90,5 g/L’dir. Yaptilan
¢alisma sonunda buyumeyi, glikonik asit Uretimi ve glikoz tiketimini ifade
eden bir model gelistirilmistir ve model parametreleri bir bilgisayar programi
yardimiyla maksimum spesifik bilyiime hizi pm= 0,22 st ve bilyiime verimi

Yx/s = 0,097 g/g olarak hesaplanmigtir.
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4. DENEYSEL CALISMA

Yaklasik %21,5 (5) oraninda hemiseliloz igeren aygicegi kabuklarinin
lignoselilozik bir hammadde olarak fermantasyon yolu ile etanol elde
edilerek degerlendiriimesine yoénelik yapilan ¢algsma (¢ asamadan
olusmaktadir. Bu g¢alismada, Antakya yoéresindeki bir yad fabrikasinin sikim

artigi olan aycicegi kabuklari kullaniimistir.
4.1 Aygicegi Kabugu Hemiseliiloz Hidrolizatinin Hazirlanmasi

Antakya yoresindeki bir yag fabrikasinin sikim artigi olan aygicegi tohum
kabuklari ¢ekigli bir degirmende 6guttlip elek analizine tabi tutularak 0,71-
1mm boyut arahdindaki bélumi hidrolizat deneyleri i¢in  kullamimistir.
Hemisellloz hidrolizati su banyosunun igine daldirilmis 1 litre hacmindeki
cam bir reaktérde 100 rpm karistirma hizinda hazirlanmistir (Resim 4.1.).
Kullanilan cam reaktér, 12 cm c¢apinda ve 20 cm vyuksekliginde olup
kapaklidir ve kapak kismina bir geri sogutucu takilmistir. Cam reaktér
karistirici  bir motor yardimiyla cam bir karistirnici pervane tarafindan
karistinimistir. Hidrolizat hazirlamak igin kullanilacak asit derigimi, kati-sivi
orani ve islem siresi Jargalsaikhan'in (5) c¢alismasinda belirttigi gibidir.
500mL hacminde 0,7 M H,SO4 ¢dzeltisi cam reaktére konmus ve,s;cakllk 90
°C ‘ye gelince bu c¢ozeltiye, 1/5 kati-sivi oraninda olacak sekilde 100 g
ogotulup elek analizi yapilmis aygicedi tohum kabuklan ilave edilmistir.
Yaklagik 3,5 saatlik hidroliz iglemi sonunda elde edilen hemiseliloz
hidrolizati 6nce patiska bezden sizllerek posasindan ayrilmis daha sonra
filtre kagidindan sizidlmastir. Elde edilen aygigedi tohum kabugu
hemiseliilloz hidrolizatina seker analizi yapilarak 37 g/L konsantrasyonunda
indirgen sekere sahip oldugu gorilmustir. Fermantasyon oéncesi sentetik

ksiloz ilavesi ile bu deger 48 g/L’'ye tamamlanmistir.
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Resim 4.1. Hidrolizat hazirlanan deney diizenegi

4.2 Aygicegi Tohum Kabugu Hemiseliiloz Hidrolizatina Uygulanan On

islemler

4 1'deki gibi hazirlanan hemiseliiloz hidrolizatina fermantasyon isleminden

once asagidaki 6n islemler uygulanmistir.

Yoéntem 1. Hidrolizat 60°C’ye 1sitilarak bu sicaklikta 30 dakika bekletilmistir.
CaO kademeli olarak eklenerek pH=10'a ¢ikarnimis daha sonra H,SO, ile
pH=6'ya dasiralmustur. Hidrolizat 6nce Amerikan bezinden suzilerek
posasindan aynimis daha sonra santrifilj edilerek bunu takiben birde mavi

banttan stuzllmustir. Bu yéntem CaO ile asin muamele olarak bilinmektedir.
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Yontem 2. Yéntem 1'deki gibi igslem gérmis olan hidrolizata 3 g/L
konsantrasyonunda Na;SOs; ilave edilmistir. Son olarak hidrolizata santrif(j

ve siizme islemi uygulanmistir.

Yéntem 3. Yontem 1'deki gibi iglem gérmus hidrolizata 1g aktif karbon /205 g
hidrolizat olacak sekilde aktif karbon eklenerek 24 saat sireyle 30°C’de
karigmasi saglanmistir. Aktif karbon eklenmeden 6nce bir saat kaynayan su
banyosunda muamele edilerek aktif hale getirilmistir. Son olarak hidrolizata

santrifilj ve sizme islemi uygulanmistir.

Yéntem 4. Hidrolizat 60°C'ye isitilarak bu sicaklikta 30 dakika bekletilmistir.

CaO kademeli olarak eklenerek pH=6’a c¢ikarilmistir. Hidrolizat 6nce

Amerikan bezinden suzillerek posasindan ayrilmis daha sonra santrif{jj

edilerek bunu takiben birde mavi banttan sizilmuistir. Bu ydntem

noétralizasyon olarak bilinmektedir.

4.3 D-Ksilozdan Pichia stipitis Mayasi Kullanilarak Fermantésyonla Etil
Alkol Eldesi

Bu bolimde D-ksilozun Pichia stipitis mayasi kullanilarak fermantasyonla etil
alkol tretimi arastinimistir. Bu deneyler, aygi¢cegi tohum kabugu hemiseliloz
hidrolizatindan Pichia stipitis mayasi kullanilarak fermantasyonla etil alkol

uretimine yonelik yapilan deneyleri kontrol etme amaciyla yapiimistir.
4.3.1 Mikroorganizma ve kiiltiir sartlar

Deneylerde kullanilan Pichia stipitis (NRRL-Y-7124)(CBS-5773) mayasi
liyofiliz halinde United States Department of Agriculture’dan temin edilmistir.
ilk olarak liyofiliz halindeki mayanin transfer edilecedi sivi ortam
hazirlanmistir. Bu sivi ortam; 0,3 g yeast ekstrakt, 0,3 g malt ekstrakt, 0,5 g

pepton ve 1 g glikozun 100 mL destile suda géziinmesiyle hazirlanmistir.
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Hazirlanan bu ¢ézeltiden 0,5-0,7 mL tiiplere konularak 121°C’de 20 dakika
otoklavda sterilizasyon yapilmistir. Mayanin iginde bulundugu cam kapsulun
agz1 alkol ile silinip kesilerek, icindeki maya daha 6nce hazirlanmis sivi
ortama atilarak ¢6zunmesi beklenmisti. Daha sonra mayalarin transfer
edilecedi egik agar ortami hazirlanmistir. Egik agar ortami; 0,3 g yeast
ekstrakt, 0,3 g malt ekstrakt, 0,5 g pepton, 1 g ksiloz ve 2 g agarin 100 mL
destile suda c¢o6zunmesi ile hazilanmistir. Hazirlanan bu c¢odzelti tiplere
konularak 121°C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir. Pichia stipitis
mayasi ilk hazirlanan sividan bir 6ze yardimiyla egik agar ortamina steril
sartlarda ekilmistir. Bu ortamlar 30 °C’de 2-4 gin sire ile inkubatorde

mikroorganizmalarin gelismesi i¢in bekletilmistir.
4.3.2 Bilyime ortami

Mikroorganizmalarin buyumesi igin gerekli biyume ortami asagida belirtilen

g farkli ¢dzeltinin birlestiriimesi ile hazirlanmigtir (54).

A ¢ozeltisi litresinde ; 1,1 g CaO, 0,4 g Zn0O, 5,4 g FeCl;.6H,0, 0,36 g MgO,
0,25 g CuS04.5H,0, 0,24 g CoCl,6H,0, 0,06 g H3BO; ve 13mL derisik HCI,

B ¢ozeltisi litresinde ; 10,1 g MgO ve 45 mL HCI,

C cozeltisi litresinde ; 64 g tre, 12 g KH,PO4 ve 1.18 g Na;HPO,4 bulunduran

cozeltilerdir.

10 mL A ¢ozeltisi , 10mL B ¢oézeltisi , 100 mL C ¢dzeltisi ve 10 g yeast
ekstrakt karnigtiriip 1 N HCI ve 1 N NaOH ilavesi ile pH=4,5" ayarlanmistir.
Ksilozun diger maddeler ile reaksiyonunu engellemek igin A, B, C ¢ozeltileri
ve yeast ekstrakt ile hazirlanan ¢ozelti ile 50 g/L ksiloz ¢dzeltisinin
sterilizasyonu ayri ayri yapilmistir. Sterilizasyon 121°C'de 20 dakika siire ile
otoklavda yapiimistir. Steril edilen ¢ézeltilerin birlestiriimesi ile blilyiime ortami

hazirlanmistir. Hazirlanan 100 mL biyime ortami 250 mL'lik erlende agzi
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pamukla kapatilarak 30°C'de 450 rpm'de manyetik karistinici Uzerine
konmustur. Buyime ortamindan belirli zaman araliklarinda alinan 6rneklerin
UV spektrometrede 600 nm dalga boyunda absorbanslari olgulerek
mikroorganizmanin buyumesi takip edilmistir. Ayrica kuru agirhk tayini
yapilarak kuru agirlik ile absorbans arasindaki iligkiyi veren bir baginti elde
edilmistir (Ek 1).

Pichia stipitis mayasina ait buyume egrisine (Ek 2) bakilarak eksponansiyel
faza denk gelen 27. saatte buyiime ortamindan fermantasyon hacminin %10

oraninda fermantasyon ortamina asilanmasina karar verilmistir.
4.3.3 Fermantasyon ortami

Fermantasyon ortami ile biyime ortami hemen hemen ayni bilesime
sahiptir. Yapilan deneylerde ortam kosullari, Jargalsaikhan’in (5) yaptidi
¢calisma esas alinarak secilmistir. Deneyler, 250 mL’lik erlenlerde 135 mL
fermantasyon hacminde, 30°C sicaklikta, 70 rpm calkalama hizinda ve pH=6
iken gerceklestiriimistir. Deneylerde kullanilan ksiloz konsantrasyoniari 30 ve
48 g/L ‘dir. D-Ksiloz ile yapilan bu deneyler aygi¢egi tohum kabugu
hemiseliiloz hidrolizati ile yapilan deneyleri kontrol amacina yénglik olarak

yapumistir.

Fermantasyon siiresince belirli araliklarla alinan numunelerin biyokitle
blyimesi, UV spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda absorbanslari
okunarak kontrol edilmistir. Ayrica bu numunelere indirgen seker analizi ve

etil alkol analizi yapiimistir (Ek 3, Ek 4).
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4.4 Aygicegi Tohum Kabugu Hemiseliiloz Hidrolizatinin Pichia stipitis
Mayasi Kullanilarak Fermantasyonla Etil Alkol Uretimi

Bu boélimde aygicegi tohum kabugu hemiseluloz hidrolizatindan Pichia stipitis
mayasi kullanilarak fermantasyonla etil alkol Gretimi calkalamali kaplarda

yapilan deneylerle arastinimigtir.

Bolum 4.2'deki on islemlere gére hazirlanan aygigedi tohum kabugu
hemiseliiloz hidrolizati fermantasyon deneylerinde kullaniimigtir. Blyime
ortami ayni bélum 4.3.2’de anlatildigi gibi hazirlanmistir. Buyime ortami
hazirlanirken A ,B,C ¢ozeltileri ve yeast ekstrakttan olusan ¢dzelti ile ksiloz
cozeltisi ayr ayri 121°C ‘de 20 dakika siire ile steril ediimislerdir. Daha sonra
coOzeltiler steril sartlarda birlestirilerek yine steril sartlarda mikroorganizma
asllamasi yapilmigtir. Fermantasyon ortaminin bilesimi blylime ortamina
benzemekle birlikte fermantasyon ortaminda ksiloz yerine hidrolizat
kullanilmistir. A,B,C c¢ozeltileri ve yeast ekstrakttan olusabn cozelti ile &n
islem gérmus hidrolizat ayrt ayn 121°C ‘de 20 dakika sire ile steril edildikten
sonra gozeltiler birlestiriimistir. Fermantasyon ortamindan toplam hacmin
%20'si kadar cekilip uzaklastirlarak, yine toplam hacmin %20'si kadar
buyime ortamindan fermantasyon ortamina asilama yapilmistir. Agilama
biyiime ortami kilturiniin 27. saatinde gercgeklestiriimistir. Deneyler, 70 rpm
karistirma hizinda, pH=6'da, 30°C sicaklikta, 135 mL ortam hacmine sahip
agz pamuk tikagla kapali 250 mL'lik erlenlerde galkalamali su banyosunda
yapilmistir. On iglemin hidrolizata etkisini incelemeye yénelik olarak yapilan
deneylerde iki farkl baglangig ksiloz konsantrasyonu kullaniimistir. Ik olarak
48 g/L indirgen sekere sahip ortamlarda deneyler yapiimis ve gerektigi
miktarda ksiloz, ¢ozeltiler birlestirimeden énce eklenmistir. ikinci olarak ise
hidrolizatlarin indirgen seker konsantrasyonlari 24-30 g/L arasinda olacak

sekilde seyreltilerek deneyler yapiimistir.

Calkalamali kaplarla yapilan deneylerin ikinci kisminda pH ve karigtirma

hizinin hidrolizat deneylerine etkisi arastinimistir. Hidrolizat, indirgen seker
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konsantrasyonu 48 g/L iken 135 mL ortam hacminde ve 30 °C sicaklikta ve
ikinci yonteme gére 6n islem gérmis hidrolizat kullanilarak fermente
edilmigtir. Ortamin pH'1 6 iken kanstirma hizi 70, 100, 130 rpm olarak {¢
farkh kanistirma hizinda degistirilerek ve 100 rpm karistirma hizinda pH 5,5-
7,0 araliginda degistirilerek deneyler yapilmistir. Deneyler siresince belli
araliklarla alinan numunelerin 600 nm’'de absorbanslari okunarak biyokiitle
blyimesi takip edilmistir. Ayrica alinan bu numunelere indirgen seker ve etil

alkol analizleri yapiimistir.

Farkh zehir giderme islemlerinin hidrolizattaki toplam furanlar (zerindeki
etkisini inceleyebilmek icin Martinez ve arkadaslarinin (29) yaptidi ¢calismada
oldugu gibi dort farkh 6n islem gérmus hidrolizat ile hi¢ iglem gérmemis
hidrolizatin 284 ve 320 nm’deki absorbanslan okunmus ve hidrolizatlardaki

toplam furan miktari hesaplanmistir (Cizelge 6.1).
4.5 Pichia stipitis’in Hidrolizata Adapte Edilmesi ve Fermantasyon

Mikroorganizmanin hidrolizat ortamindaki zehirlere karsi daha direngli
davranip daha etkin bir fermantasyon  gergeklestirmek igin
mikroorganizmalarin hidrolizat ortamina adapte edilmesi bir alternatiftir.
Mikroorganizma hidrolizata ilk 6nce egik agar ortaminda adapte edilmis

sonrada biiyiime ortaminda adapte edilmigtir.
4.5.1 Adaptasyon

Mikroorganizmalarin hidrolizata egdik agar ortamina adapte edilmesi kademeli
olarak yapilmistir. Egik agar ortami 0,3 g yeast ekstrakt, 0,3 g malt ekstrakt,
0,5 g pepton, 1 g ksiloz ve 2 g agarin 100 mL destile suda ¢6zllmesiyle
hazirlanmistir. Ancak 100 mL agarsiz olarak hazirlanmig ¢ézeltinin %5'i (5
mL) atilarak % 5 hidrolizat ¢ozeltiye eklenmis ve agar ilavesiyle birlikte egik
agar ortami hazirlanarak 121 °C’de 20 dakika sire ile steril edildikten sonra

24 saat agarin donmasi beklenmistir. Daha sonra mikroorganizmalar D-ksiloz
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iceren edik agar ortamindan %5 hidrolizat iceren egik agar ortamina steril
kosullarda bir 6ze yardimiyla ekilerek 30°C’de 2-4 giin siireyle inkibatérde
bekletilmistir. Daha sonra ayni sekilde sirasiyla %10, %20, %30, %40, %50
oraninda hidrolizat iceren egik agar ortami hazirlanarak %5'den %10'a ve
%10’dan %20'ye seklinde sirayla mikroorganizma ekimi gergeklestiriimistir.
Mikroorganizma son olarak %50’lik e§ik agar ortamina adapte edilmigtir.
EJik agar ortamina adapte edilen mikroorganizmalar bir sonraki asama
olarak biyume ortamina adapte edilmislerdir. %20 hidrolizat iceren biiyiime
ortami hidrolizat igceren egik agar ortamina benzer sekilde hazirlanmistir.
A,B,C cozeltileri ve yeast ekstrakt iceren ¢ozelti ile ksiloz ¢ozeltisi ayn ayr
121°C'de 20 dakika steril edildikten sonra yine steril kosullarda
birlestiriimiglerdir. Hazirlanan 100 mL biylme ortamina %50’'lik edik agar
ortamindan mikroorganizma asilanarak 250 mL'lik erlende agzi pamuk
tikagla kapatiimis ve 30°C'de 450 rom’de manyetik karistirici Gzerine
konmustur. Buyime ortamindan belirli zaman araliklarinda alinan érneklerin
UV spektrometrede 600 nm dalga boyunda absorbanslari 6igiilerek
mikroorganizmanin blylumesi takip edilmistir (Ek 5). %20'lik blyime
ortamindan 48. saatte asilama yapimasina karar verilmistir. Ayni sekilde
%40'hk bliyime ortami ayni %20’lik buyime ortaminin hazirlandigi gibi
hazirlanmigtir. Blyume ortamindan belirli araliklarla alinan numunelerin UV
spektrometrede 600 nm dalga boyunda absorbanslar. &igulerek
mikroorganizmanin buyimesi takip edilmistir (Ek 5). %20’lik ortamdan
%40’'lik ortama %20’lik buyime kulturGinun 48.saatinde asilama yapilmistir.
%40’lik ortamdan fermantasyon ortamina %40'lik biyume kultariintin 55.

saatinde asilama yapilmistir.
4.5.2 Fermantasyon

Fermantasyon ortami igin kullanilacak hidrolizat bélim 4.1'de anlatildigi gibi
hazirlanmigtir ve yéntem 1, yontem 2 ve ybéntem 4'e gbére 6n islem
goérmistir. Fermantasyon ortamindan toplam hacmin %20’i kadar ¢ozelti
alinip yine toplam hacmin %20’i kadar, Pichia stipitis'in adapte edildigi %40
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oraninda hidrolizat igceren blyime ortamindan asilama yapimistir.
Fermantasyon ortami 250 mL'lik ¢alkalamali kaplarda 135 mL hacminde ve
pH=6 iken gerceklestiriimigtir. Ortamin indirgen seker konsantrasyonu 48 g/L
ve karistirma hizt 70 rpm dir. Deneyler siresince alinan numunelerin 600
nm’de absorbanslan okunarak biyokitle biiyimesi kontrol edilmistir. Ayrica

alinan numunelere indirgen seker ve etil alkol analizleri yapiimistir.
4.6 Aygicegi Hidrolizatinin Fermentér Sistemindeki Deneyleri
4.6.1 Deney Diizenegi

Aycicedi hemiseliilozik hidrolizatinin fermantasyon kinetigini incelemek tizere
klclhk olcekli bir fermentdr sistemi kurulmustur. Bu sistemde kullanilan
fermentér 170x110 mm ebatlarinda, Ust kapag silikon lastikten olup, yan
kapaklar teflondan yapiimistir. Ust kapakta CO, ¢ikisi, hava girisi ve numune

alma bolumleri bulunmaktadir (Resim 4.2.).

