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OZET

KECIBOYNUZU EKSTRAKTI KULLANILARAK
TEKRARLANAN-KESIKLIi FERMENTASYON YONTEMIiYLE
BiYOFIiLM REAKTORDE ETANOL URETIMIi

Mustafa GERMEC

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Ana Bilim Dah
Danmisman: Prof. Dr. Mustafa KARHAN
Temmuz 2014, 116 sayfa

Lignoseliilozik materyallerin ve tarimsal {irlinlerin/atiklarin  biyoteknolojik
proseslerde kullanimi, yiiksek seker icerigine sahip olmalari nedeniyle giin gegtikce
artmaktadir. Dolayisiyla enzimler, organik asitler ve biyoyakitlar gibi katma degeri
yiiksek iriinlerin {iretimi ekonomik acidan Onemli goriilmektedir. Bu c¢alismada
Saccharomyces cerevisiae mayasi ile biyofilm reaktérde etanol iiretmek amaciyla
tekrarlanan-kesikli fermentasyon yoéntemi kullanilmistir. Oncelikle biyofilm olusumunda
mayanin yiizeye tutunmasini saglayan biyofilm materyali belirlenmis ve sonrasinda
cevap yiizey metodunun belirlemis oldugu kosullarda keciboynuzu ekstraktindan etanol
tiretimlerinin optimizasyonu gergeklestirilmistir. Buna ilaveten belirlenen optimum
kosullarda besiyeri bilesiminde bulunan azot kaynaklarinin farkli kombinasyonlar
kullanilarak fermentasyon iizerine etkisi belirlenmistir. Ayrica kontrol amacl en iyi
sartlarda zenginlestirilmemis besiyerinde etanol fermentasyonu yapilmistir. Bununla
beraber sterilizasyonun etkisini belirlemek amaciyla steril olmayan zenginlestirilmis ve
zenginlestirilmemis besiyerinde etanol fermentasyonlar1 gerceklestirilmistir.

Biyofilm reaktdrde mayalarin ylizeye tutunmasini saglayarak biyofilm olusumuna
neden olan Plastik Kompozit Destek (PKD) materyali kullanilmistir. Bu amagcla etanol
tiretiminde en iyi olan biyofilm materyalini belirlemek i¢in dort farkli PKD (SH-SF-YE-
SALTS, SH-SF-YE-BA-SALTS, SH-SF-SALTS, SH-SF-YE-RBC-SALTYS)
kullanilmistir. En yiiksek etanol iiretimi SH-SF-YE-BA-SALTS bilesenlerinden olusan
biyofilm materyali kullanilarak elde edilmistir. Daha sonra biyoreaktoriin saftina
belirlenen PKD materyali baglanarak biyofilm olugumu saglanmis ve ke¢iboynuzundan
etanol liretimlerinin optimizasyonu cevap ylizey metodunun belirlemis oldugu kosullarda
gerceklestirilmistir. Bu kosullar; baslangi¢ seker igerigi (4, 7, 10°Bx), besiyerinde pH
degeri (pH 5.0, 5.5, 6.0) ve karistirma hiz1 (100, 150, 200 rpm) olarak secilmistir.
Fermentasyon denemelerinden sonra optimum kosullar 7.71°Bx, 5.18 pH ve 120 rpm
olarak bulunmustur. Optimum kosullar belirlendikten sonra besiyeri bilesiminde bulunan
azot kaynaklarinin farkli kombinasyonlar1 kullanilarak fermentasyon {iizerine etkisi
aragtirtlmistir. Elde edilen fermentasyon sonuglarina gore besiyerinde azot kaynagi
kullaniminin verim, maksimum tiiketim hizi ve maksimum iiretim hiz1 gibi kinetik
parametreler iizerine Onemli etkisinin oldugu belirlenmistir. Ayrica steril
zenginlestirilmemis, steril olmayan zenginlestirilmis ve zenginlestirilmemis



besiyerlerinde gergeklestirilen fermentasyonlarin sonucunda optimum kosullara gore
daha diistik verim ve iiretim hiz1 elde edilmistir.

Bu ¢alisma sonucunda, Saccharomyces cerevisiae mayasi kullanilarak biyofilm
reaktorde keciboynuzu ekstraktindan etanol Tlretimleri basarili bir sekilde
gergeklestirilmistir. Biyofilm reaktérde bulunan yiiksek hiicre yogunlugu ve Plastik
Kompozit Destek (PKD) materyali yiizeyine tutunan biyofilmler nedeniyle {iriin verimi
ve tiretkenligi artirilmis ve fermentasyon siiresi 12 saat olarak belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Keciboynuzu ekstrakti, etanol, biyofilm reaktor,
tekrarlanan-kesikli fermentasyon, cevap yiizey metodu
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ABSTRACT

ETHANOL PRODUCTION IN BIOFILM REACTOR
VIA REPEATED-BATCH FERMENTATION USING CAROB POD EXTRACT

Mustafa GERMEC

MSc Thesis in Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa KARHAN
July 2014, 116 pages

Use of lignocellulosic materials and agricultural wastes/products in
biotechnological processes has recently increased due to these resources have high sugar
content. Accordingly, production of high value added products such as enzyme, organic
acid, biofuel is important from the point of economy. In this study, repeated-batch
fermentation was evaluated using a biofilm reactor for ethanol production from carob pod
extract by Saccharomyces cerevisiae. Primarily, biofilm material was determined to
provide for attachment on surface of yeast and then optimization of ethanol production
from carob pod extract was performed at optimum conditions of response surface method.
Thus, the effect of different combinations of nitrogen sources on fermentation was
evaluated at optimum conditions determined. Besides, ethanol fermentation was carried
out under optimum conditions in non-enrichment medium as control. Nevertheless, the
ethanol fermentations were performed using non-sterile enrichment and non-enrichment
medium and their effect on fermentation was investigated.

Plastic Composite Support (PCS) material that causing biofilm formation
providing on surface attachment of yeast in biofilm reactor was used. In order to
determine the best biofilm material, four different PCS materials were used as following
SH-SF-YE-SALTS, SH-SF-YE-BA-SALTS, SH-SF-SALTS and SH-SF-YE-RBC-
SALTS. The highest ethanol production was obtained from biofilm material including
SH-SF-YE-BA-SALTS. Then, selected PCS material was bonded on shaft in bioreactor
and biofilm formation was performed to establish on PCS material. After optimization of
ethanol production from carob pod extract was performed at conditions of response
surface method. These conditions were selected as initial sugar concentration (4, 7 and
10°Bx), pH (5.0, 5.5 and 6.0) and agitation (100, 150 and 200 rpm). Optimum conditions
were found to be 7.71°Bx, 5.18 pH and 120 rpm after fermentations. At the end of the
determination optimum conditions, the effect of different combinations of nitrogen
sources on fermentation in optimum conditions was researched. Consequently, the kinetic
parameters such as yield, maximum consumption rate and maximum production rate of
nitrogen sources were determined to be significantly important impact. Besides, ethanol
fermentations in biofilm reactor were carried out in sterile non-enrichment (control), non-
sterile enrichment and non-enrichment medium. Results showed that obtained yields and
production rates were lower then optimum conditions scored.



Overall, this study demonstrated that ethanol productions in a biofilm reactor from
carob pod extract using Saccharomyces cerevisiae can be successfully implemented.
Product yield and productivity were increased due to high cell concentration in biofilm
reactor and biofilms attachment on PCS surface and fermentation time was determined
as 12 hours.

KEYWORDS: Carob pod extract, ethanol, biofilm reactor, repeated-batch fermentation,
response surface method
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ONSOZ

Global diinyanin en temel problemlerinden birisi enerji sorunudur. Enerji ihtiyaci
gelisen teknoloji ile birlikte her gegen giin artmakta ancak gliniimiizde enerjinin biiyiik
bir kismin1 karsiladigimiz fosil yakitlar giin gectik¢e azalmaktadir. Dolayisiyla bu durum,
gelismis ve gelismekte olan iilkeleri yeni enerji kaynaklar1 aramaya itmistir. Diinya’da
bircok lilkede yeterince degerlendirilemeyen tarimsal iiriinler, gida isleyen fabrikalarin
atiklar1 ve yiiksek karbonhidrat ve polisakkaritleri igeren tarimsal atiklar, fermentasyon
yoluyla katma degeri yiiksek iiriinlerin ve biyoyakitlarin iiretiminde kullanilmaktadir. Bu
durum hem gida atiklarinin ¢evreye ve canlilara zarar verme problemini ¢6zmekte hem
de bu atiklarin degerlendirilmesi sonucunda elde edilen firiinler iilke ve diinya
ekonomisine katki saglamaktadir. Bu amagla bir¢ok enzim, organik asit, vitamin,
aminoasit, alkol, antibiyotik ve antibodi gibi katma degeri yiiksek tiriinler fermentasyon
yoluyla tiretilmektedir. Bu iirtinlerin iiretiminde saf kimyasallar kullanildig1 gibi icerigi
uygun tarimsal Uriinler veya atiklar da kullanilmaktadir. Saf kimyasallarla iiretimin ¢ok
pahali olmas1 ve ayrica tarimsal iirlinlerin ve organik atiklarinin degerlendirilmesi gibi
ekonomik ve cevreci yaklagimlar alternatif olarak dogal yetisen iriinleri hammadde
olarak kullanmaya olan ilgiyi artirmistir. Bu amagla seker pancari, melas, seker kamisi ve
musir gibi bir¢ok bitkisel iirlin yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bu iirlinlerden ¢ok
daha yiiksek diizeyde seker ve mineral madde i¢eren kegiboynuzu meyvesinin sz konusu
biyoteknolojik  iiretim  amaciyla endiistri hammaddesi olarak  yeterince
degerlendirilmedigi anlasilmaktadir. Ayrica bu konuda yeterli bilimsel c¢aligmanin
yapilmadigi da bilinmektedir.

Gida atiklarindan ve yliksek karbonhidrat icerigi tasiyan tarimsal {irlinlerden
katma degeri yliksek bir {irlin olan etanoliin iiretilmesi, giiniimiizde petrol tiriinlerinden
elde edilen enerjiye alternatif olarak goriilmektedir. 2013 yilinda bu yolla 83.873 milyon
litre etanol iretilmis ve her gecen yil etanol iiretim miktar1 artmistir. Etanol, arag
yakitlarina farkli oranlarda karistirilabilmekte, icecek endiistrisinde kullanilmakta ve
laboratuvar ¢aligsmalarinda sterilizasyon ve ¢oziicli amach kullanilabilmektedir.

Bu c¢alismada oOncelikli olarak biyoteknolojik ac¢idan igeriginin uygun olmasi,
iilkemizin Akdeniz Bolgesinde c¢ok yaygin olarak yetismesi, endiistride yeterince
degerlendirilememesi ve bu alanda yeni kullanilacak bir {irlin olmasi nedeniyle
keciboynuzu ekstraktindan tekrarlanan-kesikli fermentasyon yontemi ile biyofilm
reaktorde Saccharomyces cerevisiae mayasi kullanilarak baslangic seker igeriginin,
besiyerinde pH degerinin ve karistirma hizinin etanol iiretimleri {izerine etkisi
arastirilmistir. Fermentasyonlar sonucunda elde edilen verilere gore etanol iiretimlerinin
optimizasyonu gergeklestirilmis ve fermentasyon siiresi, yiiksek hiicre yogunlugu ve
yiizeylere tutunan biyofilmler araciligi ile 12 saat olarak belirlenmistir. Elde edilen
sonuglarin sanayide kullanilabilir oldugu ve bu verilerin tesis kurulumunda yardimci
olacag diistiniilmektedir. Diinyada yiiksek miktarlarda tretimi gergeklestirilen ve
pazarlanan etanol, ililkemizde yeterli miktarda iiretilememekte ve kullanilan etanoliin
biiyiik cogunlugu yurt disindan ithal edilmektedir. Ulkemizde etanol {iretiminin yeterli
diizeyde yapilmasi durumunda disa bagimlilik azalacak ve yeni is alanlar agilarak iilke
sektoriinde yeni bir pazar olusturulacaktir.



Bana bu konuyu c¢alisma firsati veren, calismalarimda yardim ve destegini
esirgemeyen, fikirleri ile bana yol gésteren ¢ok degerli danisman hocam Prof. Dr. Mustafa
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

uL: mikrolitre

um: mikrometre

uM: mikromolar
atm: atmosfer

aw. Su aktivitesi

dk: dakika

dm: desimetre

g: gram

h: saat

Ha: Hektar

Hg: Hektogram

kcal: kilokalori

kg: kilogram

km: kilometre

L: litre

mg: miligram

ml: mililitre

mm: milimetre
mmHg: milimetre civa
nm: nanometre

°Bx: Briks (% Suda ¢6ziiniir kuru madde)
°C: derece

rpm: devir/dakika
sn: saniye

U: Uluslararas1 birim
v/v: hacim/hacim
w/v: agirlik/hacim
wt: agirhik

o: Alfa

B: Beta

Kisaltmalar

p: Mikroorganizma igin spesifik gelisme hiz1
ud: Spesifik 6liim hizi

A.S: Anonim sirketi

ABR: Hava kaldirmali reaktor

ADP: Adenozin difosfat

ATCC: American Type Culture Collection
ATP: Adenozin trifosfat

B: Baglangi¢ 6rnegi

BA: Sig1ir albiimini

BC: Bakteriyel seliiloz

CSTR: Karigtirmali tank reaktor



CYM: Cevap Yiizey Metodu

DNA: Deoksiriboniikleik asit

DNSA: Dinitro salisilik asit

dx/dt: Birim zamanda biyokiitle olusumu

EBR: Genisletilmis yatak reaktor

EPS: Ekzopolisakkarit

ETS: Elektron tasima sistemi

FAQ: Food and Agricultural Organization of the United Nations
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1. GIRIS

Fabeceae familyasinin Ceasalpinaceae alt familyasina dahil olan kegiboynuzu,
cok yillik bir bitki ve Akdeniz ikliminin hakim oldugu bolgelerde yetismektedir (Segmen
1974, Segmen 1975). Akdeniz orjinli olan bitkinin meyvesi lilkemizde “harnup” veya
“keciboynuzu” olarak bilinmekte ve diinyadaki {iretim alanlarina bakildiginda
cogunlugunu Akdeniz iilkelerinin olusturdugu gériilmektedir. Ulkemizde yillik 12-14 bin
ton keciboynuzu {iretilmekte ve elde edilen meyve kecgiboynuzu gami iiretiminde ve
geleneksel yontemlerle keciboynuzu pekmezi tiretiminde kullanilmaktadir.