Resim 4.2. Fermentdr dizenegi
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Hava L bigimi bir boru yardimiyla ¢ézeltinin altindan verilmektedir. Gaz girig
ve ¢tkig borulanna sterilizasyonu saglamak amaciyla filtreler takilmistir.
Kapaga monte edilmis dért kanath bir teflon kanstirici bulunmaktadir.
Fermentér, su banyosunun iginde, bir manyetik karigtirici-isitici Gzerine
yerlegtiriimigtir. Kanstirici, fermentérun Ustine yerlestirildigi  manyetik
karigtiricr yardimiyla déndiriimektedir. Sicaklik su banyosuna daldinimis

manyetik karigtirici-isiticinin sicaklik probu ile kontrol edilmistir.
4.6.2 Deneyin Yapihigi

Fermentdr sisteminde substrat olarak aygicedi tohum kabugu hemiseliloz
hidrolizati kullanilmigtir. Kullanilan hidrolizat yéntem 2'ye (CaO ile asir
titrasyon + NapSOj;) goére ©6n islemden gegiriimistir. Hidrolizat
fermantasyonunun kdltur sartlari ve ortamin hazirlanisi galkalamali kaplarda
yapilan deneylerle tamamen aynidir. Deneylerde ortam hacmi 600 mL olup
sicaklik 30 °C’de korunmustur. Karistirma hizi 100 rpm ‘olup batin
deneylerde bu hizla c¢ahsilmistir. Sistem pH kontrolli olmayip butin
deneylerin baglangicinda pH=6 olarak ayarlanmis ve deney siresince pH
degisimi surekli olarak kontrol edilmistir. Baslangi¢cta 35 g/L indirgen seker
iceren aygicedi kabugu hemiseliiloz hidrolizati ile anaerobik olarak deneyler
yapilmigtir. Ikinci asamada mevcut ortam kosullar sabit tutulup hava akis
hiz1 2.88, 5.76, 7.99 vwm olmak Uzere Ug¢ farkli degerde iken deneyler
yapilmistir. Son agsamada ise hava akis hizi 2.88 vvm’'de iken ksiloz
konsantrasyonu 25, 35, 45, 55 olarak degistirilerek deneyler yapilimistir.
Fermentér ortamina biliyiime ortamindan yapilan asilamalar ayni ¢alkalamali

kaplarda oldugu gibi fermantasyon ortaminin %20"1 seklindedir.

Fermentor deneyleri siiresince belli araliklarda alinan numunelerde biyokutle
blyimesi kontrol edilmis ayni zamanda indirgen seker ve etil alkol analizleri

yaptimistir.
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5. AYGICEGI KABUGU HEMISELULOZ HIDROLIZATININ PICHIA
STIPITIS NRRL-Y-124 MAYASI ILE FERMANTASYON KIiNETIiGi

Bu c¢ahsma Pichia stipitis NRRL-Y-124 mayasi ile aygicedi kabugu
hemiselilozik hidrolizatindan fermantasyonla etil alkol tretimine yénelik olup,
bu arada fermantasyona ait kinetik modellerin gelistiriimesi de amaglanmistir.
Fermantasyon kinetidi deneylerinin timiinde aygicegdi hemiseliiloz substrati
kullanilmig olup, baglangi¢ substrat konsantrasyonunun, D-ksiloz ilavesiyle
25-55 g/L arasinda olmasi saglanmistir. Deneyler pH kontrolii olmayan
kesikli bir reaktérde, anaerobik ve aerobik sartlar altinda gergeklestirilmigtir.
Reaksiyon kinetigini tanimlamak amaciyla, biyokitle bityiime hizi r,, substrat

harcanma hizi rs ve Uriin olusum hizi rp, ‘yi ifade eden esitlikler turetilmistir.

Bu c¢alismada kullanilan hicresel metabolizmaya ait kinetik modeller,
fermantasyon sistemlerinin kinetiginin tanimlanmasinda faydalanilan yapisiz
modeller grubuna girmektedir (55). Bu yaklagima gére mikroorganizma sabit
kimyasal bilesime sahip reaksiyon veren bir madde olarak kabul edilmektedir.
Hicre yapisinin bilesimindeki belli bélumlerindeki veya fonksiyonlarindaki
degismeler ayrn ayn g6z o6ntne alinmamaktadir. Bu tir c¢alismalarin bir
cogunda oldugu gibi (43), (42) spesifik hiicre blylmesinin substrat
konsantrasyonu tarafindan sinirlandigi varsayimina dayanaﬁ Monod

esitliginin iki farkli modifikasyonu kullamimigtir.
Model 1

Bu modele gore hiicre kuru agiriginda gézienen toplam degisiklik sadece
buyume prosesinden kaynaklanmaktadir. Hucresel aktivitenin strdurtilmesi
icin gereken endojenik respirasyon ve hicre dlumi ihmal edilmigtir. Substrat
harcanma hizi ve etanol olugsumu, bllyime prosesi ile direk orantilidir. Hiicre
bluyume prosesi, Monod esitlidi ile ifade edilmistir. Substrat limitasyonu g6z

éntine alinirken, substrat inhibisyonu ihmal edilmistir. Buna ilaveten etanol
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inhibisyonu olmadigi varsayilarak biyokitle biyime hizi r,, substrat

harcanma hizi rs ve etanol olugsum hizi r, 'yi ifade eden esitlikler su sekildedir.

rx = (r\' )hr'i_vﬁme [51]
o= tC e [5.2]
S Ky +C
=, (5.3
x/s
rp = Yp/xrx [54]

Burada C, ve Cs sirasiyla mikroorganizma ve substrat konsantrasyonunu
ifade etmektedir. p, spesifik blyime hiz (saat™), pm ve Ks ise Monod esitligi
sabitleri olan sirasiyla maksimum spesifik buyume hizi ve doygunluk
sabitleridir. Bu bagintilardaki Yyx;s substratin biyokitle verimini ve Ypss ise

substratin uriin verimini ifade etmektedir.

Bu esitliklerin deneysel verilerin analizinde kullanilabilmesi igin, substrat

konsantrasyonu ile biyokutle kuru agirligr arasinda

[5.5]

seklinde lineer bir baginti elde edilmigtir. Bu esitlikteki ¢4 sabittir.

Model 2

Bu model igin yapilan varsayimiar model 1 ile ayni olmakla birlikte, model

1'den farki, Monod esitligine substrat inhibisyonu teriminin ihmal edilmeyip
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eklenmesidir. Bu durumda substrat inhibisyon terimini iceren spesifik biyime

hizi p, su sekilde yazilabilir.

mC'
p= s [5.6]
K +C,+—2-
!
c.C
rl\, — lum SV X > [57]
K,+C,+—
1
S [5.8]
: Yx/,\' < .
r,=Y,,.r, [5.9]

1

Monod esitligindeki K, terimi substrat inhibisyon sabitini ifade etmektedir.

Bu modelde de substrat konsantrasyonu ile biyokutle kuru agirhg arasinda

Model 1’deki gibi Esitlik 5.5'te tanimlanan baginti kullaniimigtir.
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6. DENEYSEL SONUGCLAR

6.1 Aycicegi Kabugu Hidrolizatindan Pichia stipitis NRRL Y-124 Mayas
Kullamlarak Fermantasyonla Calkalamali Kaplarda Etil Alko! Uretimi

Calkalamali kaplarda yapilan deneylerde o&ncelikle farkh zehir giderme
islemlerinin fermantasyona etkileri arastinimigtir. Daha sonra Pichia stipitis
NRRL Y-124 mayas!i hidrolizata adapte edilmis ve son olarak baslangi¢c pH
ve calkalama hizi gibi parametrelerin etil alkol fermantasyonuna olan etkileri

arastirilmigtir.

6.1.1 Aygicegi kabugu hidrolizatina uygulanan o6n islemler ve

mikroorganizma adaptasyonu

Aycicegdi tohum kabugu hemiseliiloz hidrolizatina uygulanacak 6n islemlerde
(CaO ile pH=10 ve pH=6’a asin titrasyon) kullaniiacak CaO’in optimum
miktarinin titrasyon egrisinden hesaplanabilecegi literatiirde 6ne strtlmasti
(35).

Bu amagla hi¢ islem gérmemis hidrolizat 2 N NaOH ile titre edilmistir.
Baslangi¢ pH degeri 0,643 olan asit hidrolizatinin 2 N NaOH ile pH=2,5'e
kadar titre edilerek yapisindaki toplam inorganik asit (esas olarak H;SO,)
miktar saptanmistir. pH degerinin 2,5’dan 7 olana kadar artisi igin eklenen
NaOH miktarindan da toplam organik asitler (esas olarak asetik asit) tespit
edilmistir. Buna gore 6n iglemden ge¢cmemis hidrolizat 0,53 M H,SO4 ve 0,37
M asetik asit icermektedir. Bu titrasyona ait grafik S$ekil 6.1'de
gosterilmektedir. Ancak bu titrasyon grafiginden hesaplanan CaO miktarinin
hidrolizatin pH'in1 10’a arttirmak igin yeterli olmad:g:, pH degerini 10’a ve 6'ya
yukseltmek i¢in daha fazla CaO gerektigi gérulmustir. Gerekli CaO miktarlari
deneme-yaniima ile saptanmigtir. CaO ilavesi 60°C  sicaklikta

gerceklestiriimistir.
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Sekil 6.1 On igslem gérmemis aygicedi kabugu hidrolizatinin 2 N NaOH ile
titrasyon egrisi

Daha sonra hidrolizat orneklerine farkli 6n islemier (Bolim .« 4.2.2)

uygulanmistir. Hig islem gérmemis ve farkli 6n islem gérmis aygicegi kabugu

hemiseliloz hidrolizatt numuneleri igindeki toplam furan (furfural ve

hidroksimetil furfural) miktarlan Martinez'in (33) calismasinda gelistirdigi

yontem ile UV spektrofotometredeki dlgimlerden saptanmistir (Cizelge 6.1).

Cizelge 6.1 Farkli zehir giderici 6n igslemlerin toplam furanlara etkisi

Uygulanan 6n iglem Azgs Aszo Topl?:g?lj_r)anlar
Islem gérmemis hidrolizat 221,663 | 122,700 778,795
CaoO ile asiri titrasyon 146,104 | 87,600 460,220
CaO ile asin titrasyon+Aktif C | 79,930 | 48,150 249,800
Ca0 ile agini titrasyon+Na,S0;| 110,75 | 58,743 409,063
Notrlestirme 136,425 | 79,287 449 465
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Fermantasyon &ncesi farkli zehir giderici 6n islemlerin fermantasyon
performasina etkisini belirlemek amaciyla deneyler ¢alkalamali kaplarda
yuritulmistar ve bu deneylerde zamana karsi biyokutle, alkol ve indirgen
seker konsantrasyonlari belilenmistir. Deneylerde hem seyreltik aycicegi
kabugdu hidrolizati hem de konsantre aygicedi kabugu hidrolizati kullaniimigtir
(Ek-6,8). Ayrica deneysel sonuglarn kontrol edebilmek maksadiyla hidrolizat
icindeki indirgen sekere yakiasik esit miktarda ksiloz konsantrasyonuna sahip
sentetik D-ksiloz igeren ortamlarda da fermantasyon deneyleri yapilimistir.
Seyreltik aygicedi kabugu hidrolizati ve konsantre ay¢icegi kabugu hidrolizati
ile yapilan deneylere ait konsantrasyon-zaman grafikleri sirasiyla Ek-7-9'da
verilmektedir. Sonuglar Cizelge 6.2’de verilmektedir. Deney 1-10 bu bélime

ait fermantasyon sonuglaridir.

Calismanin diger bir bélumiinde ise Pichia stipitis NRRL Y-124 mayasi, daha
etkin bir fermantasyon gergeklestirebilmek amaciyla bélum 4.3'te anlatildigi
gibi CaO ile asin titrasyon &n iglemi gérmiis hidrolizata, énce egik agar
ortaminda daha sonra ise biyume ortaminda kademeli olarak adapte
edilmistir. Adapte edilmis mikroorganizma ile farkli 6n islemlerin
fermantasyon performansina etkisi yine ¢alkalamal kaplarda yapilan
deneylerle incelenmis ve zamana kars! biyokitle, alkol ve indirgen seker
konsantrasyoniari  belirlenmistir (Ek 10-11). Deney 11, 12, 13
mikroorganizma adaptasyonu ile elde edilen sonuglardir. Bu ¢izelgedeki
Emaks fermantasyonlar  sirasinda ulasilan maksimum etanol
konsantrasyonunu, Yp;s Urin verimi (maksimum etanol / toplam harcanmig
substrat) (g etanol / g substrat) ve Qp (g/Lsaat) Gretim hizini (maksimum

etanol / zaman) ifade etmektedir.

Seyreltik aycicedi kabugu hidrolizatina uygulanan 6n iglemlerinin Pichia
stipitis mayasi ile fermantasyonuna etkisinin incelendigi bu bélumde ulasilan

maksimum alkol konsantrasyonu 5,70 g/L, en iyi verim Yps (0,30 gg Hdir.
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Bu degerler CaO ile asin titrasyon + Na,SO; ile islem gérmus hidrolizat
fermantasyonu ile elde edilirken, en iyi Gretim hizi Qp (0,045 g/Lsaat) CaO ile
asin titrasyon iglemi gérmis hidrolizat fermantasyonu ile elde edilmistir.
Ayrica CaO ile asin titrasyon islemi gérmus hidrolizat fermantasyonu ile 5,47
g/L konsantrasyonunda alkol elde edilmistir. Seyreltik aycicedi kabugu
hidrolizati ile elde edilen maksimum alkol konsantrasyonu, kontrol deneyinin
yaklagik % 52’i kadardir.

Ayni sekilde daha konsantre indirgen seker iceren hidrolizat fermantasyonu
ile ulasilan maksimum alkol konsantrasyonu 8,51 g/L, en iyi tretim hizi Qp
(0,060 g/Lsaat) CaO ile asin titrasyon + NaSOj; 6n iglemi gérmis hidrolizat
ile elde edilmistir. Bu sekilde elde edilen en yuksek alkol konsantrasyonu
kontrol deneyinin yaklasik %52’si kadardir. Mikroorganizma adaptasyonu ile
elde edilen maksimum alkol konsantrasyonu 9,51 g/L, en iyi verim Yps (0,32
gg") ve uretim hizi Qp (0,057 g/Lsaat) CaO ile asini titrasyon 6n islemi
gormiis hidrolizatin fermantasyonu ile elde edilmistir. Mikroorgénizma
adaptasyonu ile kontrol deneyinin %58’i kadar alkol elde edilmfstir. CaO ile
asin titrasyon +. Na;SO3 6n iglemi gérmuis hidrolizatin fermantasyonu ile de

ayni alkol konsantrasyonuna ulagiimigtir.

6.1.2 Aygigegi kabugu hemiseliiloz hidrolizatinin Pichia stipitis ile

fermantasyonuna pH ve ¢alkalama hizinin etkisi

Aycicegi kabugu hidrolizatina uygulanan 6n iglemlerden en yuksek
fermantasyon performansi CaO ile asin titrasyon+Na;SO; 6n iglemi gérmis
hidrolizatin fermantasyonu ile elde edilmisti. Bu bd&limde hemiseliloz
hidrolizati bu 6n islemle muamele edildikten sonra baslangi¢ pH degeri 5,5-7
arasinda ve c¢alkalama hizi 70-130 rpm aralifinda degistirilerek aygigedi
kabugunun Pichia stipitis ile fermantasyonu incelenmigtir. Deneyler suresince
alinan numunelerde zamana karsi biyokutle, alkol ve indirgen seker

konsantrasyonlar belirlenmistir (Ek 12-13). Deneylere ait, maksimum etanol
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konsantrasyonu, etanol Uretim hizi ve etanol verimi degerleri her bir

fermantasyon ortam kosulu igin Cizelge 6.3'te gosterildigi gibidir.

Cizelge 6.3. Aycicegi kabugu hemisellloz hidrolizatinin fermantasyonuna pH
ve ¢alkalama hizinin etkisi

iacﬁlrg';?\lg Baslangi¢ | Calkalama Emaxs Yepss Qp
seker(g/L) pH Hizi (rpm) (g/L) (g/g) (g/Lsaat)
48 5,56 100 9,66 0,238 0,0671
48 6,0 100 11,04 0,320 0,0650
48 6,5 100 9,43 0,232 0,0484
48 7,0 100 10,81 0,330 0,0750
47,27 6,0 70 | 8,51 0,280 0,0600
48 6,0 130 8,97 0,255 0,0747

6.2 Aygicegi Kabugu Hidrolizatindan Pichia stipitis NRRL Y-124 Maya3|

Kullanilarak Fermentor Sisteminde Etil Alkol Uretimi

Aycicedi kabudu hemiseluloz hidrolizatinin  Pichia stipitis mayasi ile
fermantasyon kinetidini arastirmaya yoénelik olarak yapilan fermantasyon
calismalari, pH kontrolii olmayan kesikli bir bioreaktérde gerceklestirilmigtir.
Fermentor deneylerinde CaO ile pH=10'a asin titrasyon + Na;SOs3 ile islem
gormis  hemiselilloz  hidrolizatt  kullaniimistir.  Oncelikle  substrat
konsantrasyonunun 35 g/L oldugu durumda anaerobik ortamda ve farkli hava
akis hizlarinda galismalar yuritilerek biyokitle buyimesi takip edilmistir
(Sekil 6.2).

Sekil 6.2'de goéruldugn gibi farkh hava akis hizlarinda biyime hizinin pek
fazla degismedigi yani biyiime hizinin oksijen limitasyonundan uzak oldugu,
ancak aygicedi kabugu hidrolizatinin Pichia stipitis mayasi ile fermantasyonu

icin cok az da olsa oksijene ihtiyag duyuldugu, anaerobik ortamda
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sonraki

calismalarda sisteme 0,576 vvm oksijen akis hizinda hava génderilmistir.
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Sekil 8.2 Farkh hava akig hizlarindaki bayime egrileri

Fermantasyon kinetigini incelemeye yénelik olarak yapilan fermentor

calismalarinda substrat konsantrasyonu 25-55 g/L araliginda degistiriimis
olup bu konsantrasyonlarn saglayabiimek amaci ile hemiseliiloz hidrolizatina
gerekli miktarda sentetik D-ksiloz ilavesi yapilmistir. Her bir substrat

konsantrasyonu igin yapillan deneylerde belirli zamanlarda alinan

numunelerin zamana karst Dbiyokitle, alkol ve indirgen seker

konsantrasyoniari belirlenmistir (Ek-14,15).

Fermantasyon kinetidini incelemek igin 2 farkh model gelistirilmistir (b6lum 5).
Bu modellere ait diferansiyel denklemler analitik olarak ¢éziilmils ve lineer ve
SPSS 10.0 paket
programinda yapilmis ve model parametreleri hesaplanmistir. Kinetik model

lineer olmayan regresyon analizleri istatistiksel

icin 6ncelikle substrat konsantrasyonu ile biyokitle konsantrasyonu arasinda

lineer bir ifade elde edilmeye calsiimistir, biyokitlenin zamanla degisimi
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grafiginde lag fazi gézlenmemistir, ancak Sekil 6.3'te géruldagi gibi 25-55g/L
aralifindaki konsantrasyonlara sahip substrat ile biyokitle arasinda tek bir
lineer esitlik elde etmek mimkin degildir. Bu nedenle lineer bagintilar her bir
substrat konsantrasyonu i¢in ayr ayn bulunmustur. Bu esitlikler tanimlanan
modellerin ¢ozimlenmesinde kullaniimistir. Farkli substrat konsantrasyonlar
icin elde edilen lineer bagintilarin model ¢éziimlerinde kullaniimasi ile elde
edilecek model sabitlerinin birbirine yakin olmasi beklenmektedir. Ayrica her
substrat konsantrasyonunda, duradan faza ait lineerlikten sapan noktalar
esitlik turetiimesinde géz 6nune alinmamistir. Lineer regresyon istatistikleri
Ek 16'te verilmistir.

60
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Sekil 6.3 Biyokutle ve substrat konsantrasyonu arasindaki iligki

Buna gore substrat ile biyokitle arasinda
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e, 1 dc, 621
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1
dC. =— dcC. )
TR o3
C.
CS =6 = % - [6.4]

seklinde lineer bir esitlik elde edilmistir. Bu ifadedeki ¢y sabittir. Her bir
substrat icin elde edilen lineer esitlik ifadeleri ve esitlik sabitleri olan ¢ ve Yxs

'de Cizelge 6.4'te gdsterilmektedir.

Cizelge 6.4 Substrat ile biyokitle konsantrasyonlari arasindaki lineer

bagintilar
indirgen Ve,
seker Lineer Regrasyon C1 ( ’/(’S) R?
kons (g/L) 99
25 Cs=31,542 - 1,832 Cx ; Cx>3,20 | 31,5642 | 0,546 | 0,883
35  |Cs=3957—2041Cx ; Cx23.47 | 39,570 | 0,49 | 0,940
45 Cs=5152-355Cx ; Cx22,10 | 51,520 | 0,28 | 0,963
55 Cs=69,26 -6,5Cx ; Cx>2,00 | 69,260 | 0,15 0,880

Ayni sekilde etanol konsantrasyonu ile biyokitle konsantrasyonu arasinda

lineer bir baginti elde edilmistir (Sekil 6.4).

S g [6.5]

6.6]
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Sekil 6.4 Biyokutle ve etanol konsantrasyonlari arasindaki iligki

YI’/.\'

dC, =
XN/S
YI’/.\'

C, =
Vi

Esitlik 6.8'deki c; sabitti. Bu bagintilar ve esitlik sabitleri olan ¢, ve Ypss
Cizelge 6.5'te gosteriimektedir. Lineer regresyon istatistik sonuclart Ek 17'te
verilmistir. Cizelge 6.4 ve 6.5'te lineer regresyon esitliklerindeki baslangig

biyokitle konsantrasyonlart her bir substrat konsantrasyonu i¢in farkl olup

CA\' a

dC,

¢

2,0-3,47 g/L arasindadir.

Cizelge 6.5 Etanol ile biyokitle konsantrasyonlarn arasindaki lineer

6.7

6.8

71

]

]

bagintilar
inii(;g\zn(;il;er Lineer Regresyon C2 (\(;75) R?
25 Cp=0,834 Cx-2,582; Cx>3,20|2,582| 0,470 | 0,930
35 Cp=1,044 Cx—2,630; Cx>3,47|2,630| 0,512 | 0,815
45 Cp=1170Cx~-2,570; Cx>2,10| 2,570 | 0,330 | 0,843
55 Cp=1,752 Cx — 3,916 ; Cx>2,00| 3,916 | 0,270 | 0,913
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6.2.1 Model 1 igcin model sabitlerinin hesaplanmasi

Hucre biylmesinin substrat limitasyonlu (B6élim 5) oldugu géz 6niine

alinarak hiicre biilyime hizi, Monod esitligine bagl olarak yazilabilmektedir.

ac,

C, 6.9

i Ho oy [6.9]

d(/ AY — #m(’.\' C v [6 1 O]
dt K,+C,

Esitlik 6.10 ‘da Cs terimi yerine Cx cinsinden ifadesi (Esitlik 6.4) konarak

ifadenin integrali alinir ve elde edilen ifade duzenlenirse:

b e, =1 [6.11]
Cl/um y o lum .

ifadesi elde edilir.

Esitlik 6.11'deki Ks / c1pm ve 1/um igin baglangig degerleri sifir kabljl edilerek
lineer olmayan regresyon yapiimis ve her bir farkli substrat konsantrasyonu
icin bu sabitler hesaplanmistir (Cizelge 6.6). Model1’e ait lineer olmayan

regresyon istatistik sonuglart Ek 18'da veriimistir.

Cizelge 6.6 Esitlik 6.11 (Model 1) i¢in lineer olmayan regresyon sonuglari

indirgen seker

kons(g/L) Ks / C1im Viim R?
25 17,66 33,030 0,880
35 8,07 20,753 0,94
45 11,86 47,763 0,96
55 14,36 55,56 0,88
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Model igin kullanilacak substrat ve etanol konsantrasyon verileri esitlik 6.4 ve
6.8 ‘den hesaplanmistir. Bu modele ait konsantrasyon-zaman grafikleri Sekil

7.1-7.8'de verilmistir.

6.2.2 Model 2 igcin model sabitlerinin hesaplanmasi

Farkli substrat konsantrasyoniar i¢in eksponensiyel fazdan hesaplanan

spesifik bayume hizi, u degerlerinin grafie geciriimesiyle Sekil 6.5 elde

edilmistir. Bu sekile goére hicre blyumesi substrat inhibisyonlu olup, hicre

buytme hizi, Monod esitligine bagli olarak yazilabilmektedir.

‘Spesifik Bliyiime Hizi (1/saat)

0,03

0,02

e — e e

0 10 20 30 40 50 60
Substrat (g/L)

Sekil 6.5 Spesifik biyiime hizi ile substrat konsantrasyonu arasindaki iligki

ﬂgt«_\' e [6.12]
dS-\' o MG =y [6.13]
t ‘.\' ‘

KS + (".\' + K

i
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Esitlik 6.13 ‘de Cg terimi yerine Cx cinsinden ifadesi (Esitlik 6.4) konarak
ifadenin integrali alinir ve elde edilen ifade diizenlenirse

K, T
S L J{—]ﬂu ‘ }mc‘\,-%—cx:z [6.14]
cl/'lm _ (3\ /um /lmKl lumKlY,\’/S

Esitik 6.14'teki Ks/cium, 1/pm(1+ci/K)) ve 1/ 4, K,Y,. . lineer olmayan

regresyon sonucu her bir farkli substrat konsantrasyonu igin hesaplanan
degerleri Cizelge 6.7'dedir. Model 2’e ait lineer olmayan regresyon istatistik

sonuglan Ek 19‘da verilmistir.

Cizelge 6.7 Esitlik 6.14 (Model 2) i¢in lineer olmayan regresyon sonuglari

ey | Kelomn | Uhn(1+euK) | 1K Yoy | RO
25 15,720 22,14 2,82 0,884
35 5,772 1,67 511 - 0,945
45 10,335 29,75 4,92 0,966
55 8,730 -127,50 58,6 0,999

Model igin kullanilacak substrat ve etanol konsantrasyon verileri esitlik 6.4 ve
6.8 ‘dan hesaplanmistir. Bu modele ait konsantrasyon-zaman grafikleri Sekil

7.1-7.8'de verilmistir.

Ayrica her iki kinetik model icin deneysel verilerin %’'de bagil hatalarn Ek-
20'de verilmistir. Model sonuglari, biyokitle ve substrat igin uyumlu kabul
edilirken, alkol konsantrasyonlarn icin bagil hata ylzdeleri artmigtir. Bu
durumun ortaya ¢ikmasinda deneysel hatalarin  etkili  oldugu

dusinilmektedir.
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7. DENEY SONUCLARININ TARTISILMASI

7.1 Aygicegdi Kabugu Hemiseliiloz Hidrolizatinin Pichia stipitis Mayasi ile

Fermantasyonuna On islemlerin Etkisi

Aygicegdi kabugu hemiseliloz hidrolizatina 6n iglemlerin etkisini belirlemeye
yénelik olarak yapilan bu caligmada, 6ncelikle 6n iglem gérmemis ve 6n
islem gérmus hidrolizat numuneleri 284 ve 320 nm dalga boyunda
absorbanslan o6lgilmis ve hidrolizat igerigindeki toplam furan miktar
hesaplanmistir. Buna gére CaO ile asir titrasyon+Aktif karbon 6n iglemi ile,
hic 6n igslem gérmemis hidrolizat igerigindeki toplam furanlarin %68'nin
giderildigi goérulmastur. Diger G¢ yontem icin bu deer %41 ile %47
arasindadir. Diger taraftan farkli on islem gérmis aygigedi kabugu
hidrolizatinmin  Pichia stipitis NRRL Y-124 mayas:! ile fermantasyonunda
maksimum alkol (8,51 g/L) tretimi CaO ile asir titrasyon+Na,SO; ile islem
gbérmis hidrolizat ile elde edilmistir. Bu durum hidrolizat icinde furfural
disinda da etkin inhibitérlerin bulundugunu gésterir. Literatirde 6n islem
etkisini arastiran ¢alismalarin sonuglari, en etkili yontem acgisindan farkhhk
gostermektedir. Bazi ¢aligmalarda (32, 33, 35 ) Ca(OH), ile asin titrasyonun
en etkili ydntemlerden biri oldugu belirtilirken, bazi arastirmacilar (1, 19, 24,
42), Ca(OH), ile asin titrasyon+ Na,SO; 6n igleminin zehirleri. daha iyi
giderdigini saptamiglardir. Bu durum farkli kaynaktan gelen hidrolizatlar
icindeki zehirlerin farkli olabilecedi ve farkli 6n islem yontemlerinin zehir
giderici etkilerinin degisik olmasiyla agiklanabilir. Ornegin CaO ile asir
titrasyonun asetik asit, tannik asit gibi asetik komponentleri kismen
uzaklastirdigi, agir metallerin ¢ékmesini sagladigr ve furfuralin furfuril aside
dénusumina gerceklestirdigi 6éne surtulmuistir. Diger yandan sdlfitiemenin,
hidrolizatin redoks potansiyeline uyumu kolaylastirdigi 6ne surlmugtir. Aktif
karbon ile adsorpsiyon ise asetik asit ve fenol bilesiklerinin uzaklastiriimasina
yonelik sonuglar dogurdudu onerilmistir (567). Bu ¢alismada da en yuksek
alkol dretimi Ca(OH), ile asir titrasyon+ Na;SO; 6n islem uygulanmig
hidrolizat ile 8,51 g/L olarak elde edilmistir. Bu hidrolizat ile elde edilen alko!
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uretim hizi Qp 0,06 g/Lsaat olarak bulunmustur, ayrica verim Yp;s 0,28 g/g
olarak elde edilmistir. Bu sekilde ©6n islem g6rmis hidrolizat
fermantasyonunun sonuglarinin, kontrol deneyinin %52'sine esit oldugu
gorilmektedir. Bunun nedeni, 6n iglem gérmis olmasina ragmen hidrolizat
iginde kalabilecek zehirlerin mikroorganizma metabolizmasini etkilemesinden
ve fermantasyon hizini yavaslatmasindan kaynaklanabilir. Ayrica her bir
farkli 6n iglem gérmuas hidrolizat ile elde edilen etanol verimi (Yp/s) degerleri
birbirinden farkli ¢ikmakla birlikte en yiksek etanol verimi Ca(OH); ile asin
titrasyon 6n islemi géormus hidrolizat ile (0,38 g/g) elde edilmistir. Ancak bu
yuksek verime ragmen bu yodntemle elde edilen etil alkol konsantrasyonu
(7,59 g/L) kontrol deneyiyle elde edilenin sadece % 50’si kadardir. Ayrica
kontrol amaglh yapilan sentetik ksiloz fermantasyonu deneylerinde substratin
hemen hemen tamami harcanirken hidrolizat fermantasyonu deneylerinde
substrat olarak ksilozun bir kismi tiketilemeden kalmigtir. Seyreltik aygicegdi
kabugu hidrolizati ile yapilan deneylerde de yine CaO ile asin iglem +
sodyum silfitle islem gérmis hidrolizat ile fermantasyon performansi en iyi

cikmistir. Ancak diger yéntemlerin sonuglari da ¢ok farkh degildir.