Kegiboynuzu meyvesi tiiketim olgunluguna ulastiginda %90-91 kuru madde ve
%62-67 toplam suda ¢oziiniir kuru madde icermektedir. Coziiniir kuru maddenin dnemli
bir kismini sakaroz (%34-42), fruktoz (%10-12) ve glukoz (%7-10) olusturmaktadir
(Karkacier ve Artik 1995). Ham seliiloz ve toplam mineral madde miktari sirasiyla %4.6-
6.2 ve %2.23-2.42 arasinda degismekte ve mineral maddeler arasinda en yiiksek miktari
potasyum olusturmaktadir. Ayrica kegiboynuzunun meyvesi ve tohumu protein agisindan
da zengindir. Tohumda %15, meyve etinde ise %5 civarinda protein i¢eren ke¢iboynuzu,
valin, tirosin, 18sin, prolin, fenilalanain, glutamik asit, alanin, aspartik asit ve glisin gibi
aminoasitlerce de zengin olup A ve B kompleks vitaminleri ile beraber 9 degisik yag asidi
de igermektedir (Vardar vd 1980).

Kec¢iboynuzunun karbonhidrat igeriginin yiiksek olmasi biyoteknolojik agidan
degerlendirilmesine olanak tanimaktadir. Diinya’da bir¢ok {ilkede yeterince
degerlendirilemeyen ¢ogu tarimsal {irlin, gida isleyen fabrikalarin atiklar1 ve yliksek
karbonhidrat ve polisakkaritleri igeren atiklar fermentasyon yoluyla yeni ve degerli iiriin
tiretiminde kullanilmaktadir. Bu amagla bir¢ok organik asit, vitamin, aminoasit, alkol,
antibiyotik ve antibodi gibi ekonomik degeri yiiksek iiriin fermentasyon yoluyla
tiretilmektedir. Bu iriinlerin iiretiminde saf kimyasallar kullanildig1 gibi igerigi uygun
tarimsal riinler veya atiklar da degerlendirilmektedir. Saf kimyasallarla {iretimin ¢ok
pahali olmasi ve ayrica tarimsal {riinlerin organik atiklarimin degerlendirilmesi gibi
ekonomik ve g¢evreci yaklasimlar alternatif olarak dogal yetisen iriinleri hammadde
olarak kullanmaya olan ilgiyi artirmigtir.

Gida endiistrisinde bir¢ok kullanim alanina sahip kegiboynuzu meyvesi seker
iceriginin yiiksek olmasi nedeniyle son yillarda biyoteknolojik ¢aligmalarda kullanilmaya
baslanmistir (Yatmaz 2012). Yapilan c¢alismalarda keg¢iboynuzu ekstraktindan
Saccharomyces cerevisiae ile etanol tiretimleri de gergeklestirilmistir (Turhan vd 2010a,
Sanchez vd 2010). Keciboynuzu ekstraktindan etanol iiretiminin yani sira laktik asit
(Bulut vd 2004, Turhan vd 2010b), mannitol (Carvalherio vd 2011), dokosaheksaenoik
asit (Mendes vd 2007), yogurt (Atasoy 2009, Celik 2010), sitrik asit (Lingappa vd 2007,
Roukas 1993), enzim (Turhan vd 2012) ve biyokontrol ajan1 (Manso vd 2010) iretiminde
de basarili bir sekilde kullanilmistir.

Biyofilmler, kat1 yiizeylere diizenli veya diizensiz bir sekilde yerlesen mikrobiyal
hiicre duvarlar1 olarak tanimlanmaktadir. Ilk biyofilmler van Leeuwenhoek’ un dislerin
yiizeyini mikroskopla incelemesi sonucu kesfedilmistir. Bu mikrobiyal tabakalar
ekzopolisakkarit matriks igerisine yerlesmekte ve siispanse hiicrelere gore farkli gelisim



ve biyoaktivite ozellikleri gostermektedir (Demirci vd 2008). Biyofilmler islenmis
materyallerde ve sistemlerde biyokirlenmelere sebep oldugu gibi (Wirtanen vd 2000,
Geesey ve Bryers 2000, Chmielewski ve Frank 2003, Patching ve Fleming 2003) suyun
saflastirilmasinda ve atik suyun aritilmasinda (O’flaherty 2003, Lazarova ve Manem
2000) cevresel iyilestirmede (Von Canstein vd 2002), toksik Kirleticilerin
uzaklastirilmasinda (Jin vd 2003, Ebihara ve Bishop 2002) ve katma degeri yiiksek
iirlinlerin (Demirci vd 2008) tiretilmesinde kullanilmaktadir.

Biyofilmlerin yiizeye tutunmalarini kolaylastirmak, iiriin verimini artirmak,
mikroorganizmay1 siirekli logaritmik fazda tutmak, fermentasyon siiresini kisaltma, 6n
kiiltiir hazirlamay1 kisitlama, toksik bilesiklere kars1 direng, uzun iiretim siiresi, iiriin geri
kazaniminin kolay olmast ve yiiksek biyokiitle gelisimi gibi avantajlart saglamak
amaciyla cesitli tarimsal bilesenleri iceren destek materyalleri ve karigtirmali tank
reaktor, akiskan yatak reaktor, sabit yatakli reaktor, donen disk reaktor, membran
biyofilm reaktdr ve dolgulu yatak reaktdr gibi cesitli biyofilm reaktdrler gelistirilmistir.

Biyofilm reaktdrlerin biyoetanol, organik asitler, enzimler, antibiyotikler ve
polisakkaritler gibi katma degeri yiiksek iirlinlerin iiretiminde yliksek biyokiitle miktari
saglayarak {iretkenlik oranlarinin artmasini saglamis ve bu irilinlerin {iretiminde
kullanilabilirligi kanitlanmistir (Demirci vd 2008). Biyofilm reaktorler, iistiin stabilite
ozelligi gostermekte, diisiik besin Ogelerine ihtiyag duymakta, yiiksek biyokiitle
yogunluguna sahip olmakta ve uzun siireli fermentasyonlarda kullanilabilmektedir.

Tekrarlanan kesikli fermentasyon tekniginde, belirli bir zaman sonra besiyerinin
tamam1 ortamdan uzaklastirilmakta daha sonra ortama yeniden steril besiyeri ilave
edilmektedir. Bu yontemin diger bir adi yar1 siirekli fermentasyondur. Fermentasyon
yonteminin 6zelligi, ortama herhangi bir bulasma olmadig1 ve besiyerinin fermentasyon
bittikten sonra ortama siirekli eklendigi siirece devam etmesidir. Bu yontemde besiyeri
giris ve 1iriin ¢ikis kanallar1 bulunmaktadir. Belirli bir siire fermentasyon
gergeklestirilmekte daha sonra iiriin uzaklastirilarak taze steril besiyeri ortama ilave
edilmektedir.

Giinden giine azalan fosil yakitlarinin tiretimi, diinyada artan enerji ihtiyact ile ters
oranda gerceklesmektedir. Bu durum, fosil yakitlarinin yerine alternatif ucuz enerji
kaynaklarini liretmeye ve giinliik yasamda kullanmaya itmistir. Gelismis ve gelismekte
olan iilkeler bu duruma ¢6ziim bulmak amaciyla dogal hammaddeleri kullanarak enerji
thtiyacimt  karsilamaya yonelik c¢alismalar yapmaya baslamistir. Bu alanda etanol,
biyodizel ve biyogaz, petrole ve petrolden elde edilen iiriinlere alternatif olarak
goriilmektedir. Gergeklestirilen ¢alismalar sonucunda basit sekerler bakimindan zengin
ve ucuz olan kaynaklar etanol tiretiminde kullanilmakta ve etanol {iretmek amaciyla farkl
mikroorganizmalar ve fermentasyon teknikleri gelistirilmektedir. Yakit olarak kullanilan
etanol ayrica, gida katki maddesi olarak, icecek iiretiminde ve bilimsel ¢aligmalarda
kullanilmaktadir.



2. KURAMSAL BiLGILER ve KAYNAK TARAMALARI

2.1. Ke¢iboynuzu

Keg¢iboynuzu (Ceratonia siliqua L.), Fabeceae familyasinin Ceasalpinaceae alt
familyasia dahil ¢ok yillik bir bitkidir ve Akdeniz ikliminin hakim oldugu boélgelerde
yetismektedir (Segmen 1974, Se¢men 1975). Bugiin diinya iizerinde Tiirkiye, Kibris,
Yunanistan, 1ta1ya, 1spanya, Portekiz, Fas, Tunus, Cezayir, Libya, Misir, Suriye ve Israil
gibi Akdeniz iilkelerinde ve A.B.D, Avustralya ve Giiney Afrika’da genis Ol¢iide
yetistiriciligi yapilan keciboynuzunun anavatam1 Giiney Anadolu, Suriye ve Israil’dir
(Vardar vd 1980). Ulkelerde ve genel olarak kitalarda yetisen kegiboynuzu meyvesinin
tiretim alani, tiretim miktar1 ve verim degerleri sirasiyla Cizelge 2.1 ve Cizelge 2.2°de
verilmistir.

Cizelge 2.1. Keciboynuzu meyvesinin iilkeler bazinda iiretim alani, iiretim miktar1 ve verim

degerleri (FAO 2014)
YiI  Ulke 2007 2008 2009 2010 2011 2012
Libya 982 911 921 868 827 821
T Kibns 1.247 1.227 2.094 1.286 1.353 1.286
£ Yunanistan  5.000 6.098 6.195 5.769 5.284 5.600
£ srail 1.500 1.450 1.400 1.450 1.500 1.500
= ftalya 8.675 11.000 10.819 10.823 9.183 5.672
= Fas 10.447 9.692 9.798 9.700 9.750 9.750
£ Portekiz 9.000 9.500 9.700 9.033 9.800 9.800
S lIspanya 38.100  46.404  46.700  46.243  43.883  43.000
D Tunus 460 460 417 414 414 413
Tiirkiye 2.390 2.850 2.850 2.570 2.910 3.110
Libya 4.138 3.216 3.384 2.829 2.865 3.136
Kibris 3.839 6.519 3.514 10.560 10.560 5.186
__ Yunanistan  15.000 15.822 14.465 15105  20.901 22.000
g srail 180 200 210 185 190 190
€ talya 32.784 31224 30020 25337 44749  30.841
£ Fas 25.055 19.472 20.489  20.000 20500  20.500
2 Portekiz 20.000 21.000 21500 22452  23.000  23.000
ispanya 56.100 60.795  53.200  56.286  38.380  40.000
Tunus 1.000 1.000 858 858 860 855
Tiirkiye 12.161 12.097 14.413 14.172 13.972 14.218
—~  Libya 42138 35.301 36.742 32592 34643 38197
g  Kibms 30.785 53.129 16.781 82115  78.048  40.326
$  Yunanistan  30.000 25.946  23.349  26.183 39555  39.285
£ israil 1.200 1.379 1.500 1.275 1.266 1.266
S italya 37.791 28.385  27.747 23410 48730  54.374
£ Fas 23.982 20.090 20911 20618  21.025  21.025
2 Portekiz 22.222 22105 22164  24.855  23.469 23.469
£ Ispanya 14.724 13.101 11.391 12.171 8.745 9.302
E Tunus 21.739 21.739 20575 20724  20.772 20.702

Tiirkiye 50.882 42.445 50.571 55.143 48.013 45.717




Cizelge 2.1°e gore lilkemiz, kegiboynuzu iiretiminde ve liretim alaninda altinci
sirada bulunmaktadir. Ispanya, keciboynuzu iiretiminde en fazla iiretim alanma sahip
olmanin yam sira iiretim miktar1 acisindan da en fazla iireten iilke konumunda
bulunmaktadir. Buna bagli olarak diinya capinda en fazla {iiretim, 2011 yilinda
gergeklestirilmistir.

Cizelge 2.2. Keciboynuzu meyvesinin kitalar bazinda iiretim alani, {iretim miktar1 ve
verim degerleri (FAO 2014)

YiI  Kita 2007 2008 2009 2010 2011 2012
S Afrika 11.889  11.063  11.136 10982  10.991  10.984
£ L Amerika 56 56 76 76 30
=5 Asya 5439 5837 6587 5547 6013  6.146
< Avrupa 61.363  73.697 74119 72568  68.800  64.672
= Afrika 30193  23.688 24731  23.687  24.225  24.491
&  Amerika 28 73 76 76 35
= Asya 18980 20992 20337  27.117  27.022  21.894
S Aviupa 124379 129.358 119.666 119.670 127.683 116.491
O Dinya 173.580 174111 164.734 170.550 179.006  162.911
__ Afrka 25395 21411 22208  21.568  22.040  22.296
E 2 Amerika 5.000  13.035 10.000  10.000  11.666
ST Asya 34896 35963 30874 48885  44.939 35,623

Avrupa  20.269 17.552 16.145 16.490 18.558 18.012

Ulkemizde Urla’dan (Izmir) Samandag’a (Hatay) kadar olan 1750 km’lik sahil
seridinde dogal olarak yetismektedir. Ke¢iboynuzunun yetistigi alan genellikle kiyidan
1-2 km i¢ kisimlara kadar olan sahil serididir. Bunun yaninda Kozan’da (Cukurova)
kiyidan 90 km ve Mersin dolayinda 25 km kadar i¢ kisimlarda da yetisme alan1 buldugu
bilinmektedir (Vardar vd 1980). Ulkemiz kegiboynuzunun anavatan bolgesi icerisinde
yer almasi nedeniyle gen kaynaklar1 acisindan biiyiik bir avantaja sahiptir. Bu durum,
iilkemiz kosullarinda yapilan seleksiyon g¢alismalar ile ortaya konmus ve lilkemizin
ozellikle yabani tipler acisindan ¢ok zengin oldugu bildirilmistir (Batlle ve Tous 1997,
Pekmezci vd 2005). Ulkemizde yetisen kegiboynuzu meyvesi ile ilgili TUIK verileri
Cizelge 2.3 te gosterilmistir.

Cizelge 2.3. TUIK verilerine gore yillik toplam kegiboynuzu iiretim miktarlari

Yil 2009 2010 2011 2012 2013
Toplam meyveliklerin alan1 (dekar) 2714 3323 4940 5449 5119
Uretim (Ton) 14003 14172 13978 14166 14261
Agag basina ortalama verim (kg) 49 55 48 45 48
Toplam agag sayisi 323647 305312 389156 389672 377749
Akdeniz Bolgesi iiretimi (ton) 13677 13763 13544 13732 14019
% Akdeniz Bolgesi iiretimi 97.672 97.114 96.895 96.936 98.303

Ulkemizde kegiboynuzunun degerlendirilmesinde meyvenin tohumu agisindan
herhangi bir sorun bulunmazken, meyvenin oransal olarak yaklasik %90’ 1n1 olusturan etli



kisim ise baslica pekmez liretimi ve hayvan yemi liretiminde degerlendirilmektedir.
Ancak tohum ile karsilastirildiginda, meyve etinden elde edilen {irlinlerin piyasa
degerinin daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu nedenle meyvenin etli kisminin kullanim
alanlarinin genisletilmesi bu meyvenin piyasa degerini artirmakla birlikte {ireticinin de bu
bitkiye daha fazla deger vermesini saglayacaktir (Turhan ve Karhan 2004, Turhan vd
2006).