7.2 Mikroorganizma Adaptasyonu ile Aygicedi Kabugu Hemiseliiloz

Hidrolizatinin Fermantasyonu

Mikroorganizma hidrolizata bélum 4’de anlatiidigr gibi kademeli olarak énce
edik agar ortaminda sonrada buyime ortaminda adapte edilmistir.
Mikroorganizma CaQ ile asin islem gérmis hidrolizata adapte edilerek
fermantasyonu CaO ile asin titrasyon, CaO ile asin titrasyon + Na,SO; ve
Ca0 ile pH=6'a titrasyon islemi gérmus hidrolizat ile yapiimistir. Literatardeki
bazi galigmalarda mikroorganizmanin  hidrolizata adapte edilerek
fermantasyonunun, hem etanol konsantrasyonunu arttirdigi hem de etanol
aretim hizini arttirdigi belirtilmistir (31,34,36,40). Bu galismada CaO ile asin
titrasyon iglemi ve CaO ile asin titrasyon +Na,SO; islemi gérmus
hidrolizatiarin adaptasyon yapiimis mikroorganizma ile fermantasyonunda,

adaptasyon yapiimamis mikroorganizmaya gore alkol miktarlarinda kiigiik bir
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artisin oldugu géruimistar. Ornegin CaO ile asin titrasyon iglemi gérmiis
hidrolizat i¢in adaptasyon yaptimamis mikroorganizma ile fermantasyon igin
erisilen alkol konsantrasyonu 7,59 g/L iken mikroorganizma adaptasyonu ile
bu konsantrasyon 9,51 g/L’'e ¢ikmustir. Bu fermantasyonda elde edilen etanol
aretim hiz1 Qp 0,057 g/L.saat olarak elde ediimis olup etanol verimi Yp;5 0,32

olarak elde edilmistir.

Sonug¢ olarak mikroorganizma adaptasyonu vyapilan fermantasyonlarda
beklenilen verim ve {Uretim hizi artisina ulasilamamistir. Bu nedenle
calismanin bir sonraki béluminde pH ve karnstirma hizinin fermantasyon

tzerindeki etkileri incelenmistir.

7.3 Aycicedi Kabugu Hemiseliiloz Hidrolizatinin Pichia stipitis ile

Fermantasyonuna pH ve Calkalama Hizinin Etkisi

Aycicedi kabugu hidrolizatinin  Pichia stipitis mayasi ile fermantasyonuna
baslangig pH'1 ve calkalama hizinin etkileri, CaO ile asir titrasyon+ sodyum
sulfit 6n islemi gormus hidrolizat kullanilarak arastinimigtir. Hidrolizat iginde
hemiseliilozdan gelen asetik asit, terpenen, tanin gibi bilesikler bulunur.
Asetik asitin inhibitér etkisi pH'a baghdir. Asetik asitin iyonlasmamis formu
hiicre zarindan gegerek hucre iginde ayrigir ve pH'i dagurar.. Lite_réturde pH’I
en az 5,5-6'ya arttirarak lignoselulozik hidrolizatin fermantasyonunun
gercekiestirilebilecegi belirtiimistir (1). Bu galisgmada pH 5,5-7 araliginda
degistirilerek, aygicedi tohum kabugu hidrolizatinin fermantasyonuna etkisi
incelenmigtir. pH=6 iken alkol konsantrasyonu 11,04 g/L ve etanol verimi
0,32 g/g olarak elde edilirken, baslangig pH'1 5,5 olan fermantasyonda alkol
konsantrasyonunun 9,66 g/L'ye ve alkol veriminin 0,238 g/g degerine
distugu goriimektedir. Ayrica pH=6,5'a arttiriidiginda alkol konsantrasyonu
9,43 g/L ve etanol verimi 0,232 g/g’a diserken, pH=7’e arttinldiginda ise
10,81 g/L konsantrasyonunda alkol ve 0,33 g/g etanol verimine ulastimistir.
Sonug¢ olarak bu sonuglara gore pH etkisi agisindan belirli bir egilim

saptamak gugtur.
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Calkalama hizi fermantasyon igin ortamdaki ¢ézinmis oksijen nedeniyle
onemlidir. D-ksilozu fermente eden mikroorganizmalar kiigiik miktarlarda da
olsa ¢dzunmis oksijene gereksinim gosterirler (1). Deney sonuglarindan
gorulecegi gibi baslangic pH degerinden daha ¢ok ¢alkalama hizi sonuglan
etkilemektedir. Bu c¢alismada fermantasyon igin optimum seviyede bir
calkalama hizi belirlemek amaciyla 70-130 rpm hiz arak@inda deneyler
yaptimistir. 100 rpm c¢alkalama hizinda en yuksek aikol konsantrasyonu
olarak 11,04 g/Uye ve 0,32 g/g etanol verimine ulasiimistir. Ayrica, literatiirde
(58, 59, 60, 61) oksijen miktarinin 6zellikle hidrolizat kaynakii inhibitérierin
bulundugu ortamda mayalarin ksiloz metabolizmasini bilyiik oranda etkiledigi
belitilmistir. Bazi arastirmacilar (57), havalandirma seviyesindeki artisin,

inhibitdr etkisini hafiflettigini séylemiglerdir.

Aycicegdi kabuklari substrat kaynag: olarak alkol Uretiminde kullanimi oldukg¢a
yeni olan bir hammaddedir, bu nedenle literatiirle birebir bir karsilastirma
yapmak olduk¢a zordur. Bu calismanin farkli safhalarinda elde' edilen
maksimum alkol konsantrasyonu, en iyi verim ve alkol Gretim hizi gibi
fermantasyon parametreleri Cizelge 7.1°de literatirle karsilastinimistir. Bu
calismanin sonuglan alkol konsantrasyonu ve verim degerleri agisindan daha
once vyapllan benzer calismalarda elde edilen degerlerin araliginda
kalmaktadir. Diger yandan bu galismadaki tGretim hizi degerlerinin, onceki
calismalanin gerisinde kaldi§1 gériimektedir. Bu durum aygicegdi kabugu
yapisindan gelebilecek ve CaO ile asin titrasyon yonteminin uzaklastirmada

yetersiz kaldi§i zehirlerden kaynakianabilir.
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7.4 Aygicegi Kabugu Hidrolizatindan Pichia stipitis NRRL Y-124 Mayas!
Kullanilarak Fermentoér Sisteminde Etil Alkol Eldesi

Aycicegi kabugu hidrolizatinin  fermantasyon kinetigini tanimlamak igin
yapilan g¢aligmalarin ik kisminda, anaerobik ortamda ve farkl hava akis
hizlarinda biyokiitle biyUmeleri takip edilmistir (Sekil 6.2). Anaerobik ortamda
mikroorganizma blyumesi gézlenememistir. Diger yandan, farkh hava akis
hizlarinda biyokutle buyime egrilerinin birbirlerine yakin oldugu saptanmistir.
Bu gbzlemden ¢ikarak biyokitle buyume hizinin oksijen limitasyonundan
uzak olduguna karar verilerek, hiicre buytumesinin seker kaynakl substrat
limitasyonlu olduguna karar verilmistir. Batin fermentér deneyleri, 0,5776
vvm hava akis hizinda, substrat konsantrasyonu 25-55 g/L aralijinda

degistirilerek gerceklestirilmistir.

Fermantasyon kinetigini tanimlamak Uzere iki farkli kinetik model
gelistiriimistir (bolim 5). Her iki modelde de hucre biyime prosesi'Monod
esitligi ile ifade edilerek kinetik model sabitleri bélim 6.2.1'de anlatildig: gibi
hesaplanmigtir. Calisilan kogullarda substrat ile biyokitle konsantrasyonu
arasinda tek bir lineer esitlik elde edilmediginden her bir farkli baslangi¢
substrat degeri icin, substrat ve biyokitle konsantrasyonu arasinda ayn bir
lineer esitlik elde edilmistir. Her bir lineer regresyon igin istatistik analizi
sonuglart Ek 16’ gésterilmistir. Her bir farklt substrat konsantrasyonu igin elde
edilen lineer esitliklere ait R? degerlerinin bire oldukga yakin g¢iktigi
goralmustir. Ayni zamanda model esitliklerinin ve katsayilarin istatistiksel
dnemini ifade eden ANOVA analizi sonuglarina gére RSS (artik kareler
toplami) degerlerinin sifira yaklagtigt, dolayisiyla regresyon denkleminin hata
payinin oldukg¢a distk oldugu géralmasttr. Bunlarin yaninda ANOVA analizi
sonuglarini veren tablodaki F degerlerine de bakarak substrat ve biyokitle
konsantrasyonu arasinda varsayilan lineer iligkinin eksponensiyel faz igin

gecerli (p<0,01) oldugunu séyleyebiliriz.
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Benzer sekilde alkol ve biyokiitle konsantrasyonu arasinda elde edilen lineer
esitlikler icinde ayni analizler yapiimistir.

Aycicedi kabugu hemisellloz hidrolizatinin  fermantasyon  kinetigini
tanimlamak i¢in yapilan analiz galismalarinda, kinetik parametreler her bir

substrat konsantrasyonu i¢in ayn ayri hesaplanmistir.

Kinetik parametreleri hesaplamak i¢in yapilan lineer olmayan regresyon
sonugclarina gore her iki kinetik modele ait R? degerlerinin bire oldukca yakin
oldugu dolayisiyla deneysel veriler ile kinetik modelin uyum iginde oldugu
goéralmuistir. Model 1 igin lineer olmayan regresyon istatistik analiz
sonuglarina gére (Ek-18) RSS (artik kareler toplami) degerlerinin regresyon
kareler toplamina oranla dusik c¢iktigi dolayisiyla lineer olmayan

regresyonun hata payinin diisuk oldugu dusunilmektedir.

Substrat inhibizasyonunun ihmal edilmedigi ikinci modelde ise lineer dlmayan
regresyon istatistiklerine bakildiginda R? degerlerinin bire olaukga yakin
oldugu, bunun yaninda RSS (artik kareler toplami) degerlerinin regresyon
kareler toplamina oranla dlsik ¢kt dolayisiyla lineer olmayan
regresyonun hata payinin dustk oldugu gérulmustir. Her iki modeie ait lineer
olmayan regresyon istatistik sonuglarina gére (regresyon kareler ortalamasi /
artik(residual) kareler ortalamasi) oranina gére lineer olmayan regresyon
modelinin gecerli oldugu dusunulmektedir. Dolayisiyla iki model arasinda
bariz bir fark gézlenmemistir. Her iki model i¢in deneysel ve model sonuglari
Sekil 7.1-7.8'de gosterilmistir. Kinetik model ile deneysel verilerin uyguniugu
cizilen konsantrasyon zaman grafiklerinde gérilmektedir. Bu grafikierden

eksponensiyel faz sonrasi duragan faza ait noktalarda gosterilmigtir.

Ayrica model olusturmada kullanilan deneysel noktalar ve model sonuglari
arasindaki % bagil hata degerleri Ek 20'de verilmistir. Her iki model i¢in lineer
olmayan regresyon modelinden hesaplanan kinetik model parametreleri

Cizelge 7.2'te verilmistir.
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Sekil 7.1 25 g/L indirgen seker iceren hidrolizatin Egitlik 6.11’e (Model 1) ait
konsantrasyon-zaman grafigi (Deneysel sonuglar; ebiyokitle,
A substrat, +etanol, Model sonuglari;—)

w
o

N
o
5

15

Biyokiitle, indirgen Seker, Etanol (g/L)

0 10 20 30 " 40 5
: Zaman (saat)

0 60 70 80

Sekil 7.2 25 g/L indirgen seker iceren hidrolizatin Egitlik 6-14'e (model 2) ait
konsantrasyon-zaman grafigi(Deneysel sonuglar,  ebiyokitle,
A substrat, +etanol, Model sonuglari;,—)
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Sekil 7.3 35 g/L indirgen seker igeren hidrolizatin Esitlik 6.11’e (model 1) ait
konsantrasyon-zaman grafigi (Deneysel sonuglar; ebiyokitle,
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Sekil 7.4 35 g/L indirgen seker igeren hidrolizatin Esitlik 6.14'e (model 2) ait
konsantrasyon-zaman grafi§i (Deneysel sonuglar; ebiyokdtle,
A substrat, +etanol, Model sonuglari,—)
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Sekil 7.5. 45 g/L indirgen seker iceren hidrolizatin Esitlik 6.11'e (model 1) ait
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A substrat, +etanol, Model sonuglari,—)
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Sekil 7.6. 45 g/L indirgen seker igeren hidrolizatin Esitlik 6.14’e (model 2) ait
konsantrasyon-zaman grafiji (Deneysel sonuglar, ebiyokdtle,
A substrat, +etanol, Model sonuglar;—)



86

(02}
o

, Etanol (g/L)
3

40

Biyokiitle, indirgen Seker

40 60 80 100

Zaman (saat)

Sekil 7.7. 55 g/L indirgen seker iceren hidrolizatin Esitlik 6.11'e (model 1) ait
konsantrasyon-zaman grafigi (Deneysel sonuglar; +biyokitle,
A substrat, +etanol, Mode| sonuglari;,—)
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A substrat, +etanol, Mode| sonuglari;—)
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Cizelge 7.2 Model 1 ve 2'den hesaplanan kinetik parametreler

Konf;’r?éta’:‘;onu MODEL 1 MODEL 2
Hm Ks K, Km Ks Ki
(saat!) | (g/L) | (gl) |(saat™) | (g/L) | (g/L)
25 g/L 0,030 | 16,854 | - 0,014 | 7,08 | 46,32
35 g/L 0,048 | 15275 | - 0,010 | 2,27 | 40,24
45 g/L 0,021 | 12,793 | - 0,010 | 527 | 73,00
55 g/L 0,018 | 17,902 | - 0,002 | 121 | 5550

Model 1 i¢in hesaplanan maksimum spesifik bayume hizi uy 0,018-0,048
saat™” araliginda, K¢ monod sabiti ise 12,8-17,9 g/L araliginda degismektedir.
Model 2 i¢in hesaplanan maksimum spesifik bayuime hizi pm 0,002-0,014
saat™ araliginda, Ks monod sabiti ise 1,21-7,08 g/L araliinda degismektedir.
Ayrica model 2'de substrat inhibizasyonunu ifade eden K, sabiti ise 40-73 g/L
araliginda deg@ismistir. Model 1 ile her bir substrat konsantrasyonu igin
bulunan maksimum spesifik bliyime hizi puy degerlerinin birbirine ¢ok yakin
olmadigi dusunilerek model 2 tanimlanmigtir, model 2'deki maksimum
spesifik blyime hizi pn, degerlerinin birbirine yakin oldugu ancak Ksg
degerlerinin birbirine gok yakin olmadigi gérilmustir. Daha énce belirttidimiz
gibi hidrolizat igerisindeki toplam indirgen seker miktari digsaridan sentetik
ksiloz ilavesiyle arttinlmisgti. Bu durumda ortamdaki toplam indirgen seker
icerisindeki ksiloz miktari artmis olmaktadir. Bu durumun, mayanin substrat

metabolizmasini etkileyebilecedi diusiniimektedir.

Bu ¢alismada, bitin substrat konsantrasyonlarini ifade etmeye yonelik tek
pm Ve Ks sabitlerinin bulunulmasi da arastinimigtir. Bu amagla Model 1 icin
elde edilen pm ve Ks degerlerinivn ortalamas! hesaplanarak, 1=0,02925saat”
ve Ks=15,71 g/L alinip, Model égitliklerinden Sekil 7.9-7.12'de verilen
grafikler ¢izilmistir. Deneysel sonuglarla yapilan karglla‘stlrmadan, substrat

konsantrasyonunun 25g/L oldugu fermantasyon disinda, diger deneyler igin
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calismada elde edilen kinetik parametrelerin literatir ¢alismalanyla
karsilastinimasi Cizelge 7.3'te verilmektedir.
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Sekil 7.9. 25 g/L indirgen seker iceren hidrolizatin Esitlik 6.11’e (model 1) ait
konsantrasyon-zaman grafigi (um=0,02925 saat™”, Ks=15,71 g/L)
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Sekil 7.10. 35 g/L indirgen seker iceren hidrolizatin Esitlik 6.11'e (model 1) ait
konsantrasyon-zaman grafigi (41m=0,02925 saat™, Ks=15,71 g/L)
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Sekil 7.11. 45 g/L indirgen seker iceren hidrolizatin Esitlik 6.11’e (model 1) ait
konsantrasyon-zaman grafigi (um=0,02925 saat”', Ks=15,71 g/L)
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Sekil 7.12. 55 g/L indirgen seker iceren hidrolizatin Esitlik 6.11’e (model 1) ait
konsantrasyon-zaman grafigi (u=0,02925 saat™, Ks=15,71 g/L)
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8. SONUG VE ONERILER

Aycicedi tohum kabugu hemiseliloz hidrolizatindan Pichia stipitis NRRL Y-
124 mayasi ile fermantasyonla etil alkol elde edilmesine yénelik olarak
yapilan bu galismada, oncelikle etil alkol fermantasyonu 6ncesi hidrolizata
farkli zehir giderici 6n iglemler uygulanmig ve bu &n islemlerden CaO ile agin
titrasyon+sodyum silfit ilavesini igceren islemin digerlerine oranla hidrolizatin
fermantasyon performansini daha ¢ok olumlu yénde etkiledigi géralmustar.

ikinci olarak, Pichia stipitis mayasi, CaO ile pH 10’a kadar asin titrasyon
islemi gormus aygicedi kabugu hidrolizatina kademeli olarak (bdlum 4)
adapte edilmistir. Bu islemle, mikroorganizma hidrolizat icerisindeki zehirlere
kargt daha direngli hale gelmektedir. Mikroorganizmanin hidrolizata
adaptasyonu ile gergeklestirilen hidrolizat fermantasyonu sonucunda
fermantasyon sirasinda elde edilen maksimum alkol konsantrasyonunun bir
miktar arttigi gérilmus ancak, adapte edilmis mikroorganizma ile 6n iglem
gérmis hidrolizatlarin fermantasyon performansinin beklenildigi kadar iyi

olmadigi gézlenmistir.