Kegiboynuzu meyvesi tiiketim olgunluguna ulastiginda %90-91 kuru madde ve
%62-67 toplam suda ¢oziinlir kuru madde igermektedir. Coziiniir kuru maddenin 6nemli
bir kismin1 sakaroz (%34-42), fruktoz (%10-12) ve glukoz (%7-10) olusturmaktadir
(Karkacier ve Artik 1995). Ham seliiloz ve toplam mineral madde miktar sirasiyla %4.6-
6.2 ve %2.23-2.42 arasinda degismekte ve mineral maddeler arasinda en yiiksek miktari
potasyum olusturmaktadir.

Ayrica keciboynuzunun meyvesi ve tohumu protein agisindan da zengindir.
Tohumda %15, meyve etinde ise %5 civarinda protein iceren kegiboynuzu, valin, tirosin,
16sin, prolin, fenilalanain, glutamik asit, alanin, aspartik asit ve glisin gibi aminoasitlerce
de zengin olup A ve B kompleks vitaminleri ile beraber 9 degisik yag asidi de
igermektedir (Vardar vd 1980).

Keciboynuzu kabuklarinin nispeten diisiik maliyetli olmasi ve yiiksek seker
icermesi nedeniyle posasi, bazi Akdeniz iilkelerinde fermentasyon ile endiistriyel alkol
tiretmek i¢in kullanilan ilk bahge iiriinleri arasinda yer almistir (Merwin 1981). Misir gibi
bazi tilkelerde popiiler bir icecek olan ke¢iboynuzu surubu, kaba 6giitiilmiis kegiboynuzu
hububatinin su ile ekstraksiyonu sonucu elde edilmektedir. Bir diger kullanim sekli
kavrulup ogiitiilerek elde edilen kegiboynuzu unu olup {iriin, %38,7 toplam seker, %7,24
lif ve %3,75 tanenleri icermekte ve su aktivitesi degeri 0,33 olarak bildirilmektedir
(Yousif ve Alghzawi 2000).

Tek hiicre organizmalar1 zengin karbonhidrat ve azot kaynagina sahip meyve ve
sebzeleri, gida fabrikalar1 ve tarimsal irilinlerin atiklarmi kullanabilme yetenegine
sahiptir. Ke¢iboynuzu da uygun bilesiklerle zenginlestirilip fermente edildiginde yiiksek
proteinli gidalarin olusturulmasinda kullanilabilir niteliktedir. Ayrica Aspergillus niger
ve Fusarium moniliforme gibi kiiltiir mikroorganizmalart i¢in zengin karbonhidrat ve ham
protein igerigi ile milkemmel bir substrat niteligindedir (Imre 1973, Sekeri-Pataryas vd
1973).

Biyolojik yolla etanol iiretimi, daha ¢ok tarimsal esasli iiriinlerden yapildigi igin,
atmosferik karbon dongiisiinii de artirmaktadir. Etanol fermentasyonunda Amerika
Birlesik Devletleri gibi bazi iilkeler hammadde olarak ¢ogunlukla nisastali tarim tiriinleri
ve seliilozlu artiklardan yararlanirken iilkemizde bu amacla genellikle melas ve kuru
izim kullanilmaktadir. Bunlarin disinda patates, pancar, odun sekeri, siilfit surubu, ¢esitli
meyveler ve peynir alt1 suyu da alkol iiretiminde kullanilabilen énemli hammaddeler
arasinda yer almaktadir. Endiistriyel etanol iiretiminde pancar ve kamisi melaslari, bol
bulunmasi ve ucuz olmalari nedeniyle yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Sentetik olarak
etilenden etanol iiretimi miimkiin olmasina ragmen oOzellikle gida ve ilag sanayinde
fermentasyon {irtinii alkol kullanma zorunlulugu vardir. Ciinkii sentetik alkolde insan



sagligina zararli yan iiriinler ve reaksiyona girmemis ¢ikis maddesi ve igerdigi safsizliklar
bulunabilir (Turhan 2009).

2.2. Biyofilmler

Biyofilmler, kat1 yiizeylere diizenli veya diizensiz bir sekilde yerlesen mikrobiyal
hiicre duvarlari olarak tanimlanmaktadir. ilk biyofilmler van Leeuwenhoek tarafindan
diglerin ylizeyinin mikroskopla incelenmesi sonucu kesfedilmistir. Bu mikrobiyal
tabakalar ekzopolisakkarit matriks igerisine yerlesmekte ve siispanse hiicrelere gore farkli
gelisim ve biyoaktivite Ozellikleri gostermektedir (Demirci vd 2008). Biyofilmler
islenmis materyallerde ve sistemlerde biyokirlenmelere sebep oldugu gibi (Wirtanen vd
2000, Geesey ve Bryers 2000, Chmielewski ve Frank 2003, Patching ve Fleming 2003)
suyun saflastirilmasinda ve atik suyun aritilmasinda (O’flaherty 2003, Lazarova ve
Manem 2000), gevresel iyilestirmede (Von Canstein vd 2002), toksik Kirleticilerin
uzaklastirilmasinda (Jin vd 2003, Ebihara ve Bishop 2002) ve katma degeri yiiksek
tirtinlerin (Demirci vd 2008) gelistirilmesinde kullanilmaktadir.

2.2.1. Biyofilm olusumu ve yapisi

2.2.1.1. Biyofilm olusumu

Biyofilm, kat1 yiizeylere tutunarak bir araya gelen mikroorganizmalarin lirettikleri
bir organik polimer icerisine gémiilmeleridir (Characklis ve Marshall 1990). Bir baska
tanima gore biyofilm, mikrobiyal topluluk tarafindan iiretilen ekstraseliilar bir matriks
icerisine gdmiilen ve canli veya cansiz ylizeyler lizerine mikroorganizmalarin tutunmasi
ile olusan mikrobiyal bir topluluktur (Burmelle vd 2006, Xu vd 2011). Islak biyofilm
kiitlesinin % 90’indan daha fazlasi sudur. Ekstraseliilar polimerik maddeleri iceren
polisakkaritler ve glikoproteinler, kuru biyofilm kiitlesinin % 70’inden daha fazlasim
olusturmaktadir (Melo ve Oliveira 2001). Biyofilm kalinlig1; mikroorganizma tiiriine,
biyofilm yasina, besin durumuna ve ¢evresel s1vi kayma gerilmesine bagli olarak birkag
mikron ile birkag santimetre arasinda degismektedir. Biyofilm olusumu ii¢ temel agsamada
gerceklesmektedir (Sekil 2.1). Birinci asama olan tutunma, daha c¢ok yiizey ozellikleri
(sertlik, piriizlilik, yik vb.) ve yiizeye tasinan mikroorganizmalarin hiz1 ile
etkilenmektedir. ikinci ve {i¢iincii asama olan gelisme Ve ayrilma, mikroorganizmanin
gelisme hizi, y1gin akisinin kayma kuvveti, diflizyon ve besinlerin tasinmasini kapsayan
faktorler tarafindan etkilenmektedir (Cheng vd 2010).

Tutunma asamasinda, hem yigin sivisi igerisindeki makromolekiiller hem de
yapay olarak kaplanmis materyal tarafindan yiizey olusturulmaktadir. Bu yiizden sivi
icerisindeki siispanse mikroorganizmalar, difiizyon ve konveksiyon ile veya kendi
hareketi ile yiizeye tasinmakta ve kat1 yiizey ile zayif tersinir adezyon olusturmaktadir.
Gelisme asamasindaki tersinmez adezyon, ekzopolisakkaritler (EPS) ile ylizey arasinda
olusan polimer kopriilerinin bir sonucu olarak meydana gelmektedir (Cheng vd 2010).
Diger bir ifade ile dipol-dipol, hidrojen, iyonik ve kovalent baglarim1 kapsayan kisa
mesafeli kuvvetler ve hidrofobik interaksiyonlar, tersinmez tutunmayi olusturmaktadir.
Bu kisa mesafeli kuvvetler, yiizey ile zayif bir sekilde etkilesime neden olmaktadir.
Matriks, yiizey ile giiclii bir seklide baglanmaya neden olmakta ve bakteriyel hiicreleri
cepecevre saran matriks, proteinleri ve ekstraseliilar polisakkaritleri de i¢ine alan fi¢



boyutlu bir biyofilm yapisi olusturmaktadir ve genellikle organizmanin kendisi tarafindan
tiretilmektedir (Ercan ve Demirci 2013).

1. Tutonma 2. Gelisme 3. Ayrima /'/ g

Sekil 2.1. Biyofilm olusum basamaklar1 (Anonim 2014)

Bu agamalardan sonra mikroorganizmalar besin durumuna bagl olarak ayri/ma
asamasina girmektedir. Burada besin konsantrasyonu ve diflizyon, mikroorganizmalarin
kat1 ylizeye tutunmasindan daha ¢ok biyofilm olusumunda 6nemli rol oynamaktadir
(Cheng vd 2010). Bu proses sivi kayma kuvvetine, zayif i¢sel kohezyona, oksijenin
ve/veya biyofilm igindeki besin tiikenmesine baglidir. Ayrilma, asinma ve dokiilme ayn
anda gergeklesmektedir (Ercan ve Demirci 2013). Sivi kayma kuvveti sonucunda olusan
asinma, kiiciik biyofilm parcalarinin uzaklastirilmasi olarak tanimlanmaktadir. Dokiilme
ise besinlerin azalmasi ile biiylik biyofilm pargalarinin rastgele ayrilmasidir. Gelisme ve
ayrilma arasindaki denge ayarlandifi zaman sistem ortalama biyofilm kalinligina
ulagmakta ve kararli hale gelmektedir (Cheng vd 2010).

2.2.1.2. Biyofilm yapisi

Biyofilm kiitlesinin %97 gibi biiyiik bir kismint su olusturmaktadir. Matriks
igindeki diger bilesenler ise; %1-2 ekzopolisakkarit (EPS), %1-2 globuler glikoproteinler
ve diger proteinler, %1-2 niikleik asit, lipit, fosfolipitlerdir. Ancak bu oranlar mevcut
organizmalarin ¢esidine, fizyolojik 6zelliklerine, gelisme ortaminin dogasina, akiskanin
tipine, genel fiziksel 6zelliklere gore degisebilmektedir. Polisakkarit, protein, DNA ve
sudan olusan ekstraseliiler matriks, biyofilm hiicrelerinin tutunmasini saglamaktadir.
Yiizeye sikica tutunan bakteri burada ¢ogalarak 6nce mikrokolonileri, mikrokolonilerde
biliyliyerek ve genisleyerek biyofilm tabakasini olusturmaktadir. EPS iiretimi,
organizmanin ylizeye doniisiimsiiz olarak tutunmasi icin gereklidir ve bu biyofilm
olusumunun bir gostergesidir. Olgun bir biyofilm kiitlesinin %75-90’1m1  EPS
olusturmaktadir (Giin ve Ekinci, 2009). Genellikle biyofilm yapisi; besin durumu,
difiizyon, mikroorganizmalar ve yiizey arasindaki ¢ekim kuvveti, EPS iiretimi ve hiicreler
arasi yapiskanlik, mikroorganizma gelisimi, kayma kuvveti, sicaklik ve pH gibi ¢esitli
faktorlerin kombinasyonu tarafindan etkilenmektedir (Demirci vd 2008, Acuna vd 2002,



Allan vd 2002). Ekstraseliiler polisakkaritler spesifik ve spesifik olmayan olmak iizere
ikiye boliinebilmektedir. Glukoz, galaktoz, mannoz, glukuronik asit, galakturonik asit
gibi spesifik polimerler basli basina bakteriyel suslara ozgiidiir. Spesifik olmayan
polisakkaritler ise cesitli bakteriyel suslardan salgilanabilmektedir. Spesifik olmayan
polisakkaritlerin ¢ogu homopolisakkaritlerdir (Hutkins 2008). HomopolisakKkaritler,
monosakkaritlerin sadece bir ¢esidinden olusmaktadir. Heteropolisakkaritler ise iki veya
daha fazla farkli monosakkaritin birlesmesiyle olusmaktadir. Homopolisakkaritlere
sirasiyla Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus spp., Lactobacillus surfanciscensis ve
Lactococcus lactis tarafindan tiretilen dekstranlar (a-1,6 ve a-1,3 baglar ile baglanmis
glukoz polimerleri), glukanlar (B-1,3-glukoz polimerleri), fruktanlar (-2-6 baglar ile
baglanmis  D-fruktoz  polimerleri) ve  poligalaktanlar  6rnek  verilebilir.
Heteropolisakkaritler daha ¢ok glukoz, galaktoz ve ramnozdan olusurken yapisinda
fruktoz, asetillenmis amino sekerler, riboz, glukuronik asit, gliserol, fosfat, piriivil ve
asetil gruplarindan daha az miktarlarda bulunmaktadir (Flemming ve Wingender 2010).
Bakteriler tarafindan iiretilen heteropolisakkaritlerin bilesimi, yapist ve fizikokimyasal
ozellikleri suslar arasinda degisiklik gosterebilmektedir. Ayrica biyofilm olusumunda
polimerler (¢ogunlukla polisakkaritler) biyofilmin fiziksel o6zelliklerine de etki
etmektedir. Biyofilmin fiziksel 6zelligi {izerinde polimerlerin sekli etkilidir. Biyofilmin
sekli primer yapiya, ¢oziicli bilesimine, pH’ya sicakliga ve inorganik tuzlara baghdir
(Hutkins 2008). Bir¢ok bakteriyel polisakkaritin sulu soliisyonu viskoz ve newtonian
olmayan ozelliktedir. Genel olarak, biyofilm viskoelastik ozellik gostermektedir.
Biyofilmler, hem tersinir elastik hem de tersinmez deformasyon karsiligr ile
ekzopolisakkarit matriks tizerindeki kuvvetlere tepki gostermektedir (Murga vd 1995).
Biyofilmlerin termodinamik 6zellikleri biyofilm agirligina ve kalinligina baglidir. Ayrica
biyofilmin difiizyon katsayis1 suyun difiizyon katsayisinin %80’1 kadardir ve difiizyonal
uzunluk biyofilm kalinligi ile etkilenmektedir (Hutkins 2008). Ornegin P. aeruginosa ve
Klebsiella pneumoniae’nin saf kiiltiir biyofilm kalinligi sirasiyla 29 ve 100 um iken P.
aeruginosa ve Klebsiella pneumoniae igeren bir karigik kiiltiiriin biyofilm kalinligi 400
pum olarak belirtilmistir (Muffler vd 2014). Biyofilm yogunlugu cevresel kosullara ve
mikrobiyal tiirlere gore degismektedir. Ornegin ipliksi gelismeye yol acan oksijen
sinirlamasi, biyofilm yogunluguna etki etmektedir. Ayrica artan kayma gerilimi biyofilm
yogunlugunu da artirmaktadir. Benzer sekilde artan kalsiyum konsantrasyonu ve diisiik
¢oziiniirliige sahip inorganik tuzlar énemli 6lciide biyofilm yogunlugunu artirmaktadir.
Bunlara ek olarak biyofilm yogunlugu, biyofilm yas1 ile beraber artmaktadir. Biyofilmin
geometrik Ozelligi lizerine gevresel etkilerin yani sira yiizey morfolojisi de etki
etmektedir. Biyofilmin piiriizliilligi biyofilm yasma ve ipliksi mikrobiyal gelisime
baglidir (Hutkins 2008). Substrat tiikketim hizi, maksimum Kkiitle transfer hizinin {izerine
ciktiginda gozenekli veya ipliksi bir biyofilm meydana gelerek difiizyonu sinirlamaktadir.
Aksine, doniisiim hizim1 sinirlayan bir asama olugunda daha homojen ve daha siki
biyofilm olusturulabilmektedir (Van Loosdrecht vd 2002).