Aygicedi kabugu hidrolizatinin galkalamali kaplarda yapilan fermantasyon
deneylerine baslangic pH ve calkalama hizinin etkisinin arastinldigs bu
bélumde, baslangig pH'ini (5,5-7,0) degistirmenin hidrolizat fermantasyonuna
belirgin bir etkisi saptanamamistir. Ancak 70-130 rpm arasinda denenen
calkalama hizinin fermantasyon tizerine olumlu bir etkisi olmus ve en ylksek
alkol konsantrasyonu pH=6 ve ¢alkalama hizinin 100 rpm oldugu

fermantasyon kosullarinda elde edilmisgtir.

En yuksek alkol konsantrasyonu 11 g/L degerinde 48 g/L toplam indirgen
seker iceren bir hidrolizattan baslangi¢ pH' 6 da ve 100 rpm calkalama
hizinda elde edilmistir. Bu degere karglllk gelen alkol verimi 0,32g/g, alkol
uretim hizi ise 0,065 g/lLsaat dir. Bu degeri ba§lah'g—;|9taki kati miktan
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Gizerinden verime ¢evirirsek, seyrelmeleri ve aradaki islemleri de hesaba

katarak 0,04 g alkol/g kati veriminde alkol elde edilmigtir.

Yapilan g¢aligmanin son béliminde ise aygicegi kabudu hidrolizatindan
Pichia stipitis mayasi ile fermantasyonunu tanimlayan kinetik modellerin
geligtirimesine galisilmigtir. Fermentdr deneylerinde, sisteme bir miktar hava
gonderilmekle birlikte biyokitle bilyliime hizinin oksijen limitasyonundan uzak
oldugu sadece substrat limitasyonlu oldudu dasinulmustir. Eksponensiyel
faz boyunca substrat ve biyokiitle konsantrasyonu arasinda lineer bir iligkinin
oldugu ve ayni lineer iligkinin Uriin ve biyokltle konsantrasyonlari arasinda
oldugu sonucuna varilmigtir. Bu galismada kinetik parametreler her bir
substrat konsantrasyonu igin ayri ayri hesaplanmigtir. Kinetik model ile
deneysel sonuglarin fermantasyon siresince uyum iginde oldudu
goralmustir. Fermentér sisteminde pH kontroliiniin yapllmasmin bu uyumu

daha da arttiracagi distintulmektedir.

Bu ¢calismanin sonucunda daha sonraki ¢alismalar i¢in sunlar énerilebilir;

e Substrat olarak degisik lignoseliilozik hammaddeler kullanilabilir.

e Daha farkh hidroliz hazirlama yontemleri ve hazirlanan hidrolizatiara
daha etkili ve ekonomik degisik 6n iglemler uygulanabilir.

« Mikroorganizma adaptasyonu ydntemi gelistirilebilir.

o Immobilize hiicre kilturleri kullanilabilir.

e Genetik mihendisligi tarafindan gelistirilmis  farkh mikroorganizma
tarleri kullanilabilir.

¢ Hidrolizat ortamindaki zehirlere karsi daha dayanikli
mikroorganizmalar gelistirilebilir.

e Degisik fermantasyon ortam kosullart (sicaklik pH, karnistirma hizi)
denenebilir.

e Fermentdr sistemindeki kontrqller attirlarak” (pH, ¢ozinmis Oy),

fermantasyon kinetigi daha kapsami incelenebilir. -
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Fermantasyon kinetigini tanimlayan daha:- kapsamhi modeller
geligtirilebilir. Fermantasyon ortaminda bulunan substratlarin tamami
sadece mikroorganizmalarin Uremesi ya da drin olusumunda
kullanilmazlar. Ortamdaki substratin bir kismi mikroorganizmalarin
hareketleri ve solunumlar gibi yasam igin gerekli olaylarda harcanir.
Bunun yaninda mikroorganizmalar hicre canlihgini korumak igin
gerekli enerjinin bir kismini, bazi hicrelerin bozunmasi ya da
oksidasyonuyla saglarlar. Bu nedenle bakim terimi ve endojenik
respirasyon (hucre i¢i solunum) terimleri de kinetik ifadelere
eklenmelidir. Bunlarin yaninda fermantasyon slresince pH
kontroliiniin  yapiimadi§i fermentér deneylerinde, hidrojen iyon
konsantrasyonunun alkol olusumu uzerinde ve kismen de biyokitle
bliyume hizi Uzerinde énemli bir etkiye sahip oldugu baz literatar
calismalarinda belirtiimistir (43). Bu nedenle bdyle bir fermentér

sisteminde pH'in kontrol edilmesinin énemli oldugu distnalmektedir.
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EK-1

Mikroorganizma icin Agirlik Tayini
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Mikroorganizma igin Agirlik Tayini

Buyldme ortamindan alinan 10 mL’lik iki érnegin 600 nm dalga boyunda UV
spektrofotometrede absorbanslar élgulir. iki tane bos santrifij tlplnin
agirh@i tartihr, daha sonra her ikisine de 10 mL'lik ¢ozelti konur. Tupler 2000
rom’de 10 dakika santrifilj edilerek Ustteki sulu kisim atilir ve % 0,9'luk NaCl
¢bzeltisinden 5 mL ilave edilerek tekrar 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir.
Ustteki sulu kisim pipetle gekilip alinir. Tupler 90 °C’de 20 saat siire ile
kurutulduktan sonra sogumasi igin iginde CaCl, olan bir desikattre konur.
Daha sonra tuplerin agirhklan tartihr ve tip agirliklarn arasindaki farktan
mikroorganizmanin kuru adirhgi elde edilir. Absorbans ve kuru agirlik

arasindaki iligkiyi veren baginti,
Absorbans = 1,9 x Kuru Agirlik (g/L)

seklinde elde edilir.
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EK-2

Pichia stipitis NRRL Y-124 Mayasina Ait Biylme Egrisi
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EK-3

DNS Yontemiyle indirgen Seker Analizi
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DNS Yontemiyle indirgen Seker Analizi

%1 3,5-dinitro salisilik asit, %0,2 fenol, %0,005 sodyum siiifit, %20 Rochelle
tuzu igerecek sekilde tartilan bu maddeler %1 NaOH ¢o6zeltisinde ¢ozilirler.
Bu c¢ozeltiye DNS belirteci denir. DNS belirteci igerdigi suffitin atmosferik
oksijen tarafindan oksitlenmesi ile bozunur, dolayisiyla tekrar eklemek
gerekir. Bunu Onlemek icin sulfit DNS belirteci hazirlanirken ¢ézeltiye
eklenmez ancak kullanilacag: zaman gereken 6lgiide eklenir. Indirgen seker
analizi icin 1 mL indirgen seker iceren numune 20 mL’lik deney tiplne
konarak Uzerine 3 mL DNS belirteci eklenir ve tipin agzi kapatilarak
kaynamakta olan su banyosunda 5 dakika bekletilir. Daha sonra tupteki
¢ozeltinin Gzerine 10 mL saf su eklenerek 550 nm’de UV spektrofotometrede
indirgen seker icermeyen referans c¢ozeltiye karsi absorbansi okunur.
Referans ¢oézelti, 1 mL saf su + 3 mL DNS belirtecinin kaynayan su
banyosunda 5 dakika tutulup Gzerine 10 mL saf su eklenmesi seklinde

hazirlanir.

Absorbanstan konsantrasyon birimine gegebilmek amaciyla konsantrasyonu
bilinen ksiloz ¢oézeltileri hazirlanarak yukaridaki islemlerden gegcirilir ve
absorbans okunur. Daha sonra konsantrasyona kargi absorbans grafigi
cizilerek konsantrasyon ile absorbans arasinda asagidaki gibi bir baginti elde
edilir (5).

Abs = -0,0653034 + 1,1337179 x Kons(g/L)
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EK-4

Etil Alkol Analizi
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Etil Alkol Analizi

Belirtec ve Maddeler

1) 0,04 N Potasyum di kromat ¢dzeltisi (K2Cr207).
1,96 g KoCrO7; 600 mL saf suda ¢ozildikten sonra balon jojeye aktanlr.
400 mL derigik HSO4 azar azar eklenerek 1000 mL'ye tamamianir.

2) Kl kristalleri.
3) 0,1 N NayS,0; gozeltisi.
25 gram Na;S$S203.5H,O ve 0,1 gram Na,CO; maddeleri 1000 mL suda

c6zulerek hazirlanir. Hazirlanan bu ¢ézelti karanlkta sakianir.

4) % 1 Nisasta ¢ozeltisi.
1 g nisastanin 100 mL saf suda isttilarak ¢6ziinmesi ile hazirlanir.

Deneyin Yapilist

1) 0,5 mL analizi yapilacak érnek rodajli balonun igine konur. Diizenekte
sogutucunun altina yerlestirilen erlene 25 mL K;Cr,O; ¢oézeltisi konur.
Sisteme buhar gonderilir ve toplam hacim 50 mL oluncaya kadar

distilasyona devam edilir.

2) 50 mL olan numune 60 °C'lik su banyosunda 25 dakika bekletilir, erlen
sogutulur ve daha sonra igine 0,5-1,0 g Kl ilave edilerek karanhk bir
ortamda 5 dakika bekletilir.

3) Karanlikta 5 dakika beklemis olan ¢ozelti 0,1 N'lik Na,S;0s ¢ozeltisi ile
agik sarn renk elde edilinceye kadar titre edilir. Bu noktada cozeltiye %

1’lik nigasta ¢ézeltisinden yaklasik 1 mL ilave edilir. Titrasyona koyu mavi
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nigsasta - iyot kompleksinin renginin Cr III iyonlarinin agik mavi-yesil

rengine dénene kadar devam edilir.

4) 25 mL K;Cr;O7 c¢ozeltisi ve 25 mL saf su karngimina 0,5 - 1,0 g Kl
konularak elde edilen blank ¢ozeltisine de ayni igslemler uygulanir.

Hesaplamalar

Blank ve 6rnek i¢in sarfedilen tiyosulfat miktarlari arasindaki fark, érnekteki
alkol ile tilketilen dikromatin miliesdegerligini verir. Buna gére etil alkol ile
potasyum dikromat ¢bzeltisi arasindaki reaksiyon su sekildedir.

2K2Cr07 + 8H2S04 + 3C2HsOH—>CH3COO0H + 3Crp(S04)3 + 2K,SO4+11 H20
(Vblank-Vemek) X Nna2s203 = Miliesdeder kacro7 (etil alkolle reaksiyona giren)
Yukaridaki reaksiyon stokiometrisine gére 3 mol C,HsOH igin 2 mol K,Cr,04
gerekili.

1 mol K;Cr,07 = 6 esdeger

2 mol K,Cr,07 = 12 esdeger

3 mol C;HsOH = 12 esdeger K,Cr,0y ile reaksiyona girer.

1 mol C,HsOH = 4 esdeder K,Cr,0y ile reaksiyona girer.

Buna gore 6rnek bir hesaplama asagidaki gibidir.

Ornek Hesaplama

0,5 mL numune igin yapilan etil alkol analizi igin ;

Blank i¢in harcanan tiyosiifat = 11,6 mL.

Ornek igin harcanan tiyosiiifat = 7,5 mL. i
(11,6-7,5) x 0,1 = 0,41 miliegdeger = 0,41 x107 esdeger ‘KZCr207
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(0,41 X10'3 e§deger KQCI'207 ) X (1 mol CszOH /4 e§deger Ksz207)
= 1,025x10™* mol C,HsOH

Mearson = { (1,05x107 x 46) /0,5 } x 1000 = 9,66 g/L Co.HsOH
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EK-5

% 20 ve % 40 Hidrolizat iceren Bilyume Ortaminda Pichia
stipitis NRRL Y-124 Mayasina Ait Buyime Egrisi
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EK-6

30 g/L indirgen Seker iceren Aycicedi Kabugu Hidrolizati

ile Fermantasyon Deney Sonuglari



pH=6, Kanstirma hiz1 70 rpm, 30°C

Cizelge E6.1 Sentetik D-Ksiloz ile fermantasyon deney sonuglari

Zaman(st) Biyokutle(g/1) Ksiloz(g/l) Etanol(g/l)

0 1,07 30,000 -

24 1,44 26,440 4,54
46 2,75 15,869 6,918
72 4,07 2,598 10,161
96 3,92 0,587 11,026

120 45 0,507 11,026

144 5,84 10,103 10,160

fermantasyon deney sonuglari
pH=6, Kanistirma hizi 70 rpm, 30°C

Cizelge E6.2 CaO ile pH=10’a asin titrasyon 6n iglemi gérmus hidrolizat ile

Zaman(st) Biyokutle(g/l) Ksiloz(g/) Etanol(g/)

0 1,978 2903 | -
24 2,890 23,82 1,83
48 4,090 21,2 1,37
72 3,798 19,98 5,25
96 4,635 11,52 3,88
120 4,963 8,34 5,47
144 5,850 7,11 4,79
168 8,308 5,77 4,79
192 8,630 6,71 4,14
216 5,287 3,82 2,99
240 4,960 3,91




hidrolizat ile fermantasyon deney sonugclari
pH=6, Kanistirma hizi 70 rpm, 30°C

Zaman(st) Biyokitle(g/1) Ksiloz(g/l) Etanol(g/l)
0 1,934 26,02 | e
24 2,708 22,60 2,97
48 2,984 16,61 2,97
72 3,610 15,64 3,88
96 3,788 11,49 6,16
120 5,373 8,45 5,47
144 6,474 7,22 5,70
168 7,466 6,00 5,02
192 10,140 6,00 5,62
216 4,550 4,80 4,60
240 4,300 4,37

gérmis hidrolizat ile fermantasyon deney sonuglari
pH=6, Karistirma hizi 70 rpm, 30°C

Zaman(st) Biyokitle(g/) Ksiloz(g/l) Etanol(g/l)
0 1,912 24324 | e
24 1,713 20,020 3,19
48 2,710 18,971 2,51
72 3,870 14,270 479
96 6,230 12,530 4,11
120 7,510 11,600 4,56
144 6,064 10,835 3,42
168 7,768 9,570 3,65
192 5,930 3,460 4,83
216 8,977 1,720 - 5,06
240 4,880 2,99

115

Cizelge E6.3 CaO ile pH=10a asin titrasyon + Na;SO3; 6n iglemi gérmuis

Cizelge E6.4 CaO ile pH=10'a asin titrasyon + Aktif Karbon én iglemi
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Cizelge E6.5 CaO ile pH=6'a nétralize edilmis hidrolizat ile fermantasyon

deney sonuglan
pH=6, Karistirma hizi 70 rpm, 30°C

Zaman(st) Biyokutle(g/l) Ksiloz(g/l) Etanol(g/l)
0 2,056 24613 | -
24 3,030 18,176 3,65
48 3,870 13,440 3,88
72 3,453 9,786 4,34
96 5,760 4,540 479
120 5,180 5,410 4,34
144 8,710 6,720 3,88
168 6,042 4,144 3,19
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EK-7

30 g/L indirgen Seker iceren Aycicedi Kabugu Hidrolizati

lle Fermantasyonuna Ait Konsantrasyon-Zaman Grafikleri



12
- Septetik
10 | _ . _CaOss sifit X /'A\
— - — CaO+AKtfC fo
_.' N , ’/,' w \ J.\
=8 | % - CaOpH=6 N VAR
S A Yoo
E ’/ ;I\ : l/r . ’, “\ ~\
- SN \
2 6 - /I'Q,; ¢’ ‘6 XN
(=] . - .‘g.»;‘f L
) lv-/ ﬁ;/ 2 A 2
@4 S e o )
. ﬁ/, ’.‘5?'
2 ;,;'/‘. . e’;
0 T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
zaman(st)

118

Sekil E7.1 30 g/L indirgen seker iceren hidrolizatin fermantasyonunda 6n

islemlerin biyokitle bllyimesine etkisi
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Sekil E7.2 30 g/L indirgen seker igeren hidrolizatin fermantasyonunda indirgen

seker konsantrasyonu
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Sekil E7.3 30 g/L indirgen seker igeren hidrolizatin fermantasyonunda etanol
konsantrasyonu
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EK-8

48 g/L indirgen Seker Iceren Aycicegdi Kabugu Hidrolizati

lle Fermantasyon Deney Sonuglari



pH=6, kanistirma hiz) 70 rpm, 30°C

Cizelge E8.1 Sentetik D-Ksiloz ile fermantasyon deney sonuglarn

Zaman(st) Biyokutle(g/) Ksiloz(g/) Etanoi(g/1)
0 1,095 47,516 -

21 1,82 42,34 4,414
41 2,9 40,1 5,06

68 5,784 29,93 9,292
96 8,12 13,42 11,615
118 8,95 0,853 16,33
142 8,87 0,781 16,33
166 9,43 16,34
189 8,18 0,35 12,5

fermantasyon deney sonuglari
pH=6, kanistirma hiz) 70 rpm, 30°C

Zaman(st) Biyokutle(g/l) Ksiloz(g/l) Etanol(g/l)
0 1,735 42,32 ---
24 2,84 40,642 4,4137
49 3,205 37,35 5,29
69 4,123 33,35 5,34
96 6,14 34,92 6,04
118 6,71 19,27 7,59
142 9,93 22,7 7,59
166 11,55 10,051 7,21
189 13,25 7,11 5,5
216 14,76 8,57 2,644

121

Cizelge E8.2 CaO ile pH=10a asiri titrasyon 6n islemi gérmis hidrolizat ile



122

Cizelge E8.3 CaO ile pH=10a asin titrasyon + Na,SO3 6n iglemi gérmis
hidrolizat ile fermantasyon deney sonuglari

pH=6, karistirma hizi 70 rpm, 30°C

Zaman(st) Biyokdtle(g/) Ksiloz(g/) Etanol(g/l)
0 1,945 47,27 -
24 3,695 37,76 4,1814
49 3,63 31,68 46
69 3,78 31,37 5,34
96 5,85 30,24 3,02
118 7,2 23,41 6,44
142 9,797 17,127 8,51
166 9,97 13,3 8,3
189 11,61 9,97 3,36
216 7,55 7,45 4,3263

gérms hidrolizat ile fermantasyon deney sonuglari
pH=6, karigtirma hiz1 70 rpm, 30°C

Zaman(st) Biyokutle(g/l) Ksiloz(g/!) Etanol(g/l)
0 1,987 43,47 -
24 1,62 40,23 4,646
49 3,33 36,18 5,06
69 4,233 35,64 5,58
96 53 32,36 6,04
118 6,862 24,26 6,67
142 9,193 21,76 7,36
166 10,23 13,96 7,7
189 11,48 9,5 6,25
216 13,25 8,96 3,8456

Cizelge E8.4 CaO ile pH=10a asin titrasyon + Aktif Karbon &n iglemi
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Cizelge E8.5 CaO ile pH=6'a nétralize edilmis hidrolizat ile fermantasyon

deney sonuclan

pH=6, karnigtirma hizi 70 rpm, 30°C

Zaman(st) Biyokutle(g/l) Ksiloz(g/l) Etanol(g/l)
0 1,962 43,87 -

21 1,27 35,78 3,72
41 2,63 34,16 46

68 3,92 37,035 5,58
96 5,65 30,602 6,272
118 7,55 24,664 6,44
142 8,07 21,901 7,82
166 9,34 15,32 7,21

192 8,28 8,74 7,93
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EK-9

48 g/L indirgen Seker iceren Aycicedi Kabugu Hidrolizati

ile Fermantasyonuna Ait Konsantrasyon-Zaman Grafikleri
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Sekil E9.2 48 g/L Indirgen seker igeren hidrolizatin fermantasyonunda

indirgen seker konsantrasyonu
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EK-10

Aycicegi Kabugu Hidrolizatina Mikroorganizma

Adaptasyonu ile Fermantasyon Deney Sonuglari



Cizelge E10.1 CaO ile pH=10a asin titrasyon 6n iglemi gérmus hidrolizatin

adapte mikroorganizma ile fermantasyonu

pH=6, Karnigtirma Hizi=70 rpm, 30°C

Zaman(st) Biyokutle(g/l) Ksiloz(g/l) Etanol(g/l)
0 3,578 44,285
16 3,440 39,330 2,486
22 4,112 37,125 3,890
46 4,034 32,087 4,540
70 4,596 30,827 5,189
94 5,647 27,183 5,405
116 6,913 26,014 6,486
142 5,865 19,728 7,135
166 7,500 14,678 9,513
190 7,974 11,800 7,567
216 7,830 10,084 5,620

Cizelge E10.2 CaO ile pH=10'a asIn titrasyon+Na;SO3; 6n islemi gérmis
hidrolizatin adapte mikroorganizma ile fermantasyonu
pH=6, Kanistirma Hizi=70 rpm, 30°C

Zaman(st) Biyokutle(g/l) Ksiloz(g/) Etanol(g/l)
0 3,445 45,000 —
16 3,655 41,062 2,810
22 3,361 41,030 3,460
46 3,813 38,295 3,890
70 5112 35,326 4,973
94 5,268 30,827 5,837
116 5,650 26,374 6,486
142 5,625 25,384 6,486
166 6,120 18,500 8,216
190 7,184 13,688 9,613
216 7,766 13,000 © 6,918
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Cizelge E10.3 CaO ile pH=6'a titrasyon 6n iglemi gérmis hidrolizatin adapte
mikroorganizma ile fermantasyonu
pH=6, Karistirma Hizi=70 rpm, 30°C

Zaman(st) Biyokutle(g/) Ksiloz(g/l) Etanol(g/l)
0 3,763 45705 | e
16 3,508 41,890 2,810
22 4,764 40,600 3,243
46 5,121 37,980 3,243
70 4,810 35,641 4,973
94 6,407 32,627 4,756
116 5,842 26,329 5,189
142 5,580 26,458 5,62
166 6,480 23,945 6,054
190 8,011 19,540 4,702
216 9,855 16,370 4,973
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EK-11

Aycicegi Kabugu Hidrolizatina Mikroorganizma
Adaptasyonu ile Fermantasyonuna Ait Konsantrasyon-

Zaman Grafikleri
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Etanol (g/l)
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EK-12

Aycicedi Kabugu Hidrolizatinin Fermantasyonuna

pH ve Calkalama Hizinin Etkisi
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Cizelge E12.1 Aygicedi kabugu hidrolizatinin Pichia stipitis ile
fermantasyonu

pH=6, Karistirma Hizi=70 rpm,

Fermantasyan Hacmi 135 mL

Zaman(st) Biyokutle(g/l) Ksiloz(g/l) Etanol(g/l)
0 1,95 4727 | -
24 3,70 37,76 4,18
49 3,53 31,68 4,60
69 3,78 31,37 5,34
96 5,85 30,24 3,02
118 7,20 23,41 6,44
142 9,80 17,13 8,51
166 9,97 13,30 8,30
189 11,61 9,97 3,36
216 7,55 7,45 4,33

fermantasyonu

pH=6, Karistirma Hizi=100 rpm,

Fermantasyan Hacmi 135 mL

Cizelge E12.2 Aygicegdi kabugu hidrolizatinin Pichia stipitis ile

Zaman(st) | Biyokitle(g/l) | Ksiloz(g/l) Etanol(g/l)
0 - 48,00 | e
24 2,28 39,19 3,00
51 2,44 35,75 4,37
72 6,24 34,05 575
97 7,59 31,09 7,36
120 9,78 26,64 7,13
144 10,23 20,06 8,51
168 10,55 13,66 11,04
192 10,52 12,46 9,90
216 16,12 11,05 8,37
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Cizelge E12.3 Ayg¢icegdi kabugu hidrolizatinin Pichia stipitis ile

fermantasyonu

pH=6, Karnstirma Hizi=130 rpm,

Fermantasyan Hacmi 135 mL

Zaman(st) Biyokitie(g/l) Ksiloz(g/l) Etanol(g/l)
0 2,514 48,00 | -
25 4,26 41,50 3,22
48 5,86 39,91 4,83
72 8,44 34,85 4,83
96 14,53 23,46 7,59
120 14,58 12,75 8,97
144 18,09 9,38 6,90
168 22,84 9,89 6,44

fermantasyonu

pH=5,5, Kanstirma Hizi=100 rpm,

Fermantasyan Hacmi 135 mL

Cizelge E12.4 Aycigcegdi kabugu hidrolizatinin Pichia stipitis ile

Zaman(st) Biyokutle(g/l) Ksiloz(g/!) Etanol(g/l)
0 1,73 48,00 | -
24 1,82 36,00 2,76
48 2,61 30,47 4,60
72 2,77 26,78 5,98
97 474 19,12 7,13
120 5,03 12,90 8,97
144 6,32 7,40 9,66
168 9,84 4,58 8,74
192 8,62 3,20 8,51
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Cizelge E12.5 Aygicedi kabugu hidrolizatinin Pichia stipitis ile

fermantasyonu

pH=6,5, Kanstirma Hizi=100 rpm,

Fermantasyan Hacmi 135 mL

Zaman(st) Biyokutle(g/l) Ksiloz(g/l) Etanol(g/l)

0 2,39 4800 | = -
25 3,46 39,59 3,91
48 4,17 39,44 5,98
72 4,83 36,29 4,83
96 7,26 30,80 5,29
120 7,50 24,04 8,28
144 8,26 18,68 8,51
168 13,34 11,56 8,05
195 - 7,36 9,43
216 13,05 5,74 7,82

fermantasyonu

pH=7, Kanstirma Hizi=100 rpm,

Fermantasyan Hacmi 135 mL

Cizelge E12.6 Aygigegdi kabugu hidrolizatinin Pichia stipitis ile

Zaman(st) Biyokitle(g/l) Ksiloz(g/l) Etanol(g/l)

0 2,88 48,00 | -

25 3,72 37,89 4,37
48 4,37 36,76 4,37
72 6,94 34,16 6,67
96 7,66 29,42 8,05
120 8,76 22,84 8,28
144 7,64 14,96 10,81
168 9,22 11,92 8,97
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EK-13

Aycicegdi Kabugdu Hidrolizatinin Farkh pH ve Calkalama
Hizlarindaki Fermantasyonuna Ait Konsantrasyon-Zaman
Grafikleri



138

18
-+ - pH=55 .
16 N S p— pH:G /‘
A - pH=B5 :
14 H=7
me Ao,
212 4 , /
o I S
10 A
5 e N i .""'/. e
5 8 : '4 S
> Pl .
@ 6 Pl -
- // A P L 4
4 e - -7

A1 mT )

2 . —- -

0 // T T 1 T

0 50 100 150 200 250
zaman(saat)

Sekil E13.1 Aycicedi kabugu hidrolizatinin fermantasyonunda pH'in
biyokiitle konsantrasyonuna etkisi(100rpm)

60 j
--# - pH=55
—m— pH=6,0

50 o iy pH=6,5
g \\‘k o g8 pH=7
3'40 - N \\’\._ e
= . Tt
= A
30 - * L
D e e
c R ER
5 IR
=00 o
T ’ n
E ~ .\ A‘\?\\

- § -l\i‘ T
10 | .
.. Ao
T @ A
0 j ‘ ’ 0 :
. 50 100 150 200 250
zaman(saat)

Sekil E13.2 Aygigegdi kabugu hidrolizatinin fermantasyonunda pH'in
indirgen seker konsantrasyonuna etkisi(100rpm)



Etanol(g/L)