2.2.1.3. Biyofilm yapisimin 6zellikleri

Simdiye kadar biyofilm yapisi hakkinda ii¢ model 6nerilmistir. Bunlar heterojen
model, heterojen mozaik (s6zde homojen) model ve mantar (veya lale) modeldir (Ercan
ve Demirci 2013). Bu modeller farkli mikroorganizmalar tarafindan iiretilen ¢esitli
biyofilmlerin gorsel analizine dayanarak oOnerilmistir. Ancak birden fazla organizma
tarafindan olusturulan biyofilmler farkli bir yap1 ve olusum prosesi sergileyebilmektedir



(Christensen ve Characklis 1990). Heterojen tipleri, akan siviya maruz kalan yogun,
diizlemsel, homojen bir biyofilmi igermektedir. Su kanallar1 ile ayrilan
ekzopolisakkaritler ile ayrilmayan hiicreleri iceren biyofilm, heterojen mozaik modeldir.
Mantar tip biyofilm ise su kanallari ile ¢gepecevre sarilan bir mantar gibi goriinmektedir
(Ercan ve Demirci 2013).

Biyofilmlerin fiziksel, kimyasal ve biyolojik o6zellikleri, mikrobiyal tiirlere,
morfolojilerine ve ekstraseliiler polimerlerin bilesimine baghdir. Ekstraseliiler
polimerler, mikrobiyal hiicrelerin fizyolojik evresi nedeniyle degisebilmektedir. Ayrica,
biyofilmin 6zellikleri ¢evresel faktorler ile de degismektedir. Cevresel faktorlere; film
icerisindeki populasyon dagilimi, besin yiikleme hizi, biyofilm birikimi ve hidrodinamik
kayma gerilimi 6rnek olarak verilebilir. Bunlara ek olarak biyofilm 6zelliklerini, biyofilm
biinyesindeki momentum, 1s1 ve kiitle transfer hizi da etkilemektedir (Hutkins 2008).

2.3. Biyofilm Reaktor Tipleri

Biyofilm reaktorler katma degeri yiiksek tirtinlerin iiretiminde biyofilmlerin veya
immobilize hiicrelerin gelistirilmesi amaciyla yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu
reaktorlere karistirmali tank reaktor (CSTR), sabit yatakli reaktdr (PBR), damlatmali
yatak reaktor (TBR), akiskan yatak reaktdr (FBR), hava kaldirmali reaktér (ABR), yukari
yatay akisli anaerobik ¢amur yatakli reaktdr (UASB), genisletilmis yatak reaktor (EBR)
ve membran biyofilm reaktdr ornek verilebilir. UASB ve EBR reaktorleri atik su
arittminda kullanilmaktadir (Muffler vd 2014). Bu reaktor tiplerinin avantajlari ve
dezavantajlar1 Cizelge 2.4’te verilmistir. Biyofilm reaktorler ¢evresel iyilestirme, bitki
ve hayvan hiicresi gelistirmeleri gibi diger alanlarda da kullanilabilmektedir (Cheng vd
2010). Biyofilm partikiillerinin ve biyofilm reaktorlerinin gesitli tiirleri sematik olarak
Sekil 2.2°de gosterilmistir.

2.3.1. Kanistirmah tank reaktor

Biyoteknolojik uygulamalara yonelik kullanilan karigtirmali tank reaktor, kimya
miihendisliginde kullanilan klasik reaktorden elde edilmistir. Bu reaktdr tipi serbest
siispanse hiicrelere yonelik biiyiik 6l¢ekli endiistriyel iiretim prosesleri i¢in kurulmustur.
Karigtirmali tank reaktdr, bazi analitik cihaz tiplerinin eklenmesine (pH, pO2, optik
yogunluk, in situ mikroskop) ve ¢6ziinmiis oksijenin konsantrasyonu ve pH gibi énemli
proses parametrelerinin kontroliine olanak saglamaktadir. Biyofilm prosesine yonelik
karistirmali tank reaktorlerinin kullanilmasinda organizmanin gelismesi i¢in tutunacagi
bir destek materyali gerekmektedir. Reaktoriin i¢ine ilave edilen parcalar, reaktoriin
spesifik ylizeyini artirmak i¢in kullanilabilmektedir (Muffler vd 2014).

Karistirmali tank reaktérde modifiye edilmis ve modifiye edilmemis yiizeyler ile
bazi1 destek materyalleri kullanilabilmektedir, fakat biyofilm destek materyalinin Reynold
sayisi, gii¢ girisi ve karistirma siiresi gibi reaktoriin hidrodinamikleri tizerinde 6nemli
etkisi vardir. Ayrica biyofilm gelisimi i¢in kullanilacak olan yilizey materyalinin ¢esidi,
karistiricinin tiiri ve bunun lokal enerji girdisi, kullanilan partikiillere uygun olmak
zorundadir. Ozellikle alti-diiz-bigakli disk tiirbini veya egimli bigak tiirbini yerine deniz
pervanesinin kullanilmas1 kirilgan biyofilm destek materyalinin par¢alanmasina neden
olan bir girdi sistemi saglamaktadir (Muffler vd 2014).



Cizelge 2.4. Biyofilm tekniginde kullanilan reaktorlerin karsilastirilmasi (Cheng vd
2010)

Reaktor Avantajlar Dezavantajlar
Yiiksek hiicre yogunlugu Hiicrelerin kayma gerilimi,
Karigtirmali tank reaktdr ve verimlilik, uzun stireli  yiiksek karistirma giicii
iretim gerektirmesi
Hiicre kirliligi, karigtirma

Yiiksek hiicre yogunlugu . .
) ) e et problemleri nedeniyle
Sabit yatakli reaktor ve verimlilik, diisiik gii¢ o .
L gradyanlar, {irlin geri
gereksinimi
kazaniminin zor olmasi
Homojen partikiil Yiiksek enerji gerektirmesi,
Akiskan yatakli reaktor  karigsimi, uzun siireli kayma gerilimi, biyofilm
liretim olugma siiresinin uzun olmasi
Donen disk reaktor Yiiksek hiicre yogunlugu Yuks?k ko.n‘.[.a mmasyon riski,
yari siirekli iiretim
Yiiksek hiicre yogunlugu

Membran biyofilm
reaktor

Hiicre kirliligi, 6l¢ek biiyiitme

ve verimliligi, kolay iiriin Kisttlamalart

geri kazanimi

Biyofilmin bulundugu karistirmali tank reaktor, kesikli, beslemeli kesikli ve
stirekli modda kullanilabilmektedir. Reaktoriin kurulma siiresi ¢ok uzun oldugundan
dolayr mikroorganizmalarin diizgiin bir sekilde immobilizasyonu i¢in birka¢ giin
gerekmektedir. Proses ekonomisine gore hazirlanan reaktdr uzun bir ¢alisma siiresine
sahip olmalidir. Bu o0zellik aslinda siirekli karigtirmali  tank reaktorlerde
uygulanabilmektedir. Ancak beslemeli-kesikli ve kesikli prosesler de kisa c¢alisma
stirelerine yonelik tasarlanmistir. Tekrarlanan-kesikli yontemin kullanilmasi ile ¢alisma
stiresi uzatilabilmektedir. Stirekli moddan farkli olarak, gecici kosullar nedeniyle reaktor
icerisinde gradientler olusmaktadir (Muffler vd 2014).

2.3.2. Sabit yatakh reaktor

Sabit yatakli reaktor aym1 zamanda dolgulu vyatak reaktér olarak da
adlandirilmaktadir ve biyofilmler sabit destekler lizerinde gelistirilmektedir. Bu reaktor
immobilize hiicrelerin ve biyofilmlerin gelistirilmesine yonelik muhtemelen en ¢ok
kullanilan reaktor tipidir (Fukuda 1994). Reaktor igindeki kati destekler biyofilm
organizmalar1 tarafindan yogun bir sekilde kolonilestirilmis ve paketlenmistir. Bu
nedenle bu reaktdr biyokiitle-sivi temasi ile yiiksek ara ylizey alan1 saglamaktadir. Kiitle
transferi hacimsel akisin bir fonksiyonudur, ¢iinkii daha yiiksek akis hizi, daha yiiksek
kiitle transferidir. Bununla birlikte akis, teknik araglar ile sinirlandirilabilmekte fakat
olusan kayma kuvvetleri, biyofilme zarar vermektedir (Muffler vd 2014).

Bir¢ok biyokatalitik proses, etkili bir gaz-sivi temasin1 ve karbon dioksit
uzaklastirmay1 gerektirmektedir. Durgun gaz ceplerinin bir sonucu gaz tagkinligina neden
olabilmekte ve dolayisiyla yatagin performansini diisiirmektedir. Sabit yatagin 6nemli bir
avantaji, ambalaj materyalinin bosluk hacmi ile ilgili olarak biyokiitlenin ¢ok yiiksek
yogunlukta olmasidir. Ancak biyokiitle birikimi nedeniyle sabit yatak tikanabilmektedir.
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Bu gibi durumlarda akiskan yatak veya damlatmali yatak reaktorii kullanilmalidir
(Muffler vd 2014).

Damlatmali yatak reaktorii (TBR), sabit yatakli reaktoriin 6zel bir tiiri olarak
nitelendirilmektedir. TBR igerisindeki sivi, paketlenmis bir biyokatalizoriin ince bir filmi
tizerine diisen bir akis profiline sahiptir. Ayn1 zamanda gaz uzaklastirmasinin yani sira
etkin oksijen temini de basariyla gergeklestirilmektedir (Muffler vd 2014).

2.3.3. Akiskan yatak reaktor

Akigkan yatakli bir reaktor, dolgulu yatak reaktorii ve siirekli karigtirmali tank
reaktorii arasinda orta dereceli olarak kabul edilebilen bir karistirma derecesi
saglamaktadir. Biyofilm pargalarinin  akigkanlasmast sivi  ve/veya gaz ile
gerceklestirilmektedir. Eger gaz faz olarak hava kullanilirsa ve reaktor, partikiiller icin
bir ylikseltme ve calkalama boliimii saglarsa, reaktdr hava kaldirmali reaktdr olarak
siniflandirilmaktadir. Ayrica bu kategori igerisine dahil edilen bir diger reaktor tipi
kabarcikli kolon reaktdrdiir. Sonug olarak yatagin yayilimi, yatagin genislemesine imkan
verecek kadar yiiksek bir hiz sergileyen sivinin yukari1 dogru akmasini gerektirmektedir.
Ancak yatak partikiillerinin yogunlugu kullanilan sivinin yogunlugundan daha biiyiik
olmalidir. Akiskan yatak reaktorler, iyi bir karisim, kiitle ve 1s1 transfer ozellikleri
saglamakta ve minimum basin¢ diisiimii gostermektedir (Fukuda 1994). Ayrica bazi
avantajlara da sahiptir. Bunlar: kolay kontrol ve proses parametreleri ile ilgili dl¢limler
(6zellikle pH degeri ve ¢oziinmiis oksijen), ¢alisma sirasinda kolaylikla 6rnek alma ve
gerekliyse aktif fraksiyonlarin degistirilmesi ve dolgulu yatak reaktdrlerde oldugu gibi
basing diisiimii olmadan reaktor igerisinde yiiksek spesifik ylizey alani saglayan kiiciik
parcaciklarin kullanilmasidir. Akiskan yatak igerisinde iyi karisim saglayan hidrodinamik
sistem nedeniyle iyi bir gaz-sivi temasi1 ve gaz temininin yani sira gaz uzaklastirma diizeni
de kurulmustur. Sonugta olusan kesme kuvvetlerine gore destek materyalleri {izerine
biriken biyokiitleden kurtulmak miimkiin olmaktadir. Bu nedenle biyofilmler yaklasik
olarak sabit kiitle transfer hizlar ile neredeyse sabit bir kalinliga sahip olabilmektedir
(Muffler vd 2014). Bu degisik avantajlara ek olarak akiskan yatagin ¢alismasi sirasinda
cesitli zorluklarla karsilagilabilmektedir. Biyoreaktor yiliksek yatak genisliginde ve diisiik
stabilite diizeylerinde calistirilirsa bu tiir reaktorler optimum calisma kosullarinin az bir
kismina sahip olmaktadir (Converti vd 2006). Bu nedenle dalgalanmayan kosullar
saglamak zordur. Ayrica akigkan yatakli reaktoriin yiikseltme 6zelligi engellenmektedir,
clinkii iiretim hizi lizerine geri karistirmanin etkilerini tahmin etmek zor olmaktadir.
Ayrica etkili geri karistirma, parcacik yogunlugu ile sivi yogunlugunun arasindaki farka
baghdir. Pargaciklarin yogunluk degeri sivinin yogunluk degerine yakin degerde
secilirse, geri karistirmanin etkinligi 6nemli Olgiide azaltilmaktadir. Akiskan yatak
reaktorler, gaz halindeki bir fazin iretildigi fermentasyon prosesleri i¢in de uygun
olmaktadir (Muffler vd 2014).

2.3.4. Donen disk reaktor

Donen disk reaktor kurulumunda temelde biyofilm deste§i olarak diskler
kullanilmaktadir. Diskler saftin iizerine baglanmakta ve tanimlanan bir frekansta
dondiiriilmektedir. Bu durumda hidrodinamiklerin alikonma siiresi bagimsiz bir sekilde
ayarlanabilmektedir. Diskler yatay saftin iizerinde kullanilirsa ve reaktdr kismen
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doldurulmus olarak calistirilirsa bu tiir bir yaklasim yaygin olarak donen biyolojik
kondaktor veya donen biyofilm kondaktor olarak adlandirilmaktadir (Converti vd 2006,
Cao vd 1997).