: -

0 50 100 150 200 250
Zaman(saat)
Sekil E13.3 Aycicegdi kabugu hidrolizatinin fermantasyonunda pH'in
etanol konsantrasyonuna etkisi(100rpm)
25
. 70rpm A
~~~~~~ |- - 100rpm //
20 B S - 130rpm ///
‘/
— 7
< 4 .
915 T ‘ ,,,,, IO ‘/ /
9
5
X i
.10 - y P A 2
m A . -
. L . *
1?_/,‘.’:' R T
0 I— . — T T
50 10 50 200 250
0 Qaman(saats

Sekil E13.4 Aygicegdi kabugu hidrolizatinin fermantasyonunda calkalama

hizinin biyokitle konsantrasyonuna etkisi (pH=6)

139



60 T
. - — &~ 70rpm
®  100rpm
- —+ ) oo 130rpHN
g AN
D0 g 4
;‘; R = ‘
‘d,;‘ 20 | - o .}ﬂ“f."i!i.:\
c o
o A el
9 .\ N
-1220 j \:
£ R e e
10 - a4 e W
. 4
0 N - ‘ 0 :
o 50 100 150 g0 250
Zaman(saat)

Sekil E13.5 Aycicegi kabugu hidrolizatinin fermantasyonunda ¢alkalama

hizinin indirgen seker konsantrasyonuna etkisi (pH=6)

12
¢ - 70rpm -
——m—-100rpm 7 b N
07 4 130mm =
A o
- -« .

8 J \/x/ ’3 -
3 Aa
) 3 7 . g
o 6 /
g /,Q—I,
- T
- 4 ’/~ *

RS .
i/
o
/
0% ] - : -
0 50 10 50 200
Eaman(saat}

250

Sekil E13.6 Aygicedi kabudu hidrolizatinin fermantasyonunda galkalama

hizinin etanol konsantrasyonuna etkisi (pH=6)

140



141

EK-14

Aycicegi Kabugu Hidrolizatinin Fermentor

Sistemindeki Deney Sonuglari



fermantasyon deney sonuglari

Karistirma Hizi=100rpm, pH=6, 30 °C

Oksijen Transfer Hizi = 0,576 vvm

Cizelge E14.1 25 g/L indirgen seker iceren ayg¢icedi kabugu hidrolizati ile

Zaman(st) Biyokdtle(g/l) Ksiloz(g/l) Etanol(g/l)
0 3,2 25 --
2 3,33 25,083 1,38
4 3,76 26,240 1,15
19 3,96 24,870 0,92

23 571 22,300 1,61
28 4,71 22,624 2,99
43 5,50 18,031 2,30
48 5,35 18,720 3,22
52 7,05 18,250 3,45
67 4,75 8,550 3,68
76 2,97 9,600 414

fermantasyon deney sonuglari

Karistirma Hizi=100rpm, pH=6, 30 °C

Oksijen Transfer Hizi = 0,576 vvm

Cizelge E14.2 35 g/L indirgen seker iceren aygicegdi kabugu hidrolizati ile

Zaman(st) Biyokitle(g/l) Ksiloz(g/l) Etanol(g/l)
0 2,495 35 1 e
2 2,95 33,184 0,46
4 3,72 31,412 0,92
6 3,078 32,75 0,46

21 5,45 29,604 2,07
25 5,374 28,483 3,22
30 7 25,083 4,14
45 5,963 12,932 6,67
49 5,493 7,688 4,83
54 6,288 8,16 46
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fermantasyon deney sonuglari

Karistirma Hizi=100rpm, pH=6, 30 °C

Oksijen Transfer Hizi = 0,576 vwm

Cizelge E14.3 45 g/L indirgen seker iceren aygicedi kabugu hidrolizati ile

Zaman(st) Biyokuatle(g/l) Ksiloz(g/l) Etanol(g/l)
0 2,10 45 | -
2 2,15 38,39 0,69
4 2,10 41,90 2,53
6 1,95 40,78 1,38

21 3,35 40,50 1,61
25 3,09 39,12 1,84
30 3,83 39,51 1,38
45 4,50 40,19 1,61
50 5,10 38,57 2,30
53 5,66 38,00 3,22
71 5,60 32,35 5,29
80 7,47 24,80 5,98
97 6,87 8,56 8,74
120 6,60 7.8 6,44

fermantasyon deney sonuglari

Karistirma Hizi=100rpm, pH=6, 30 °C

Oksijen Transfer Hizi = 0,576 vvm

Cizelge E14.4 55 g/L indirgen seker iceren aygicegi kabugu hidrolizat ile

Zaman(st) Biyokutle(g/l) Ksiloz(g/l) Etanoi(g/)
0 1,986 5 | @ -
2 1,934 47,72 0,46
4 2,371 47,07 0,92
7 2,845 49,75 0,23

22 3,422 49,58 0,46
32 4,342 46,85 0,46
48 5,207 47,72 0,92
69 4,967 36,40 426
93 4,570 8,92 10,81
102 4,707 8,30 10,12
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EK-15

Aycicegi Kabugu Hidrolizatinin Fermentér Sistemindeki

Deneylerine Ait Konsantrasyon-Zaman Grafikleri
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EK-16

Substrat ve Biyokitle Konsantrasyonlarina Ait Lineer

Regresyon istatistikleri
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Regression

25 g/L

Variables Entered/Removed

Variables Variables
Model Entered Removed Method
1 s , | Enter

a. All requested variables entered.
b. Dependent Variable: X

Model Summary
Adjusted Std. Error of
Model R R Square | R Square | the Estimate
1 ,9642 ,930 ,912 4446

a. Predictors: (Constant), S

ANOVA®
Sum of
Model Squares df Mean Square F Sig.
1 Regression 10,430 1 10,430 52,762 ,0028
Residual 791 4 ,198
Total 11,221 5
a. Predictors: (Constant), S
b. Dependent Variable: X
Coefficients?
Standardi
zed
Unstandardized Coefficien
Coefficients ts
Model ) B Std. Error Beta t Sig.
1 (Constant) 17,222 1,739 9,903. ,001
S -,546 ,075 -,964 -7,264 ,002

a. Dependent Variable: X
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Regression

35 g/L

Variables Entered/Removed

Variables Variables
Model Entered Removed Method
1 S8 , | Enter

a. All requested variables entered.

b. Dependent Variable: X

Model Summary

Adjusted Std. Error of
Model R R Square | R Square | the Estimate
1 ,9822 ,965 ,958 ,3409

a. Predictors: (Constant), S

ANOVAP
Sum of
Model Squares df Mean Square F Sig.
1 Regression 16,077 1 - 16,077 138,345 ,0008
Residual ,581 5 ,116
Total 16,658 6
a. Predictors: (Constant), S
b. Dependent Variable: X
Coefficients?
Standardi
‘zed
Unstandardized Coefficien
Coefficients ts
Model B Std. Error Beta t Sig._
1 (Constant) 19,380 1,289 15,036 ,000
S -,490 ,042 - -,982 -11,762 ,000

a. Dependent Variable: X -
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Regression

45 g/L

Variables Entered/Removed

Variables Variables
Model Entered Removed Method
1 S? ., | Enter

a. All requested variables entered.
b. Dependent Variable: X

Model Summary
f Adjusted Std. Error of
Model R R Square | R Square | the Estimate
1 ,980° ,961 ,953 4261

a. Predictors: (Constant), S

ANOVA?
Sum of
Model Squares df Mean Square F Sig. ‘
1 Regression 22,160 1 22,160 122,025 ,0002
Residual ,908 5 ,182
Total 23,068 6
a. Predictors: (Constant), S
b. Dependent Variable: X
Coefficients®
Standardi
zed
Unstandardized Coefficien
Coefficients ts
Model B Std. Error Beta t Sig.
1 (Constant) 14,529 ,973 14,939 ,000
S . -282 ,026 -,980 -11,047 ,000

a. Dependent Variable: X



Regression

55 gL
Variables Entered/Removed
Variables Variables
Model Entered Removed Method
1 S8 ., | Enter

a. All requested variables entered.
b. Dependent Variable: X

Model Summary

Adjusted Std. Error of
Model R R Square | R Square | the Estimate
1 9752 ,951 927 ,3392
a. Predictors: (Constant), S
ANOVAP
Sum of
Model Squares df Mean Square F Sig.
1 Regression 4,497 1 4,497 39,091 ,02528
Residual ,230 2 115
Total 4,727 3
2. Predictors: (Constant), S
b. Dependent Variable: X
Coefficients?
Standardi
zed
Unstandardized Coefficien
Coefficients ts
Model B Std. Error Beta t. Sig.
1 (Constant) 10,666 - 1,189 8,967 ,012
S -, 154 ,025 - -,975 -6,252 ,025

a. Dependent Variable: X
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EK-17

Etanol ve Biyokitle Konsantrasyonlarina Ait

Lineer Regresyon istatistikleri
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Regression

25 g/L

Variables Entered/Removed P

Variables Variables
Model Entered Removed Method
1 X252 Enter

a. All requested variables entered.
b. Dependent Variable: P25

Model Summary

Adjusted Std. Error of
Model R R Square | R Square | the Estimate
1 ,9652 ,930 ,907 ,4006

a. Predictors: (Constant), X25

ANOVAP
Sum of
Model Squares df Mean Square F Sig.
1 Regression 6,438 1 6,438 40,110 ,0082
Residual ,482 3 ,161
Total 6,919

a. Predictors: (Constant), X25
b. Dependent Variable: P25

Coefficients?

Standardi
zed
Unstandardized Coefficie
Coefficients - nts
Model B Std. Error Beta .t Sig.
1 (Constant) | -2,582 693 -3,728 ,034
X25 ,834 ,132 ,965 6,333 ,008

a. Dependent Variable: P25
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Regression

35g/L

Variables Entered/Removed P

Variables Variables
Model Entered Removed Method
1 X2 , | Enter

a. All requested variables entered.

b. Dependent Variable: P

Model Summary

Adjusted Std. Error of
Model R R Square | R Square the Estimate
1 ,9032 ,815 ,785 ,8593

a. Predictors: (Constant), X

ANOVAP
Sum of
Model Squares df Mean Square F Sig.
1 Regression 19,560 1 19,560 26,489 ,0023
Residual 4,431 6 ,738
Total 23,990 7

a. Predictors: (Constant), X
b. Dependent Variable: P

Coefficients?

Standardi
zed
Unstandardized Coefficie
Coefficients - nts
Model B Std. Error Beta St Sig.
1 (Constant) -2,630 ,952 -2,763 ,033
X 1,044 ,203 ,903 5,147 ,002

a. Dependent Variable: P



Regression

45 g/L

Variables Entered/Removed P

Variables Variables
Model Entered Removed Method
i X452 , | Enter

a. All requested variables entered.

b. Dependent Variable: P45

Model Summary

Adjusted | Std. Error of
Model R R Square R Square the Estimate
1 ,9182 ,843 ,823 ,9618

a. Predictors: (Constant), X45

ANOVAP
Sum of
Model Squares df Mean Square F Sig.
] Regression 39,701 1 39,7010 42,916 ,0002
Residual 7,401 8 ,925
Total 47,102 9
a. Predictors: (Constant), X45
b. Dependent Variable: P45
Coefficients?
Standardi
zed
Unstandardized Coefficie
Coefficients nts
Model B Std. Error Beta .t Sig.
] (Constant) -2,570 ,882 -2,914 ,019
X45 1,170 179 ,918 6,551 ,000
a. Dependent Variable: P45
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Regression

55 gL

Variables Entered/Removed °

Variables Variables
Model Entered Removed Method
1 X552 , | Enter

a. All requested variables entered.
b. Dependent Variable: P55

Model Summary

Adjusted Std. Error of
Model R R Square | R Square | the Estimate
1 ,9562 ,913 ,896 1,0978

a. Predictors: (Constant), X55

ANOVAP
Sum of
Model Squares df Mean Square F Sig.
1 Regression 63,610 1 63,610 52,785 ~,0013
Residual 6,025 5 1,205
Total 69,635

a. Predictors: (Constant), X55
b. Dependent Variable: P55

Coefficients?

Standardi
zed
Unstandardized Coefficie
Coefficients - nts
Model B Std. Error Beta .t Sig.
1 (Constant) |  -3,916 941 -4,163 ,009
XSS 1,752 ,241 ,956 7,265 | ,001

a. Dependent Variable: P55
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EK-18

Model 1’e Ait Lineer Olmayan Regresyon Istatistikleri



Non-linear Regression

25 g/L model 1

All the derivatives will

be calculated numerically.

Iteration Residual SS A B
1 4382,000000 ,000000000 ,000000000
1.1 382,3892474 10,2910480 24,6370047
2 382,3892474 10,2910480 24,6370047
2.1 212,6012517 17,6344763 33,0113112
3 212,6012517 17,6344763 33,0113112
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Run stopped after 5 model evaluations and 3 derivative evaluations.
Iterations have been stopped because the magnitude of the largest

correlation

between the residuals and any derivative column is at most RCON

1,000E-08

Nonlinear Regression Summary Statistics

Source DF Sum of Squares Mean Square
Regression 2 4169,39875 2084, 69937
Residual 4 212,60125 53,15031
Uncorrected Total ) 4382,00000
(Corrected Total) 5 1819,33333
R squared = 1 - Residual SS / Corrected SS = , 88314

Asymptotic 95 %

Asymptotic Confidence Interval
Parameter Estimate Std. Error Lower Upper
A 17,634476313 4,291065604 5,720568221 29,548384404
B 33,011311213 4,727253325 19,886351857 46,136270570

Asymptotic Correlation Matrix of the Parameter Estimates
A B

A 1,0000
B , 9107

, 9107
1,0000

Dependent Variable T



Non-linear Regression

35g/L model1

All the derivatives will be calculated numerically.

Iteration Residual SS A B C
1 2022,000000 ,000000000 ,000000000 ,000000000
1.1 57,37870633 8,07004567 20,7528486 ,000000000
2 57,37870633 8,07004567 20,7528486 ,000000000

159

Run stopped after 3 model evaluations and 2 derivative evaluations.
Iterations have been stopped because the magnitude of the largest

correlation
between the residuals and any derivative column is at most RCON
1,000E-08
Nonlinear Regression Summary Statistics Dependent Variable T
Source DF Sum of Squares Mean Square
Regression 3 1964,62129 654,87376
Residual 4 57,37871 14, 34468
Uncorrected Total 7 2022,00000
(Corrected Total) 6 915,71429
R squared = 1 - Residual SS / Corrected SS = , 93734
Asymptotic 95 %
Asymptotic Confidence Interval
Parameter Estimate Std. Error Lower Upper
A 8,070045674 1,513510746 3,867866172 12,272225177
B 20,752848645 2,187485569 14,6739415044 26,826282246
C , 000000000 , 000000000 , 000000000 , 000000000

Asymptotic Correlation Matrix of the Parameter Estimates

A B C
A 1,0000 , 8906 ,
B , 8906 1,0000 ’
c P P 1,0000



Non-linear Regression

45 g/L. model1

All the derivatives will

Iteration

—

W W NN
—

.1

Residual S8

13423,00000
1675, 948927
1675, 948927
216,1355131
216,1355131
216,1355131

be calculated numerically.

A

, 000000000
2,52886902
2,52886902
11,8579525
11,8579525
11,8579523

B

, 000000000
28,5501444
28,5501444
47,7633787
47,7633787
47,7633780
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C

, 000000000
, 000000000
, 000000000
,.000000000
, 000000000
, 000000000

Run stopped after 6 model evaluations and 3 derivative evaluations.
Iterations have been stopped because the relative reduction between

successive

residual sums of squares is at most SSCON = 1,000E-08

Nonlinear Regression Summary Statistics

Dependent Variable T

Source DF Sum of Squares Mean Square
Regression 3 13206,86449 4402,28816
Residual 4 216,13551 54,03388
Uncorrected Total 7 13423,00000
(Corrected Total) 6 5800, 00000
R squared = 1 - Residual SS / Corrected SS = , 96274

Asymptotic 95 %
Confidence Interval
Lower Upper

Asymptotic

Parameter Estimate Std. Error
A 11,857952277
B 47,763377954
C

, 000000000

2,059982163 6,138524883 17,577379671
3,707817836 37,468825273 58,057930635
, 000000000 , 000000000 , 000000000

Asymptotic Correlation Matrix of the Parameter Estimates

A B C
A 1,0000 , 8302 /
B , 8302 1,0000 P
C ’ ’ 1,0000



Non-linear Regression

55g/L model 1

All the derivatives will be calculated numerically.

Iteration Residual SS A B cC
1 5294,000000 ,000000000 ,Q000000000 ,000000000
1.1 652,3661666 7,53853586 39,0607542 ,000000000
2 652,3661666 7,53853586 33,0607542 ,000000000
2.1 345,7908161 14,3614029 55,5601123 ,000000000
3 345,7908161 14,3614029 55,5601123 ,000000000
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Run stopped after 5 model evaluations and 3 derivative evaluations.
Iterations have been stopped because the magnitude of the largest

correlation

between the residuals and any derivative column is at most RCON

1,000E-08

Nonlinear Regression Summary Statistics

Dependent Variable T

Source DF Sum of Squares Mean Square
Regression 3 4948,20918 1649,40306
Residual 1 345,79082 345,79082
Uncorrected Total 4 5294,00000
(Corrected Total) 3 2893, 00000
R squared = 1 -~ Residual SS / Corrected SS = , 88047

Asymptotic 95 %

Asymptotic Confidence Interval
Parameter Estimate Std. Error Lower Upper
A 14,361402850 7,627879833 -82,56000001 111,28280571
B 55,560112284 17,696847792 -169,2996589 280,41988351
C , 000000000 , 000000000 , 000000000 , 000000000

Asymptotic Correlation Matrix of the Parameter Estimates

A B C
A 1,0000 , 8969 ’
B , 8969 1,0000 ’
C ' . 1,0000
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Model 2’e Ait Lineer Olmayan Regresyon Istatistikleri



Non-linear Regression

25 g/L model 2

All the derivatives will be calculated numerically.

Iteration Residual SS A B C
1 4382,000000 ,000000000 ,000000000 ,00000000Q0
1.1 211,7457239 15,1087802 18,8039094 3,68252728
2 211,7457239 15,1087802 18,8039094 3,68252728
2.1 211,6558736 15,7192150 22,1418748 2,82342549
3 211,6558736 15,7192150 22,1418748 2,82342549
3.1 211,6558736 15,7182046 22,1418147 2,82344114
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Run stopped after 6 model evaluations and 3 derivative evaluations.
Iterations have been stopped because the relative reduction between

successive

residual sums of squares is at most SSCON = 1,000E-08

Nonlinear Regression Summary Statistics

Dependent Variable T

Source DF Sum of Squares Mean Square

Regression 3 4170, 34413 1390,11471
Residual 3 211, 65587 70,55196
Uncorrected Total 6 4382,00000

(Corrected Total) 5 1819, 33333

R squared = 1 - Residual 8S / Corrected SS = , 88366

Asymptotic 95 %

Asymptotic Confidence Interval
Parameter Estimate Std. Error Lower Upper
A 15,719204570 17,268388933 -39,23651599 70,674925128
B 22,141814719 94,056695106 ~277,1885671 321,47219655
C 2,823441140 24,391004830 ~74,79962207 80,446504345

Asymptotic Correlation Matrix of the Parameter Estimates

A B C
A 1,0000 , 9716 -,9581
B , 9716 1,0000 -,9983

C -,9581 -,9983 1,0000
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Non-linear Regression

35g/L model2

All the derivatives will be calculated numerically.

Iteration Residual SS A B Cc
1 2022,000000 ,000000000 ,000000000 ,000000000
1.1 50, 68620568 5,77199557 1,66991245 5,10919452
2 50, 68620568 5,77199557 1,66991245 5,10919452
2.1 50,68620568 5,77199816 1,66993350 5,10918891

Run stopped after 4 model evaluations and 2 derivative evaluations.
Iterations have been stopped because the relative reduction between
successive

residual sums of squares 1is at most SSCON = 1,000E-08

Nonlinear Regression Summary Statistics Dependent Variable T
Source DF Sum of Squares Mean Square
Regression 3 1971,31379 657,10460
Residual 4 50,68621 12,67155
Uncorrected Total 7 2022,00000
(Corrected Total) 6 915,71429
R squared = 1 - Residual SS / Corrected SS = , 94465

Asymptotic 95 %
Asymptotic Confidence Interval
Parameter Estimate Std. Error Lower Upper
A 5,771995567 3,467362170 -3,854945157 15,398936292
B 1,669912452 26,338600680 -71,45776648 74,797591389
C 5,109194515 7,030282763 -14,40999965 24,628388682

Asymptotic Correlation Matrix of the Parameter Estimates

A B C
A 1,0000 . 9377 -,9120
B , 9377 1,0000 -,9969
C -,9120 -,99689 1,0000




Non-linear Regression

45 g/LL. model 2

All the derivatives will be calculated numerically.

Iteration

)

WN NP P
o

Residual S8

13423,00000
347,0115378
347,0115379
197,5046658
187,5046658

A

, 000000000
6,61120591
6,61120591
10,3354426
10,3354426

B

, 000000000
17,4784837
17,4784837
29,7474768
29,7474768

C

, 000000000
6,64771845
6,64771845
4,92106571
4,92106571
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Run stopped after 5 model evaluations and 3 derivative evaluations.
Iterations have been stopped because the magnitude of the largest

correlation

between the residuals and any derivative column is at most RCON

1,000E-C8

Nonlinear Regression Summary Statistics

Dependent Variable T

Source DFF Sum of Squares Mean Square
Regression 3 13225,49533 4408,49844
Residual 4 197,50467 49,37617
Uncorrected Total 7 13423,00000

(Corrected Total) 6 5800, 00000

R squared = 1 - Residual SS / Corrected SS = , 96595

Asymptotic 95 %

Asymptotic Confidence Interval
Parameter Estimate Std. Error Lower Upper
A 10,335442566 3,165608959 1,546303067 19,124582064

B 29,747476774 29,542468024 ~-52,27556397 111,77051752
C 4,921065706 8,011272722 ~17,32179323 27,163924642

Asymptotic Correlation Matrix of the Parameter Estimates