Urin Uriin
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—
iy CSTR ii) PBER
3
Besleme
Urin
Biyofilm Partikilleri I\
—>
Granil
iii) FER
Geri
Kazanim
Destek Biyofilm
~ Besleme <
Uriin
* ﬁ Gaz
1
—b Sl
iviALR > —
v) UASEB

| Tortu

1 Ne

* Besleme ve Hava * Besleme

Sekil 2.2. Biyofilm partikiillerinin ve biyofilm reaktdrlerinin gesitli tiirlerinin sematik
gosterimi (Qureshi vd 2005).

Disklerin donmesi nedeniyle immobilize mikroorganizmalar besiyeri ile ve sivi
faz lizerindeki atmosfer ile temas etmektedir. Reaktore pH’1, ¢éziinmiis oksijeni veya
ckstraseliiler iiriin konsantrasyonunu Ol¢mek amaciyla ¢esitli analitik cihazlar
takilabilmekte ve reaktor, anaerobik fermentasyonun yani sira aerobik fermentasyon i¢in
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de kullanilabilmektedir. Prensipte diskler dogrudan biyofilmin tutunmasina yonelik kati
destegi olarak kullanilmaktadir fakat alternatif olarak bagka materyallerde disklerin
tizerine sabitlenebilmektedir (Muffler vd 2014).

Bu reaktdr konfigiirasyonunun karistirmali kemostata gére dnemli bir avantaji,
sabit mikrobiyal filmlerin kombinasyonu ve siispanse gelisme 6zellikleridir (Del Borghi
vd 1985). Bu durumda c¢alisgma, dinamik bir damlatmali filtre olarak
tanimlanabilmektedir. Iyi bir karistirma sistemi saglayan ve hiicrelere yeterli oksijeni
temin eden diskler dakikada bir tur donme ile ¢alismaktadir (Muffler vd 2014).

2.3.5. Membran biyofilm reaktor

Membran biyofilm reaktoriin asil parcasi, 6zel bir membrandir. Bu membranin
Ozelligi mikroorganizmalar i¢in destek maddesi olarak davranmasi ve besinlerin
taginmasina izin veren sec¢ici bir bariyer olmasidir. Mikroorganizmalarin ve organik
bilesenlerin mambranin iizerine tutunmasina ragmen, bu mikroorganizma kaynakli
biyolojik kirlilik olarak siniflandirilmaktadir ¢iinkii filtreleme performans: zararli bir
sekilde etkilenmektedir (tikanma ve tahribat). Ozellikle substratlardan ve toksik
tiriinlerden hiicreleri korumak icin bir bariyer olarak davranan membranlar, biyofilm
tireten mikroorganizmalar ile membranlarin sistematik bir kolonizasyonu i¢in yararli
olabilmektedir. Ayrica bu tiir membranlar, mikroorganizmanin yeterli oksijen istegini
(hava kabarcig1 vermeyen) karsilamak i¢in kullanilmaktadir (Muffler vd 2014).

Membran biyofilm reaktoriin 6zel bir gesidi havalandirilmis-membran biyofilm
reaktor olarak adlandirilmaktadir (MABR). Bu sayede biyokiitle, oksijen araciligi ile
membranlar iizerine immobilize olmaktadir. Bu 6zel teknik atik su aritmaya yonelik umut
vermektedir (Qureshi vd 2005). Bir membran modiilii uygulanmadan 6nce bazi kriterler
g6z onilinde bulundurulmalidir. Bunlar: basing diismesi minimum olmali, gaz dagilimi
membran boyunca homojen olmali, membran mikrobiyal bozulmaya kars1 dayanikli

olmali ve membran gozenekleri mevcut calisma kosullar1 altinda 1slak olmamalidir
(Muffler vd 2014).

2.3.6. Biyofilm reaktorlerin avantajlar

Biyofilm reaktdrler, hiicre-geri doniisiim reaktorleri ve oluklu-lif reaktdrleri gibi
yeni reaktorlere gore birgok iistiin yanlara sahiptir. Katma degeri yiiksek tiriinleri tiretmek
amaciyla fermentasyonun verimliligini artirmanin bir yolu, biyoreaktorlerin igerisindeki
biyokiitleyi artirmaktir. Yiiksek biyokiitle yogunluguna ve ¢alisma stabilitesine sahip olan
biyofilm reaktérlerin siispanse hiicre reaktdrlerine gore birgok avantaji vardir. Uretim
hizin1 artiran, wash-out riskini azaltan ve tekrarlanan-kesikli fermentasyon boyunca
tekrar inokiilasyon ihtiyacini gideren biyofilm reaktorler, siispanse reaktorlere gore hacim
basina 5-10 kat daha fazla biyokiitleyi tutabilmektedir (Fukuda 1994). Ayrica biyofilm
matriksin yapist toksik maddelerin, antibiyotiklerin, hidrolik darbelerin, kayma
kuvvetinin, kontaminasyonlarmn, sicakligmm ve pH’'min ekstrem kosullarinda
mikroorganizmalarin yiiksek direncine katkida bulunmaktadir. Aktif veya yapay
immobilizasyon uygulandiginda karsilasilan problemlerin {istesinden pasif bir
immobilizasyon yontemi ile biyofilm olusumu gergeklestirilerek gelinebilmektedir. Pasif
immobilizasyon, kati destek materyalleri i¢erisinde veya mikroorganizmalarin etrafinda
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topaklagsmalar1 veya filmlerin dogal adsorpsiyonu ve kolonizasyonu ile meydana
gelmektedir. Adsorpsiyon daha cok destek materyali ve hiicre ylizeyi arasindaki
elektrostaik etkilesim sonucunda meydana gelmektedir. Biyofilm reaktorlere hiicrelerin
immobilizasyonu, besin ve oksijen transferinin artmasina ve besiyeri viskozitesinin
azalmasina yol agmaktadir. Ayrica biyofilm reaktorlerden elde edilen tiriinler, verimli bir
saflastirma prosesi sonucunda siispanse hiicre sistemindeki uygulamaya gore daha kolay
bir sekilde geri kazanilmaktadir (Cheng vd 2010).

2.3.7. Biyofilm reaktorlerin kisitlamalar:

Biyofilm reaktorlerin ve uygulamalarinin bir¢ok avantaji olmasina ragmen
biyofilm reaktdrler kullanilarak gergeklestirilen fermentasyonda g6z Oniinde
bulundurulmasi gereken teknik problemleri, biyofilm olusumunu, biyofilm aktivitesini ve
tastyict Ozelligini iceren bazi kisitlamalar vardir.

2.3.7.1. Biyofilm yapis1 ve aktivitesi

Biyofilm kompozisyonu ve aktivitesi, ¢calisan biyofilm reaktorlerde bagarili olmak
icin iki 6nemli parametre olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Biyofilmin kalinligi, toplam
hiicre sayis1 ve toplam kuru agirlik gibi yaygin bir sekilde kullanilan parametreler,
biyofilm aktivitesini tanimlamak igin yeterli olmamaktadir. Biyofilm aktivitesi, destek
materyali lizerindeki biyofilm miktar ile orantili degildir fakat biyofilm kalinlig: ile
artmakta ve “aktif kalinlik” olarak adlandirilan optimal bir seviyeye ulasmaktadir. Bu
seviye lizerindeki besin diflizyonu, sinirlanan bir faktor olmaktadir. Dogrudan hiicre
hesaplama metodu, inert kiitle, ekzopolisakkaritler ve adsorbe edilen organik materyaller
gibi bilesenler arasindaki etkilesim yok sayilirsa, biyofilm gelisiminin her asamasinda
kullanilmaktadir. Bu nedenle gelismis analitik metotlar su ii¢ unsuru icermelidir: biyofilm
olusumu ve yapisi, biyofilm kompozisyonu, biyokiitle aktivitesidir (Cheng vd 2010).

2.3.7.2. Kiitle transferi ve substrat difiizyonu

Immobilizasyon; yiiksek hiicre yogunlugu, yiiksek stabilite, kayma kuvvetine ve
kontaminasyona kars1 direnclilik, fazla biyokiitle nedeniyle yiiksek verimlilik, biyofilmin
tekrar tekrar kullanimi, gelisen siirekli proses kolaylig1 ve iirlinleri saflastirma kolaylig
gibi birgok avantaja sahiptir. Ancak kiitle transfer direngleri, immobilizasyon prosesi
baglama siiresinin uzun olmasi, immobilize ajanlar ve destek maddelerinin ek maliyeti
gibi bircok dezavantajlara da sahiptir. Tutuklanmis hiicreler i¢in substratlar, reaksiyon
gostermek icin hiicreler arasindaki matriks araciligiyla taginmak zorundadir. Ayrica
destek materyalinin bulunmasi ve biyokiitle ylizeyinin azalmasi, daha diisiik bir reaksiyon
hizina yol agmakta ve kiitle transferini engellemektedir (Cheng vd 2010).

2.3.7.3. Tasiy1c1 ozellik

Biyofilm reaktdrlerin giivenilir bir sekilde ¢aligmasi i¢in yiiksek biyokiitleye sahip
olmali ve destek materyali {lizerine biyofilm esit bir sekilde kaplanmalidir.
Mikroorganizmalarin tasiyict ylizeye tutunmasi kolay olmakta ancak biyofilm
kalinliginin kontroliine ve kayma kuvvetine karsi diren¢ zor olmaktadir. Ayrica
biyokiitlenin asir1 derecede kolonizasyonu, artan bir kiitle transfer direnci ile
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sonuglanmaktadir. Bununla beraber destek materyali iizerinde artan biyofilm yigini,
tastyicinin ylizey puriizliliiglinii artirmaktadir. Farkli tasiyicilar ile degisen ayirma
kuvvetleri ve ylizeye yiiklenen substrat tarafindan biyofilm morfolojisi etkilenmektedir.
Ornegin; Celit tastyict olarak daha cok ipliksi maya icin kullanilmaktadir. Misel hem
partikiil yiizeyine tutunmakta hem de partikiil igerisine niifuz etmekte ve pellet gibi stabil
bir biyofilm olusmaktadir. Ancak asir1 gelisme daha ¢ok tikanmaya neden olmaktadir.
Olusan tiiylii pelletler, slispanse kiiltiirde filamentli misele benzeyen oldukga viskoz
fermentasyon sivisina neden olmaktadir (Cheng vd 2010).

2.3.7.4. Biyofilmlerin aktivitesi

Bazi mikroorganizmalar farkli hiicre tiplerine hatta fermentasyon sirasinda farkli
hiicre morfolojisine sahip olmakta ve farkli iirin verimliligine neden olmaktadir. Mesela
Clostridium acetobutylicum hiicrelerinin dort tiirii (gelisme, biitanol {iretme, 6liim ve
inaktif hale gelme) biyofilm reaktdrlerde biitanol iiretimine yonlendirilmektedir. Biitanol
verimliligi eger sporlanma engellenmisse gelistirilebilmektedir. Ayrica A. pullulans’in
farkli fermentasyon kosullar1 altinda hiicre morfolojisinin degisecegi de ornek olarak
verilebilmektedir. Bu nedenle, biyofilmlerin aktivitesini korumak i¢in hem hiicre
morfolojisinin hem de hiicre tiirlerinin kritik bir kontrolii gerekmektedir (Cheng vd 2010).

2.4. Biyokiitle Destek Materyalleri

Plastik Kompozit Destek (PKD) materyali, polipropilen ve birkag zirai iiriinden
yapilan bir ekstriizyon kati destek materyalidir. Polipropilen, tizerinde hiicre gelisimini
gerceklestirmek amaciyla gerekli besinleri saglayan bilesenler ile zirai iirlinlerin
karismas1 i¢in matriks olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle PKD, sadece biyofilm
olusumu icin ideal bir fiziksel yap1 saglamakla kalmaz mikroorganizmalara yonelik
kademeli olarak besinleri ortama birakmaktadir. Ayrica PKD’nin besin kompozisyonu,
alisildigr gibi hedeflenen mikroorganizmanin 6zel gereksinimini karsilamak i¢in de
ayarlanabilmektedir (Kunduru ve Pometto Il 1996a). Karistirici saftin {izerine PKD
tiiplerinin baglanmasi Sekil 2.3’te verilmistir.

r Saft | .
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| IlOcm | AV AV
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Yandan Goriiniis Ustten Gériiniis

Sekil 2.3. Karistirict saftin tizerine PKD materyallerinin baglanmasi (Muffler vd 2014)
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Ozellikle endiistriyel iiretim icin biyofilm reaktdrlerde kullanilacak kati destek
materyalinin seg¢ilmesinde, bazi kriterler g6z Oniinde bulundurulmalidir. Bunlar;
mikroorganizmanin tutunmasi i¢in uygun olmali, yiiksek mekanik dirence sahip olmali,
ucuz olmali, kolayca bulunabilir olmalidir. Yiizeye tutunabilme, hidrofobiklik,
gozeneklilik, sertlik, partikiil ¢apt ve yogunluk gibi o6zellikler, mikroorganizmanin
tutunmasini 6nemli Ol¢iide etkilemektedir. Kati destek materyallerinin bir¢ok c¢esidi,
reaktorde yiiksek verimlilik ve yogunluk elde etmeye yonelik reaktdriin birim hacmi
basina 6zgiil yiizey alanini artirmak amaciyla tasarlanmig ve gelistirilmistir (Cheng vd
2010). Plastik Kompozit Destek (PKD) materyallerinin bilesenleri Cizelge 2.5°te
verilmistir.
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Mikroorganizma hiicreleri ve kati destek materyali arasindaki etkilesim,
cisimlerin birbirini itme ve ¢ekme giicii ile van der Waals kuvveti arasindaki bir dengenin
sonucunda olugmaktadir. PKD materyalinin yliksek derecede hidrofobik olmasi
mikroorganizmalarin tutunmasini artirmaktadir. Bununla beraber, hidrofilik olan
mikroorganizmalar daha az hidrofobik olan destek materyallerine kolayca tutunmaktadir.
Besinlerin  ekstraksiyonu, kati destek materyallerinin hidrofobik dogasi igin
dengelenmekte ve daha fazla biyokiitle birikmesine neden olmaktadir. Ayni zamanda
materyallerin gézenekli matriksi, hidrolik kayma kuvvetlerine kars1 korunakli uygun bir
yere yerlestirilmesini saglamaktadir (Cheng vd 2010). G6zenekli partikiillerde biyofilm,
sadece yiizey ilizerinde degil, gozenekler igerisinde de olusmaktadir. Ayrica, gdzenekli
tastyicilarin igerisinde gaz gibi metabolitlerin birikmesi ve igerideki eksik kalan bosluga
besin difiizyonunun olmamasi gibi problemler, genis bosluklara sahip materyallerin
kullanilmasi ile giderilebilmektedir (Melo ve Oliveira 2001).

PKD, besiyerinin azot gereksinimini azaltmak ve tekrarlanan-kesikli ve stirekli
fermentasyonda ¢esitli  irlinlerin  {iretimini  artirmak i¢in  kullanilmaktadir.
Fermentasyonda PKD kullaniminin diger bir avantaji, PKD’nin saglam olmas1 ve yavas
besin birakma O6zellikleri nedeniyle uzun siiren fermentasyonlar i¢in uzun Omiirlii ve

dayanikli olmasidir (Cheng vd 2010).
2.5. Biyofilm Reaktorlerin Uygulamalar
2.5.1. Biyoetanol iiretimi

Biyofilm reaktorler alkol iiretmek amaciyla kapsamli bir sekilde calisilmistir.
Yapilan bir ¢alismada melastan etanol liretmek amaciyla dolgulu yatak stirekli reaktorde
S. cerevisiae’nin ylizeye tutunan hiicreleri kullanilmistir. Hiicreler dogal kokenli (seker
kamisg1 kiispesi) bir destek iizerine immobilize edilmistir. Hiicreler adsorpsiyona benzer
sekilde dogal yontem ile immobilize edilmistir. Bu destek materyalinin iizerine tutunan
hiicrelerin miktar1 0.13 g/g olarak bulunmustur. Bu biyofilm reaktdrdeki verimlilik 28.6
g/L/h iken serbest hiicre siirekli prosesinde 3.35 g/L/h olarak bulunmustur. Biyofilm
reaktordeki ve serbest hiicre siirekli sistemdeki diliisyon orami sirastyla 0.47 h™! ve 0.65
h! olarak bulunmustur (Tyagi ve Ghose 1982).

Chung ve Park (1983) yapmis oldugu bir ¢alismada, Saccharomyces cerevisiae
mayast kullanilarak siirekli etanol fermentasyonununa ydnelik igerisine dikey olarak
yerlestirilen seramik cubuklarin kullanildigi sabit yatakli bir reaktor gelistirilmistir ve
diliisyon hizinin 1.5 h't ve glukoz konsantrasyonunun 150 g/L oldugu bir ortamda 27.5 g
IL1h? olan maksimum verimlilik elde edilmistir.

Kunduru ve Pometto (1996a, 1996Db), kesikli ve siirekli etanol fermentasyonunda
dolgulu yatak reaktoriinii, ¢esitli tarimsal materyallerin ve besinlerin % 25 kadarin1 ve
polipropileni iceren PKD parcgaciklarint kullanmiglardir. PKD biyofilm reaktorleri,
Saccharomyces cerevisiae ve Zymomanas mobilis’in saf ve karigik kiiltiirleri ve bu iki
mikroorganizmadan herhangi birinin ve biyofilm olusturan Streptomyces viridosporus
(T7A)'in kangik kiltiirleri kullanilarak c¢alistirilmistir. Zymomanas mobilis’in saf
kiiltiiriiniin kullanildig1 kesikli fermentasyonda 374 g*L*h™ (%44 verim) maksimum
etanol verimi elde edilirken S. viridosporus’m karisik kiiltiiriinden 148 g*L*h? etanol
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verimi elde edilmistir. Aksine Saccharomyces cerevisiae ve Streptomyces
viridosporus’un karigik kiiltiiriinden 190 g'L*h? (%35 verim) etanol verimi elde
edilirken saf Saccharomyces cerevisiae’dan 40 g'L*h? (%47 verim) ile maksimum
verim elde edilmistir. Genel olarak, Z. mobilis ve S. cerevisiae ile PKD biyofilm
reaktorlerinin kesikli fermentasyonundan elde edilen etanol verimliligi siispanse
kiiltiirlerden elde edilen sonuglardan 3-8 kat daha yiliksek olmaktadir.

Kunduru ve Pometto (1996b), PKD iizerine tutunan S. cerevisiae’nin biyofilm
reaktoriinii kullanmis ve 2.88 h! diliisyon hizinda 76 g/L/h verimlilik elde etmistir.
Kontrol reaktdriindeki reaktdr verimliligi 0.5 h! diliisyon hizinda verimlilik 5 g/L/h
olarak bulunmustur. Yukaridaki biyofilm reaktérden farkli olarak besleme alttan
yapilirken iirlin iistten elde edilmigstir. Uygun bir karsilastirma yapmak amaciyla her iki
reaktoriin beslemesinin ayni dogrultuda yapilmasi 6nerilmistir.

Demirci vd (1997) yapmis oldugu bir c¢alismada, biyofilm reaktdrde
Saccharomyces cerevisiae kullanilarak etanol tiretimi gergeklestirilmistir. Sonug olarak
%40 soya fasulyesi kabugu, %5 soya fasulyesi unu, %5 maya ekstrakti-tuz ve %50
polipropilen karisimini en iyi kompozit bilesenleri olarak se¢ilmistir. Tekrarlanan kesikli
fermentasyonda diisiik azot igerigine sahip amonyum siilfat besiyeri se¢ilen PKD ile
beraber kullanilarak 30 g/L etanol iiretilmistir. Bu iiretim miktari, sadece polipropilen
desteginin kullanildiginda elde edile iiretim miktarindan 2-10 kat daha yiiksek olarak
bulunmustur.

Dumsday vd (1997) akiskan yatakl bir reaktorii, E. coli KO11 ile etanol tiretmek
amaciyla kullanmislardir. Reaktor, dikey cam bir kolondan olugsmaktadir. Ortalama etanol
verimi ve iiretkenligi sirasiyla 0.4 g etanol/g seker ve 0.06 h™t diliisyon hizinda 1.12 g/L/h
olarak elde edilmistir.

Qureshi vd (2004), genetigi degistirilmis E. coli kullanarak biyofilm reaktorde
ksilozdan etanol tiretmislerdir. Biyofilm, kil tuglas1 par¢aciklari iizerinde olusturulmus ve
reaktor 103 giin boyunca siirekli olarak calistirilmistir. Reaktor cesitli akis oranlarinda
calistirilmig ve reaktor verimliligi serbest hiicre kesikli prosesine gore artirilmistir.

Chen vd (2008), pisirilmemis ham nisastadan etanol iliretmek amaciyla siinger
kabagin1 destek materyali olarak dolgulu yatak reaktorde kullanmistir. Sirkiilasyon hizina
bakmadan %100 hiicre immobilizasyonu 120 dakika icerisinde elde edilmistir. Proseste
glukoamilaz ve o-amilaz enzimlerini treten genetigi degistirilmis Saccharomyces
cerevisiae mayast kullanilmistir. Ug giin igerisinde 42 g/L seviyesinde etanol
konsantrasyonu elde edilmesine ragmen, biyoreaktor igcerisindeki hiicre konsantrasyonu
ve hiicre c¢esitliligindeki azalma nedeniyle 5 c¢evrimden sonra baslangic etanol
konsantrasyonunun %55’¢ diistiigli gozlemlenmistir. Bu nedenle onlar, baslangi¢ etanol
konsantrasyonunun %75’inin geri kazanilmasina neden olan biyoreaktdre hiicrelerin
eklenmesini 6nermislerdir.

Ozmihci ve Kargi (2009), dolgulu kolon reaktérde peynir alti suyundan elde
edilen etanol {retimini degerlendirmiglerdir. Biyofilm olusumu icin reaktor,
Kluveromycess marxianus’un konsantre kiiltiirii ile ve steril peynir alti suyu ile
beslenmistir. Igeriye aktarilan besiyerindeki sekerin %90’ tiiketilmistir. Bu proses 3 kez
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tekrarlamistir. Sonug olarak, 100 g/L seker igerigine sahip bir besiyerinden 22.5 g/L
etanol elde edilmistir.

Zhang vd (2009) Colostridia beijerinckii kullanimi ile aseton, biitanol ve etanol
(ABE) tiretmek amaciyla destek materyali olarak misir sapini1 kullanmistir. Onlar, hiicre
immobilizasyonu i¢in gelistirme besiyerinin sirkiile edildigi bir reaktorii kullanmisgtir.
Daha sonra besiyeri igeriye aktarilmis ve elde edilen iirlin fermentasyondan sonra
bosaltilmistir. Siispanse hiicre biyoreaktoriindeki tiretkenlik ve verim sirasiyla 0.22 g/L/h
ve 0.24 g/g iken, kullanilan reaktérden elde edilen iiretkenlik ve verim sirasiyla 0.6 g/L/h
ve 0.32 g/g olarak bulunmustur. Fermentasyon boyunca 6.29 g/L aseton-biitan-etanol
iretilmistir.

Turhan vd (2010)’nin yapmis oldugu c¢alismada keciboynuzu meyvesi igin
optimum ekstraksiyon kosullar1 Cevap Yiizey Metodu (CYM) kullanilarak belirlenmistir.
Elde edilen ekstrakt, Saccharomycess cerevisiae ile etanol iiretmek amaciyla
kullanilmistir. Besiyeri igerigi, inokiilasyon orani, pH gibi ¢esitli fermentasyon
parametrelerinin etkisi ke¢iboynuzu ekstraktinda etanol fermentasyonu ic¢in kontrol
edilmistir. Diger yandan 4 farkli azot kaynagi, ekonomik olarak uygun azot kaynagini
belirlemek amaciyla kullanilmistir. Kegiboynuzu ekstraktinin optimum ekstraksiyon
kosullart 80°C, 2 saat ve 1:4 seyreltme orani (meyve:su orani) olarak belirlenmistir.
Fermentasyon, pH 5.5’te uygulandiginda son etanol konsantrasyonu ve iiretim hizi
sirastyla pH kontrolsiiz gergeklestirilen fermentasyona gore 42.6 g/L ve 3.37 g/L/h olarak
bulunmustur. % 1, %3 ve %5 inokiilasyon miktarlarindan en 1iyi inokiilasyon orani %3
olarak belirlenmistir. Et-kemik ununun alternatif bir azot kaynagi ile maksimum iiretim
hiz1 ve son etanol konsantrasyonu sirasiyla 3.48 g/L/h ve % 44.51 olarak bulunmustur.

Turhan vd (2012)’nin yapmis oldugu calismada, kegiboynuzu ekstraktindan
immobilize Saccharomycess cerevisiae hiicreleri ile etanol iiretiminin optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Fermentasyon sartlarinin optimize edilmesinde, kalsiyum alginat
konsantrasyonu, ¢alkalama hizi, immobilize edilen hiicre miktar1 ve pH degeri degisken
parametreler olarak kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gére Ca-aljinat konsantrasyonu
ve immobilize edilen hiicre miktarinin verim tizerine 6nemli etkiye sahip oldugu tespit
edilmistir. Etanol fermentasyonunun optimum kosullar1 %2 Ca-aljinat konsantrasyonu,
150 rpm karistirma hizi, %5 immobilize edilen maya hiicreleri ve pH 5.5 olarak
belirlenmistir. Dogrulama ¢aligsmalarindan sonra, etanol konsantrasyonu, verim, etanol
tiretim hiz1 ve seker kullanim hiz1 sirasiyla 40.1 g/L, %46.32, 3.19 g/L/h ve %90.66
olmustur. Bunlarin yaninda fermentasyon siiresi 24 saate kadar diisiiriilmiistiir. Son
olarak, zenginlestirilmemis ke¢iboynuzu ekstraktinda en iyi sartlarda immobilize edilen
hiicrelerle pH kontrollii ve kontrolsiiz olarak gerceklestirilen calismalar sonucunda
kegiboynuzu ekstraktinin dogrudan etanol iiretiminde kullanilabilme potansiyeli de
gorilmiistiir.

2.5.2. Organik asit iiretimi

Biyofilm reaktorlerde ayrica organik asit lretimi de gerceklestirilmektedir.
Andrews ve Fonta (1989), Streptococcus thermophilus ile laktik asit tiretmek icin aktif
karbonlu bir akigkan yatak biyofilm reaktorii gelistirmistir. pH kontrolsliz caligma
kosulunda 12 g/L/h verimlilik elde edilmistir.
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Acetobacter spp. bakterileri ile gergeklestirilen asetik asit {iretim prosesinde tarih
boyunca damlatmali yatak reaktorii kullanilmistir. Park ve Toda (1992) Acetobacter aceti
M7’nin s1v1 yiizey kiiltiirii ile asetik asit iiretmek icin cok kademeli bir biyofilm reaktor
gelistirmislerdir. Bu reaktor, 10 adet laboratuvar 6lgekli ylizeysel yatay reaktorlerden
olusmaktadir. Uretim sicakligi 30 derecede sabit tutulmus ve bilesik yatay reaktdriin iist
kismi ile kapaklart arasindaki aciklik kullanilarak dogal havalandirma ile
havalandirilmistir. Etanol agisindan zengin besiyerinin kademeli besleme uygulamasi ile
biyofilm reaktérde 4.3 g/L/h iiretim hiz1 elde edilmistir.

Demirci vd (1993a,b) laktik asit iiretmek amaciyla PKD biyofilm reaktorii
kullanmistir. Diger destek materyalleri (ufak ¢akillar ve 3M-makrolit seramik kiireler) ile
karsilastirildiginda en iyi hiicre yogunlugu PKD biyofilm reaktoriinden elde edilmistir.
PKD biyofilm reaktorde laktik asit iireten L. casei ve biyofilm olusturan S. viridosporus
suslarinin karigik kiiltiirii kullanilarak siispanse kiiltiirden 5 kat daha fazla laktik asit (13
g/L) tretimi gerceklestirilmistir. Ayrica PKD biyofilm reaktoriinde tekrarlanan-kesikli
fermentasyon metodu kullanilarak laktik asit iretimi gergeklestirmistir. En yiiksek laktik
asit konsantrasyonu, siispanse ve PPS kiiltiirlerine gore sirasiyla saf ve karigik kiiltiir PKD
biyofilm reaktdrleri tarafindan tiretilmistir (60 ve 55 g/L).

Cao vd (1996, 1997) fumarik asit iiretmek amaciyla plastik diskler tizerine kendi
kendine immobilize olan Rhizopus miseli ile donen disk reaktorleri kullanmislardir. Elde
edilen sonuglar, biyofilm reaktérden elde edilen hacimsel verimliligin (3.78 g/L/h)
karistirmali tank reaktordeki hacimsel verimlilige gore ili¢ kat daha fazla oldugunu
gostermis ve fermentasyon siiresi Uic kat kisalmistir. Ayrica immobilize biyofilm,
aktivitesini kaybetmeden tekrarli kullanimu ile iki haftadan daha fazla aktif durmustur.