A B C
A 1,0000 (8393 -,7830
B ;8393 1,0000 -,9928
C -,7830 -,9928 1,0000



Non-linear Regression

55 g/L model 2

All the derivatives will

Iteration

—

B W W NN e
= I

oy

Residual SS

5294,000000
252,6935140
252,6835140
69,25366502
69,25366502
3,128997266
3,128997266
3,128997266

be calculated numerically.

A

, 000000000
11,3021260
11,3021260
11, 3463638
11,3463638
8,72662955
8,72662955
8,72662945

B

, 000000000
16,4046363
16,4046363
-46,793934
-46,793934
-127,48881
-127,48881
-127,48881

C

, 000000000
11,0913100
11,0913100
32,8885052
32,8885052
58,5990137
58,5990137
58,5990135
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Run stopped after 8 model evaluations and 4 derivative evaluations.
Iterations have been stopped because the relative reduction between

successive

residual sums of squares is at most SSCON = 1,00E-08 and the

relative difference
between successive parameter estimates is at most PCON = 1,000E-08

Nonlinear Regression Summary Statistics

Dependent Variable T

Source DF Sum of Squares Mean Square

Regression 3 5290,87100 1763,62367
Residual 1 3,12900 3,12900
Uncorrected Total - 4 5294,00000

(Corrected Total) 3 2893, 00000

R squared = 1 - Residual SS / Corrected SS = , 99892

Q

Asymptotic 95 %
Confidence Interval
Lower Upper

Asymptotic

Parameter Estimate Std. Error
A 8,726629453 , 903565532 -2,754259186 20,207518092
B -127,4888088 17,572719601 -350,7713818 95,793764238
C

58,599013471 5,599640392 -12,55116380 129,74919074

Asymptotic Correlation Matrix of the Parameter Estimates

A B - C
A 1,0000 , 6622 -,59859
B , 6622 1,0000 -, 9954
C -,5959 -,9954 1,0000 -
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Model ve Deneysel Sonuglar Arasindaki

% Bagil Hata Degerleri
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Internet Kaynaklari
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>> Misir {ireticiteri dertli

>> Aygicegdi kabugu
>> Aflotoksinsiz biber

>> Cargil’den misir hasadi

: £3 ANA SAYFAYA DON
Dr. Yalgin Kaya
Trakya Tar. Aras. Enst. -EDIRNE

Aycicegi kabugu her bitkide oldugu gibi, taneyi kaplar ve
dis etmenlerden korur. Yaghk aygigedi tanesinin toplam
agirhgin yaklagtk % 21-30'u kabuktur. Gerezlik
cesitlerde bu oran % 36-50 arasinda degisir. Ancak
gerezlik ve yaglik tiplerin kimyasal kompozisyonlan
arasinda, ¢erezliklerin biraz daha fazla lif igermesi harig,
belirgin bir fark yoktur. Aygiceginde tanedeki kabuk ve
yag orani arastndaki ters bir korelasyon séz konusudur.
Tanedeki yag orani arttikga kabuk orani diser. lyi bir
yaglik aygigedi hibrit gesidin tanesindeki yag orani %
50'nin Gzerinde ve kabuk orani ise, % 20 civarinda
olmaldir,

Gerek yaglik, gerekse gerezlik taneler, yitksek oranda Iif
(ham seliloz) diigiik miktarlarda da ham yag ve kil
igerir. Kabuktaki seliiloz, lignin, hemi-seliioz (goguniugu
glucuronoxylan) miktarlan % 74-90 olup, arta kalan
kismi da lipit, protein ve mineral maddelerdir (Dorre! ve
Vick, 1997). Kabugun besin maddesi igeri§i asagidaki
tabloda verilmistir.

Aygicedi Kabugunun Besin Maddesi Kapsami*

% 85-92 Kuru Madde

% 3.5-9 Ham Protein

% 2-4 Hazmolunabilir Protein

% 35-45 Hazmolunabilir Besin Maddesi

Toplami -
% 40-50 Ham Seliloz

% 13-16 Lignin

% 2-3 Kit

% 0.05-3 Yag

% 0.37 Ca




% 0.15-0.25 Mg
%0.12 P

*Park et al., 1997

Yapilan aragtirmalarda tilkemizde aygicedi isleyen baz:
fabrikalarda kabuk tamamen kiispe eldesinde
kullanilirken, bazi fabrikalarda da dzellikle yiksek
proteinli kispe elde edilmek istendiginde, yaklagik % 7-
12 arasinda bir ek Uriin olarak gikmakta, bu durumda da
isitma kazanlarda enerji ihtiyacini kargilamak igin kémur
ile kanistinlarak yakiimaktadir. Aygicegi gerek tanesinin
timu, gerekse sadece kabugdu, herhangi bir kimyasal
maddeyle muamele edilmedigi miiddetge, zararl bir
madde igermez. Ancak yakilma iglemi sirasinda
¢ikardig) atmosfere karigan karbondioksit ve diger
gazlar, aynen diger yakacak drtinlerinin kullaniimasinda
oldugu gibidir. Ancak bu ek iiriin olarak ortaya ¢tkan
kabugun, alternatif kultanim alanlari da mevcuttur.

Ayrica gerezlik aygigedinde kabuksuz titkketimde ek
madde olarak ortaya ¢ikar. Ancak bu tiir tiiketim
Ulkemizde gok yaygin degildir. Kabuk orani ¢erezlik
aygicegi ¢esitlerinde yagliklara nazaran daha fazladir.
Yaglhk aygicegi kabuklan gerezlik tiplere nazaran daha
ylUksek oranda protein ve yag igerdikleri icin, hayvaniar
icin iyi bir yem kaynagidir. Aygicedi kabuklan sigir
yetigtiriciliginde saman yerine althk olarak kullanlabilir.
Gunkl saman ile aynt oranda sivi emme kapasitesine
sahiptir. Ayrica bu kabuklar kereste endistrisinde dolgu
ve yaliim maddesi, biyolojik yakit eldesinde ve
paketleme materyali olarak da kullanilir. Ayrica,
Kanada'da silindir seklinde preslenerek ¢ira malzemesi
ve Rusya'da da etil alkol ve boya malzemesi eldesinde
kullamlir (Doty,1978).

Aycicegi kabugunun bir diger kullanim alan da, ézellikle
de bazi turlerde kabugunda igerdigi antociyanin olarak
bilinen kirmizi boya maddesi nedeniyle gidalarda dogal
katkili boya olarak kullaniimastdir. Bilindigi (izere gida
sektdrinde kullanilan yapay renklendiricilerin yan etkileri
Uzerine, kirmizi ve pembe renk veren dogal antociyanin
kaynaklari oldukga énem kazanmistir.
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Yine yapilan aragtirmalarda, dana ve si§ir besiciliginde
% 50 ye kadar aygicegi kabugu iceren, ancak en az %
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15 ham protein igeren rasyonlarda herhangi bir
beslenme bozuklugu gériilmemigtir. Ancak yine % 50
aycicedi kabudu, %50 tire katkih misir silaji ve 1.4 ‘ 175
kg/bas arpa tanesi igeren rasyonlarda, hazim zorlugu
nedeniyle beslenme periyodu boyunca meydana gelen
bazi sigir slimlerine rastlanmistir (Park et ai.,1997). Bu
nedenle ayni aragtiricilar, herhangi beslenme veya
hazim problemi ile kargilagiimamasi igin besicilikte %30,
sut besi rasyonlarinda ise aygigedi kabugu katkisinin %
10'u gegmemesi gerektigini vurgulamiglardir.

Aycicedi kabudu yiiksek oranda seliloz igerir, ancak
diigiik bir besin maddesi kapsamina sahiptir ve hazmi
zor ve tadi hos degildir. Yine pelet haline getirilmis
aycicedi kabugu briket haline getirilmis saptan daha
yiksek Isi icerigine sahiptir. Ancak bu pelet haline
getiritmis kabudun yanma sirasindaki agin isinmayt ve
fazla dumani énleyen yeterli hava alim hizi dugiktar. -
Peletlerin ortalama yanma randimani %62'dir. Kil orani
| ve kulun diger 6zellikleri odundan farkli degildir. Ancak
sap briketinin kil orani %10.8 iken kabuk peletlerinin ise
%3.6'dir (Park et al, 1997).

Yine aygicedi kabugunun yakit dederi 8300 - 8500 BTU /
pound civarinda dedigsmektedir. ABD de aygicegi isleme
tesisleri, okullar gibi bazi kuruluglar, elde ettikleri bu
kabuklan finnlarda yakacak olarak kullanmaktadir. Yine
aygicegdi kabugundan yapilan briketlerin, ABD de bazi
yerlerde séminelerde kémir yerine kullanimi oldukga
yaygindir (Lilleboe, 1991). ABD de, aygicegi isleyen
fabrikalanin nakliye maliyetlerinde aygicegdi kabugunun
belirli bir hacim teskil ettiinden, genelde kabugunun
¢ikartiimasi daha ekonomik olmakta ve aygigegi kabugu
yakilarak 1s1 enerjisi elde edilmesi de tesislere arti bir
deger getirmektedir. Ancak finnlarda yakiimas:
sirasinda kabuklarin fazla miktarda kil birakmast bir
dezavantajdir. Yine bu tir tesislerin yakinlarina kurulan
tavukguluk ve hayvancilik tesislerinde aygicegdi kabuklari
hayvanlarnin altlarina serilmektedir. Aygicedi kabuklari
tonu 30 $ a kadar alici bulmaktadir ((Dorre! ve Vick,
1997).

Aycigegi kabugunun degerlendirilmesi konusunda bir
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¢ok aragtirmalar yapiimasina ragmen ¢ok az bir kismi
uygulamaya sokulmustur. Ligno-selilozik bir madde
olarak aygicedi kabugu, fermentasyon yoluyla seker
tretiminde, bazi kimyasallara ve degerli bilesiklere
déniigimde oldukga ucuz bir kaynaktir. Ornegdin
aygicegi kabugunun asit veya celulase enzimleriyle
hidrolizi, kabukta seker oranini arttirarak besi degerinin
artmasina ve yine maya i¢gin gerekli maddelerin
olusumuna yol agmaktadir, Aycigedi kabudunun hiicre
duvarlarinda karbonhidratlarla birlikte bulunan lignin
maddesi, enzimlerin bu karbonhidratian sekerlere
donistirmesini sinirlandirmaktadir. Ancak kabuklarnn
sodyum hidroksit ile 1,5 saat 120 °C de muamelesi
lignin maddesinin % 55 oraninda azalmasina ve % 39
oranina kadar polisakkaritlerin sekerlere donigsmesine
yol agmaktadir.
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We zzn find alcohols throughout our daily lives. An alcohol is an organic chemical compoundld@ntaining
the -OH group and there are thousands of alcohols in this series of related chemical compounds. Alcohois
are &0 toxic to humans and they are used in industry and home for the manufacture of other compounds
(MT3E gasoline additives, paints, food additives, thickeners), as automotive antifreeze (methyl alcohol
and <thylene glycol), as a component of cleaners (isopropanol), cosmetics (glycerol), and other houschold
items. as fuels (ethanol) and as a component of beverages: beer, wine, spirits, and champagne.

“Alcohol" is a generic name for large group of organic chemical compounds. There are many typcs ol
alcorals. They all are derivatives of hydrocarbons in which one or more of the hydrogen atoms have heen
replaze by a hydroxly (-OH) functional group. Hydrocarbons are compounds with contain hydrogen (H)
and carbon (C) only. The hydroxyl group imparts particular properties to the radical to which it is
attached.

Alcohols are named according to the radical to which the ~OH group is attached. For example if the ~Oll
group is attached to the methyl radical CHj so that the compound is CH30H, then one has methyl alcohol.
It it is attached to the ethyl (C,Hs) radical then one has ethyl alcohol (CH3;CH,OH) - the alcohol we
consume in beverages.. The general formula for alcohol is ROH, where R signifies a hydrocarbon radical
attached to an -OH group. A list of some of the common alcohols is given below:

Alcohol Name Formula

Methyl alcohol (methanol) CH;0OH

Ethyl alcohol (ethanol) CH:CH>OH

n - propyl alcohol CH;CH,CH,OH
Isopropyl alcohol (propanol -2) CH;CHOHCH:;
n-butyl alcohol (butanol -1) CH3(CH;),CH,0OH
butyl alcohol (butanol -2) CH;CH,CHOHCH,;
n-hexyl alcohol (hexanol-1) CH:(CH,)4CH,0OH
n-heptyl alcohol (heptanol-1) CH,(CH,)sCH,OH
n-octyl alcohol (octanol-1) CH;(CH;),CH.OH
cthylene glycol CH,OHCH,0H
glycerol CH,OHCHOHCH,OH

Alcohols are classified as primary, secondary, or tertiary dependent upon the number of other organic
uroups. denoted R, attached to the carbon atom with the hydroxyl ( ~OH) group. Those with two hvdrogen
atoms attached to the carbon atom with the attached hydroxyl group are called primary. Those with one
hydrogen atom attached to the carbon with the hydroxyl group are called secondary, and those with no
hydrogen atoms attached to the carbon atom with the hydroxyl group are called tertiary. Thus, a primary
alcohol has the form RCH; — OH; a secondary alcohol has the form R,CH — OH: and a tertiary alcohol.
the form R:C —~ OH. The R groups do not need to be the same.

EthyT Alcohol - for which the more scientific name is ethanol - is the substance that we find in beverages.
FFor the remainder of this unit, consider the words ethyl alcohol, alcohol and ethanol to be interchangeablc.
An alternate representation of ethyl alcohol as a "ball and stick" molecular model appears below:
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There are other molecules that contain an -OH group - an oxygen bonded to a carbon. Water, H,O is the
most common. It is not an alcohol because alcohols are defined as organic compounds that have little or
10 ionization of the hydrogen. Other organic compounds that contain -OH groups but are not alcohols are
nhenol (CcHsOH) and acetic acid (CH3;COOH). These compounds are not alcohols because they are
zcidic, The term alcohol, then, is another representation of a type of electronic structure in the molecules
of substances.

Properties of Some Alcohols

3oiling Point °C and Flammability and Toxicity-LD:;
The cose, in mg/kg, that Kills 50% of test animals, generally reported for rats.)
bp flam LDs
Methanol 65 yes 6500
Ethanol 78 yes 7060
Ethylene Glycol 198 no 4700
Glycerol 290 no 12600

Ethyl alcohol is derived from two main processes, hydration of ethylene and fermentation of sugars.
Hydration of ethylene is the primary method for the industrial production of ethyl alcohol, while
fermentation is the primary method for production of beverage alcohol.

Industrial Production: Traditiogg&lly, industrial ethanol is manufactured via the acid catalyzed hydration
of cthylene. One synthetic rotite of alcohol by hydration of ethene involves the use of concentraicd
sulfuric acid (H>SO,). Unfortunately the use of sulfuric acid complicates the process due to concerns
about safety, corrosion, and the environment. Current technology allows alcohol to be produced bv
utilization of zeolites or silica aerogels impregnated with phosphoric or tungstic acid. The distinct
advantages of this process are that the reaction can be a one stage process, the catalyst is regenerated. and
concems about safety, corrosion, and the environment are diminished. The reaction with phosphoric acid
i1s as follows: This method has been chosen due to the relative low cost of the ethylene.

H.C = CH: * 13,p0, +H,0 --> HOCH.CHs + p poy,

| !
0O O
! !

substrate substrate

Of the alcohols produced, ethanol is particularly useful in industrial applications because of its relatively
high affinity for both water and organic compounds. The composition of other alcohols limit their



“oxi~ility as compared to ethanol. For examples, methanol with one carbon (CH3OH) has reduced
~oluriiity in hydrocarbons, while increasing the chain length such as in pentanol with 5 carbon units.
-=ducss its solubility in water. Thus, varying the chain length of the alcohol modifies its dIfbility n
- ffer=nt compounds making it more or less useful dependent on the situation.

“ne problem with the industrial production and utilization of ethanol is that ethanol is the alcohol found in
-z2verages. Thus, industrial alcohol could be the source of large amounts of beverage alcohol. But it has
-een the practice to tax and control alcohol for beverages and industrial ethanol could be the source for a
_arge amount of illegal alcohol.

"1 order to reduce the need for strict control and heavy taxation on industrially produced ethanol, the
- Icohol is denatured. Denaturing is a process of adding other compounds to the ethanol to render it unfit
“or consumption. Denaturants are selected to give the ethanol a disagreeable taste or odor and in some
- ases a distinctive color. In some cases the substances added are toxic and produce gastric disturbances
_pon ingestion and/or other unpleasant symptoms. A large number of different "denaturants” are utilized
“zpendent upon the use for which the ethanol is intended. These denaturants include methyl isobutyl
<etone, pyronate, kerosene, acetone, turpentine, amyl alcohol, methyl alcohol, and various butyl alcohols.
"1 some cases more than one denaturant is utilized.

“ndustrially produced ethanol has many uses including use in solvent based paints, pharmaceuticals.
-erfumes, cleaning products for home and car, lacquers, and inks.

= urther ethanol and other alcohols have been added to gasoline to produce alcohol-containing fuels. Since
=thanol contains only one partially oxidized carbon atom, it is flammable and can be used as a fuel. The
_sual ratio of ethanol to gasoline is ninety parts gasoline to 10 parts ethanol while that for methanol 1s 97
~arts gasoline to 3 parts methanol. Some cars have been designed to run on pure methanol. Gasohol has
-iuher antiknock properties (higher octane) than gasoline, burns more slowly, coolly, and completely.
—owever, it is more expensive and energy intensive to produce and may produce environmental hazards to
-3¢ individual and to the atmosphere.

Fermentation and Industrial and Beverage Production: All beverage alcohol and much of that used in
adustry is formed through fermentation of a variety of products including grain such as corn. potato
-1ashes, fruit juices. and beet and cane sugar molasses. (In earlier years, until about 1947, the largest
~roportion of the production of industrial alcohol was from fermentation, but as was described above the
“vdration of ethene now provides the greatest source of industrial alcohol). Fermentation can be delined
-3 an enzymatically anaerobic controlled transformation of an organic compound. With respect to alcohol.
-e are referring to the conversion of sugars to ethanol by microscopic yeasts in the absence of oxyvycn.
The equation for thefermentation of glucose is:

‘:‘(.H . :()(, --> 2CH3CH20H + 2C03
-1 the presence of yeast

The figure uses a symbolic notation familiar in biochemistry. It shows the stepwise transformation of
zlucose to ethanol through intermediates, pyruvate and acetaldehyde.
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Glucose
2 Pyruvate
\_. €0
‘ 2 Acetaldehyde
2 Ethanol « /

1 mital fermentation mixture contains approximately 3 to 5% ethanol such as in beer and up to 12 o
“. zthanol as in wine and sherry. Higher concentrations of ethanol cannot be achieved by fermentation.
cause the yeast becomes inactivated. In this case distillation is required to generate higher alcohol
soncentrations. ‘

-

Oistitlation is a process that uses differences in boiling points to separate compounds. In the case of
zlcohol and particularly ethanol, knowledge that the boiling point of pure water is 100C, while that of
ctharol 1s 78.3C allows the separation of the ethanol from the water by adjusting the distillation
“emperature to a point higher than that for ethanol, but lower than that for water. Thus, the concentration
1 cthanol can be enhanced by removing it as a distallate from the ethanol-water solution. Spirits such as
2. scoteh, bourbon, and vodka, as well as liqueurs, cordials, and bitters are examples of beverages made
‘rom distillation. The distillation procedure also allows for the concentration of components of the
~everage which provide some distinctive flavor.
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