Ho vd (1997a,b,c) farkli tarimsal bilesenlerin biyofilm olusumu ve laktik asit
iretimi iizerine etkisini aragtirmistir. PKD materyalinin i¢ine soya fasulyesi kabuklari,
maya ekstrakti ve mineral tuzlarin eklenmesi ile hiicre baglanmasini artirici etki ve daha
az hidrofobik interaksiyon gostermektedir. Bununla beraber PKD igerisindeki besinlerin
ekstraksiyon hizi ve PKD iizerinde laktik asit birikmesi lizerine ¢alisilmistir. Kurutulmus
sigir albiimini, kurutulmus sigir eritrositleri ve/veya soya fasulyesi unu ile karistirilan
PKD materyali sadece maya ekstrakti ile karigtirllan PKD materyalinden daha az
ekstraksiyon hizi gostermistir ancak yirmi kez tekrarlanan-kesikli fermentasyon
sonucunda maya ekstrakt1 ile karistirllan PKD materyalinin iiretim hizi korunmustur.
Ayrica PKD biyofilm reaktoriiniin performansi, uzun siireli tekrarlanan-kesikli
fermentasyon ve siispanse hiicre reaktorleri ile karsilastirilmistir. Buna gére PKD
biyofilm reaktdrler ¢esitli avantajlar sergilemektedir. Bunlar; biyofilm olusumunu tesvik
etmesi, tutunmus ve serbest hiicrelere besinlerin tedarik edilmesi, laktik asit tiretimi i¢in
azalan besiyerini yonlendirme, adaptasyon fazinin kisalmasi, laktik asit tiretimini %40-
70 oraninda artirmasi ve fermentasyon siiresini %28-61 oraninda kisaltmasidir.

Jianlong (2000), sitrik asit iretmek i¢in hem RDC’yi hem de PUF u birlestirerek
kullanmistir. Geleneksel karistirmali tank sistemin yerine kullanilan dénen-disk reaktorii
ile li¢ kat daha yiiksek bir verimlilik (0.896 g/L/h) elde edilmistir. Burada, RDC igerisinde
bulunan plastik disklerin saft1 iizerine PUF destek materyali baglanarak biyofilm reaktor
elde edilmistir.
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Horiuchu vd (2000), biyofilm reaktérde asetik asit iiretimini arastirmustir.
Aragtirmada siirekli asetik asit tiretimine yonelik dolgulu yatak reaktor kullanilmigtir.
Pelletler, termal karbonizasyon yoluyla atik mantar besiyerinden tiretilmistir. Calisma pH
kontrolsiiz, 30°C sicaklikta ve %40 oksijenle zenginlestirilmis hava verilerek
gergeklestirilmistir. 120 giin siiren fermentasyon prosesinin sonucunda 6.5 g/L/h
verimlilik elde edilmistir.

Cotton vd (2001), PKD biyofilm reaktoriiniin yeni bir tasarimini gelistirmistir.
PKD tiipleri, kiiclik PKD yiiziiklerinin kullanildig1 dolgulu yatagin yerine karistirici saftin
iizerine sabitlenmistir. Bu yeni tasarim ile dolgulu, akigskan yatak ve hiicre doniisiim
reaktorlerinde meydana gelen membran kirlenmesi ve akis azalmasi sorunlari
giderilmistir. Ayrica bu yeni tasarimin siirekli laktik asit fermentasyonunda
kullanilmastyla verim, tiretim hizi ve hiicre yogunlugu arttirilmistir (9.0 g/L/h, %70
verim).

Actinobacillus succinogenes kullanarak siiksinik asit {ireten Urbance vd (2003,
2004), PKD biyofilm reaktorleri ile siispanse hiicre fermentasyonuna gore daha fazla
stiksinik asit iretildigini gostermistir. PKD siirekli biyofilm reaktorleri kullanilarak
iiretilen en yliksek siiksinik asit konsantrasyonu (10.4 g/L) ve ylizde verimi (%71.6), 0.2
h* diliisyon hizinda elde edilmistir. Oysa siispanse hiicre kiiltiiriinden 1.0 h! diliisyon
hizinda, %76 verim ve 7.0 g/L siiksinik asit konsantrasyonu elde edilmistir.

Biyofilm reaktdr kullanilarak sitrik asit {iretiminde poliiiretan kopiik (PUF)
tizerine immobilize Aspergillus niger’in kullanilmasi ile denenmistir. Ancak biyofilm
reaktérden elde edilen sonuglarla siispanse hiicre kiiltiiriinden elde edilen sonuglar
birbirine ¢ok yakin elde edilmistir. Ayrica sitrik asit liretmek amaciyla donen-disk
kondaktoriiniin (RDC) kullanilmas1 biyofilm reaktorlere yonelik daha yliksek bir
potansiyel sergilemektedir (Cheng vd 2010).

2.5.3. Enzim iiretimi

Webb vd (1986), paslanmaz c¢elik destek partikiillerini biyofilm reaktorde
kullanmig ve Tricoderma viride (QM9123) tarafindan seliilaz enzimi siirekli iiretilmistir.
Biyofilm reaktorde iiretilen selillaz miktar1 siispanse hiicre reaktdriinden elde edilen
seliillaz miktarindan 3 kat daha fazla elde edilmistir.

Oriell (1988), sicakliga dayanikli amilaz enzimi {iretiminde silikon kdpiik destek
materyali {izerine immobilize rekombinant Escherichiae coli (EC147) kullanarak amilaz
miktarinda 5 kat artis gerceklestirmistir.

Nakashiam vd (1988), biyokiitle destek materyalleri ile sirkiilasyonlu bir yatak
reaktoriinii Rhizopus chinensis ile hiicre i¢i lipaz enzimini kesikli ve beslemeli-kesikli
tiretmek amaciyla kullanmigtir. Kiibik politiretan kopiik, destek materyali olarak
kullanilmistir. Beslemeli-kesikli c¢alismalardaki verimlilik, kesikli c¢alismalardaki
verimlilikten 1.3-1.5 kat daha fazla elde edilmistir.

Hiicre dis1 peroksidaz enzimi ¢ok sayida tehlikeli bilesikleri doniistiirmek igin
kullanilmistir.  Bir biyofilm membran karistirmali tank reaktorii, Phanerochaete
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chrysosporium tarafindan pentaklorofenoliin aritilmasini ve lignin peroksidazin iiretimini
gelistirmek amactyla kullanilmistir. Lignin peroksidaz iiretimi, biyofilm gelisimine ve
glukoz tiiketimine yonelik ylizey alani tarafindan etkilenmektedir. Sonug¢ olarak, sise
6l¢ekli denemelerden 5 kat daha fazla pentaklorofenol (10.5 mg/L/giin) aritilmis ve lignin
peroksidaz iiretimi ile biyofilm reaktor igerisinde yok olmustur (Venkatadri vd 1992).

Kang vd (1995), Celit ve poliiiretan kopiiklerin {izerine immobilize olan
Aspergillus niger KKS ile ksilanaz ve seliilaz enzimlerinin tiretimini gelistirmislerdir.
Immobilize hiicreler ile enzimlerin verimliligi, calkalamali flask kiiltiiriinden 2 kat daha
fazla elde edilmistir.

Khiyami vd (2006), biyofilm reaktorleri kullanarak Phanerochaete
chrysosporium tarafindan iiretilen manganez peroksidaz ve lignin peroksidazi tiretmistir.
Hem manganez peroksidazi hem de lignin peroksidazi iiretmek amaciyla biyofilm
olusturmak gerekmektedir. Sonu¢ olarak, biyofilm reaktdrde 63 U/L manganez
peroksidaz ve 50 U/L lignin peroksidaz tiretilmistir. Hui vd (2010), naylondan dokunmus
bloklarin biyofilm reaktérde kullanilmasi ile seliilaz enziminin {iretiminde 4,5 kat artig
saglamistir.

2.5.4. Antibiyotik iiretimi

Penisilin liretmek amaciyla iic kademeli akiskan yatak biyofilm reaktorler
benimsenmistir. Karbon kaynaginin engelleyici etkisi, tamamen karisarak temas eden bir
biyofilm reaktor kullanildiginda azaltilmistir (Park ve Wallis 1984).

Cephalosporium acremonium ile sefalosporin iiretmek amaciyla akigkan yatakli
bir biyofilm reaktor kullanilmistir. Destek materyali olarak celit partikiilleri
kullanilmistir. Bu yontemle sefalosporin tiretimi, slispanse hiicre kiiltiirtinden elde edilen
sonuclara gore 1.9 kat arttirilmistir. Antibiyotik iretiminin verimliligi arttirilmis olmasina
ragmen antibiyotik iretiminde biyofilm degiskenlik gdstermektedir. Bunun muhtemel
nedeni fermentasyon sirasinda mikroorganizmanin morfolojik olarak farklilasmasindan
kaynaklanmaktadir (Park vd 1989).

Bober ve Demirci (2004), bakteriyosin iiretmek amaciyla PKD biyofilm
reaktorlerinin etkisini ¢alismistir. Ancak reaktor icerisinde yetersiz bir karistirma olmast
nedeniyle nisin tiretim hiz1 6nemli oranda arttirllamamistir. Pongtharangkul ve Demirci
(2006a,b,c) pH kontroliiniin, karistirmanin, besin kaynaklarinin, kiiltiir kosullarinin ve
PKD vyapilandirmasinin ayarlanmasi ile PKD biyofilm reaktorde nisin iiretiminin
optimizasyonu gerceklestirilmigtir. Optimizasyon ¢aligsmasindan sonra, ilk etapta yapilan
fermentasyon sonucuna gore 7 kat daha fazla nisin tiretilmistir (4.314 g/L).

2.5.5. Mikrobiyal ekzopolisakkarit iiretimi

Alkol, enzim, organik asit ve antibiyotik tiretiminde oldugu gibi mikrobiyel
ekzopolisakkaritlerin {iretiminde de biyofilm reaktérler kullanilmaktadir. Mulchandani
vd (1989), poliiiretan kopiige tutuna hiicreler ve yiizeye immobilize olan hiicreler
tarafindan pullulan iliretmek amaciyla bir biyofilm reaktorii kullanmistir. Her iki hiicre
tipi benzer fermentasyon Ozellikleri gostermistir. Ayrica PUF igerisinde tutuklanmis
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hiicreler kayma kuvvetine daha direnglidirler ve bu nedenle pullulan iiretiminde tekrar
tekrar kullanilabilmektedir.

Yang vd (1996) ksantan gam iiretmek amaciyla santrifiij ile dolgulu yatak
reaktoriinii birlestirmistir. 3 g/L/h civarina erisilen hacimsel ksantan verimliligi siispanse
hiicre kiiltiiriinden elde edilen sonugtan 6 kat daha biiyiiktiir.

Cheng vd (2009a, b), PKD biyofilm reaktér kullanarak basarali bir sekilde
bakteriyel seliiloz (BC) iiretmistir. PKD biyofilm reaktér kullanilmasiyla firetilen
bakteriyel seliilozun miktart (7.05 g/L), siispanse kiiltiir kullanilarak elde edilen
miktardan (2.82 g/L) 2.5 kat daha fazla elde edilmistir. Ayrica mekanik mukavemet
analizinde de bakteriyel seliilozun potansiyel uygulamalarini genisletebilmek amaciyla
ince zar sekline benzeyen BC iiretilmistir. Suda ¢6ziinebilir BC ince zar1 ancak PKD
iizerine tutunmakta ve siirekli fermentasyon i¢in kendi potansiyelini engellemektedir. Bu
durumda, Acetobacter xylinum’dan tiretilen pellet seklindeki BC tiretimini kolaylastirmak
amaciyla bazi katki maddelerini (karboksimetil seliiloz) eklemek olas1 bir ¢oziimdiir.

Cheng vd (2010a,b) pullulan iiretmek amaciyla PKD biyofilm reaktorii
kullanmistir. Oncelikle PKD ve pH iizerinde besin kompozisyonu optimize edilerek
pullulan konsantrasyonu siispanse hiicre kiiltiiriinden elde edilen sonuglardan 1.8 kat daha
yiksek {dretilmistir (32.9 g/L). Sonra, amonyum siilfat, maya ekstrakti ve sakaroz
konsantrasyonlar1 cevap yiizey metodu kullanilarak optimize edilmis ve % 95 saflikta
60.7 g/L pullulan iretilmistir. Geleneksel karistirmali tank reaktdrde ksantan gam {iretimi
enerji agirhiklhidir. Ayrica tUretimi yiiksek viskoziteye sahip olmasi ve yiiksek calisma
maliyeti nedeniyle pahali olmaktadir.

2.5.6. Biyokatalizorler

Immobilize biyofilm sistemi yiiksek enzimatik verimlilik sergilemektedir.
Nakashiam vd (1988), PUF partikiillerinin igerisinde immobilize olan Rhizopus chinensis
hiicrelerini kati ve sivi yaglarin endiistriyel interesterifikasyonunda lipaz katalizorii
olarak kullanmuistir.

Liu vd (2010) izoflavonu doniistiirmek igin Rhizopus spp.’nin silindirik bir lif
kabagi fiber biyofilm reaktoriinii kullanmistir. R. oligosporus NTU-5i 6 giin
gelistirmeden sonra izoflavonlart aglikonlarina yani sirasiyla 59.7 uM daidzeine ve 23.6
pM genisteine doniistiirmiistiir. Daidzein ve genistinin izoflavon aglikosilasyon hizi
sirastyla % 77.6 ve % 31.8°dir. B-glukozidazin 1.4 U/mL olan aktivitesi, siispanse hiicre
kiiltiiriinden elde edilen sonuglardan yaklasik 3 kat daha biiytiktiir.

2.6. Fermentasyon Mikrobiyolojisi

Genel bir ifade ile organik molekiillerin hem hidrojen dondrii hem de hidrojen
akseptorii olarak kullanildigi, genelde oksijensiz ortamda siiren ve sinirlt ATP {iretiminin
substrat fosforilasyonu ile kazanildigr metabolizma fermentasyon olarak tanimlanabilir
(Tunail 2009). Bir bagka deyisle fermentasyon, yiiksek molekiillii organik bilesiklerin
(6zellikle karbonhidratlarin) mikroorganizmalar tarafindan daha kiigiik molekiil yapisina
sahip bilesiklere par¢alanmasidir (Ertugay ve Certel 1995). Ayrica endiistriyel iiretim
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cercevesinde bircok hammaddeden biyodoniisiimle yeni bilesiklerin olusturulmasinda
mikroorganizmalarin biyokimyasal reaksiyonlarindan faydalanma anlamina da gelen
fermentasyon teknolojisi gliniimiizde ¢esitli alanlarda yaygin olarak uygulanmaktadir
(King ve Cheetham 1987). Fermentasyonun en énemli uygulama alanlar1 (Cizelge 2.6);
mikrobiyal hiicre (biomass) liretimi, mikrobiyal enzim iiretimi, mikrobiyel metabolit
iiretimi ve fermentasyona eklenen bilesiklerin degisimi olarak kabaca siniflandirilabilir
(Stanbury ve Whitaker 1984).

Cizelge 2.6. Endiistriyel olarak iiretilen fermentasyon iiriinleri

Sektor Uriinler

Kimyasallar

Organik (Dokme)  Etanol, Aseton, Biitanol, Organik asitler (sitrik asit, itakonik asit)
Organik (Saf) Enzimler, Parfiimler, Polimerler (cogunlukla polisakkaritler)
Inorganik Metallerle zenginlestirme, Ayristirma

Eczacilik Antibiyotikler

Tanimlayici kimyasallar (enzimler, antibodiler)
Enzim inhibitorleri, Steroidler, Asilar

Enerji Etanol
Metan (Biyogaz)
Biyokiitle
Gida Siit tiriinleri (peynir, yogurt)

Icecekler (alkollii igecekler, ¢ay ve kahve)
Ekmek mayasi
Gida katkilar1 (antioksidanlar, renklendiriciler, lezzet vericiler)
Mantar iiriinleri, Aminoasitler ve vitaminler
Nisasta tirtinleri, Glukoz ve yiiksek-fruktozlu suruplar
Proteinlerin fonksiyonel modifikasyonlar1 ve pektinler
Tarim Hayvan yemleri
Veterinerlik asilar
Silaj ve kompost islemleri
Mikrobiyal pestisitler

Fermentasyon teknigi yiizyillardir kullanilmakta olan bir teknik olup genel olarak
kullanim amaglar1 su sekildedir (Ertugay ve Certel 1995, Simith 2004);

a) Yeni iiriin tiretiminde mikroorganizmalarin kullanilmas,

b) Tek hiicre proteini olarak mikroorganizmalar tarafindan enzim, vitamin ve
antibiyotiklerin tiretilmesi,

¢) Enerji eldesi,

d) Bazi kimyasal maddelerin fermentasyon sirasinda biyosentezi ve
transformasyonu,

e) Atiklarin mikroorganizmalar araciligiyla aritilmasi ve degerlendirilmesi

Mikroorganizmalar1 kullanarak metabolit iiretme veya hiicre gelisimi igin
kullanilacak olan fermentasyon ortami uygun yapida ve miktardaki tiim bilesikleri
icermelidir. Bu amacla laboratuvarda mikroorganizmalar kullanilarak yapilan
tiretimlerde genellikle saf kimyasallar kullanilirken, ekonomik nedenlerden dolay:
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endiistriyel fermentasyonlarda ise farkli kompozisyonlardaki gida atik maddeleri
kullanilmaktadir (Brock 1984, Madigan ve Martinko 2006). Bu amagla bugday samani,
piring kavuzu, ¢ay atigi, misir kogani, arpa samani, piring samani, seker kamisi ve findik
kabugu gibi cesitli tarimsal atiklarin hidrolizati (Menon vd 2012) ve keg¢iboynuzu
ekstrakti (Turhan vd 2010a) gibi kompleks karbon kaynaklari ile beraber endiistriyel
iiretim esnasinda aciga ¢ikan peynir alti suyu ve zeytin kara suyu gibi yan {irlinler de
kullanilabilmektedir. Saf kimyasallarin yerine yan triinlerin kullanilmasi ile iretilen
iriniin - maliyetini azaltilmakta ve ¢evreye atik olarak birakilan {riinlerin
degerlendirilmesi saglamaktadir.

2.7. Mikroorganizmalarin Beslenmeleri

Fermentasyon igleminde kullanilan kiiltiir ortamlarinin hiicre maddelerinin sentezi
ve metabolik iiriinlerin liretimine imkan verecek biitiin elementleri icermesi gerekir.
Mikroorganizmalarla gergeklestirilen laboratuar ¢alismalarinda kiiltiir ortaminda
kullanilan kimyasallar olduk¢a saf olmasina ragmen, endiistriyel ortamlarda ekonomik
olmast nedeniyle daha kompleks bilesikleri igeren maliyeti diigiik substratlar
kullanilmaktadir (Cizelge 2.7). Ancak bu tip ortamlarda mikroorganizma gelisimi ve
fermentasyon ortaminin kontrol altinda tutulabilmesi amaciyla kiiltiir ortamina kritik
mineral ve elementlerden katki yapilmali, 6n denemeler yapilarak biyolojik uyumluluk
saglanmali ve ortamda {iriiniin olusabilmesi yaninda iiriiniin fermentasyon ortamindan
ayrilmasi gibi islemler de gz 6niinde bulundurulmalidir (Tunail 2009).

Canli birer varlik olan mikroorganizmalarin canliliklarini siirdiirebilmeleri,
istenilen biyodoniisiimleri yapabilmeleri ve yeni iiriinler olusturabilmeleri i¢in uygun
yetisme sartlara ihtiya¢c vardir. Bu sartlarin basinda mikroorganizmalarin substrat
istekleri gelir. Mikroorganizmalar kendilerini ¢evreleyen ortamdan besin maddelerini
alabilmek ve metabolizma sonucu olusturduklar1 primer veya sekonder metabolitlerini
hiicre disina ¢ikarabilmek icin de suya gereksinim duyarlar. Suda ¢oziinmiis olarak
aldiklar1 besin maddelerini hem enerji iiretiminde hem de hiicre organellerini (hiicre
duvari, membran, ribozom, genom, sitoplazma) insa etmek icin makro molekiillerin
(polisakkaritler, proteinler, niikleik asitler, fosfolipitler, enzim ve koenzimler) sentezinde
kullanirlar (Waites vd 2001, Tunail 2009).
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Cizelge 2.7. Fermentasyon isleminde kullanilan yan {iriinler

Tarimsal Yan Uriinler  Orman Yan Uriinleri Endiistriyel Yan Uriinler

Saman Odun atiklarinin Melas
hidrolizatlar1
Kiispe Siilfit pulp likorii Icki fabrikas: atiklart
Misir kogani Kabuk, talasg, dal ve Peynir alt1 suyu
saplar
Kahve, kakao ve hindistan Kagt atiklar1 ve Gida endustrisinin s1v1 atiklari
cevizi kabuklari seliiloz (zeytin, palm yagi, patates,
turuncgiller)
Meyve kabuk ve Lifler Yikama sular1 (mandira,
yapraklari konserve fabrikasi, meyve suyu
fabrikasi, firin, seker fabrikasi)
Cay yapraklari Balik atik sular1 ve atiklar
Aygigegi tablasi Et yan tiriinleri
Pamuk atiklar Evsel ¢opler ve atiklar
Bugday kepegi Lagim suyu
Pulp (domates, kahve, Mezbaha atiklari
muz, ananas, turunggiller,
zeytin vb.)

Hayvansal atiklar

Mikroorganizmalar, bulunduklari dogal ortam kosullarina gore hiicresel
donanimlarint ve kendi fizyolojilerini gelistirerek bulunduklar1 yerlere adapte
olmusglardir. Dolayisiyla degisik mikroorganizma gruplarinin ortamdan talep ettigi
besinler ve kosullar farklidir. Herhangi bir tiiriin izole edilip kiiltiire alinmasinda, tiiriin
beslenme tipine bagli beslenme isteklerinin ve gelisme kosullarinin bilinmesi biiytlik
onem tasir. O nedenle dncelikle mikroorganizmalarda besin olarak alinan elementlerin
hangi amaclarla kullanildiginin, gelisme faktorlerinin hangi metabolizmalara hizmet
ettiginin ve temel beslenme tiplerinin incelenmesi gerekir (Tunail 2009).

Mikrobiyel beslenme, mikrobiyel psikoloji yoniinden monomerlerin destegi veya
saglanmasi ile ilgilidir. Hiicreler, makromolekiiller, su ve makromolekiilleri olusturan
monomer adi verilen kii¢lik birimlerden olusurlar. Tiim bu hiicreler i¢in gerekli olan
maddeler besin olarak adlandirilmaktadir. Farkli mikroorganizmalarin farkli besin
gereksinimleri vardir ve birinden digerine spesifik olarak degisiklik gosterir ve tiim
gereksinimleri aymi  degildir. Bazi besinler biiylikk miktarlarda kullanilirken
(makromolekiiller) bazilar1 daha az veya eser miktarlarda kullanilir ki bunlar da
mikrobesinler olarak adlandirilirlar (Cizelge 2.8) (Brock 1984, Madigan ve Martinko
2006).
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Cizelge 2.8. Baz1 mikro elementlerin biyolojik islevleri (Tunail 2009)

Element Biyolojik islevler

Bakir (Cu) Mitokondriyal oksidaz’in bilesenidir.

Kobalt (Co) Kobalaminin (Vitamin B12’nin) bilesenidir.

Molibden (Mo) N> fiksasyonunu gergeklestiren Nitrogenaz’in bilesenidir.

Selenyum (Se) Glutasyon peroksidaz’in bilesenidir.

Cinko (Zn) Dehidrogenaz’larin kofaktoriidiir.

Mangan (Mn) Arjinaz’m, 6zellikle fosfat grubu tasiyan enzimlerin kofaktoriidiir.

Magnezyum (Mg) Fotosentezde Su dehidrogenaz  enziminin, fotosentezin
kofaktoriidiir.

Vanadyum (V) Nitrat rediiktaz enziminin kofaktoriidiir.

Nikel (Ni) Ureaz enziminin kofaktoriidiir.

Demir (Fe) Sitokromlarda ve Fe-S proteinlerinde elektron tasiyicisidir.

Hiicre yapis1 analiz edildiginde; hiicre kuru agirliginin % 95’in iizerinde az sayida
temel elementlerden olustugu goriilmiistiir. Bunlar; C, O, H, N, S, P, K, Na, Ca, Mg, Fe
elementleridir ve biitiin mikroorganizmalarda bulunur (Tunail 2009).

Besin maddeleri olarak karbonun, hidrojenin ve oksijenin bir arada bulundugu, bir
diger deyis ile karbonun indirgenmis formda yer aldig1 organik bilesikler (seliiloz, nisasta,
sekerler, organik asitler) birgok mikroorganizmanin tercih ettigi karbon kaynaklaridir.
Mikroorganizma karbonu, yapisindaki makro molekiillerin (murein, diger polisakkaritler,
proteinler, niikleik asitler) iskeletlerinde kullanir.

Mikroorganizmalarin en ¢ok kullandiklart karbon kaynaklar1 karbonhidratlardir.
Ekonomik sebeplerden dolayr saf glukoz ve sakaroz, endiistriyel fermentasyonlarda
kontrol o6rnegi olarak kullanilmasi disinda tercih edilmez. Bu amagla misir veya
patatesten elde edilen nisasta, seker endiistrisinin yan {iiriinii melaslar, ¢esitli gida ve
tarimsal triinlerin atiklar1 karbon kaynagi olarak kullanilmaktadir (Cizelge 2.7) (Brown
2003).

Bir¢ok maya, kiif mantar1 ve Actinomycetes cinsi i¢in malt ekstraklar1 yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bunun yaninda siilfit likorleri, seliiloz (saman, misir sap ve
kocanlari, sekerpancar1 ve seker kamisi kiispeleri), bitkisel yaglar, metil alkol, etil alkol,
alkanlar ve fermentasyon iriinlerinin ortamdan alinmasindan sonra geriye kalan
pentozlar, organik asitler ve Olii hiicreleri igeren medya da karbon kaynagi olarak
kullanilmaktadir (Tunail 2009, Brown 2003).

Hiicrelerdeki karbondan sonra en ¢ok bulunan element azottur. Tipik bir bakteri
hiicresinin kuru agirliginin yaklasik %12’si azottan olusur. Biitiin mikroorganizmalarda
hiicre i¢indeki 6nemli molekiillerde N, S ve P bulunur. Bunlara genellikle, azot (nitrojen)
ve kiikiirtte (siilfiir) oldugu gibi, indirgenmis formda rastlanir. Amino ve imino (- NHz"
ve = NH2") gruplari ile siilfidril (- SH) gruplar1 birgok molekiilde yer alir. P ise genellikle
fosfat formunda (HPO3 ) molekiile dahil olur. Bu elementler, hiicreyi ¢cevreleyen ortamda
bircok karbon bilesigi i¢inde yer alsa da hiicre genellikle bu elementleri anorganik
kaynaklardan saglar, yalnizca azotu amonyum (NH4") halinde almayi tercih eder. Bunun
yaninda azot gazi (N2) sadece azot fiske edici bakteriler tarafindan kullanilmaktadir
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(Madigan ve Martinko 2006, Tunail 2009). Fermentasyon islemlerinde azot (N) kaynagi
olarak amonyum tuzlari, iire ve gaz halindeki amonyak kullanilir. Yine bunun yaninda
misir nisastasindan elde edilen likor, maya ekskraktlari, protein hidrolizatlar1 ve soya unu
azot kaynagi olarak kullanilmaktadir.

Mikroorganizmalar tarafindan kullanilan diger makro besinler arasinda potasyum,
tiim organizmalar i¢in gerekli bir elementtir. Protein sentezinde gorev yapanlar da dahil
olmak iizere, cesitli enzimler aktivite gosterebilmek i¢in 6zgiil olarak potasyuma
gereksinim duyarlar (Madigan ve Martinko 2006). Kalsiyum bir¢ok organizma igin
esansiyel degildir ancak hiicre duvarinin stabilize olmasina yardim eder ve endosporlarin
sicaklik stabilitesinde kilit rol oynar (Tunail 2009). Sodyum, tiim organizmalar igin
olmasa da bazi organizmalar i¢in gereklidir ve sodyuma gereksinim duyulmasi tipik
olarak organizmanin habitatin1 yansitir. Ornegin, deniz suyu yiiksek sodyum igerigine
sahiptir ve denize ait mikroorganizmalar genellikle gelisim i¢in sodyumu kullanir.
Aksine, bu mikroorganizmalarla yakin akraba olan tatli su tiirleri sodyum yoklugunda
yasayabilir. Demir, elektron tasinmasinda gorev alan sitokromlarin ve Fe-S proteinlerinin
onemli bileseni olarak hiicre solunumunda olduk¢a 6nemli bir rol oynar (Madigan ve
Martinko 2006). Birgok mikroorganizmanin gelisimi i¢in mineral madde, karbon ve
enerji kaynaklarinin disinda bazi tamamlayici maddeler veya gelisme faktorleri gerekir.
Vitaminler, aminoasitler, piirin ve pirimidinler alinmasi zorunlu maddeler olabilir. Vi-
taminler, enzimlerin katalitik etkilerinde rol oynayan koenzim veya prostetik gruplarin
yapilarinda yer alir. Aminoasitler proteinlerin, pilirin ve pirimidin bazlari ise niikleik
asitlerin biyosentezinde kullanilir. Molekiil biiytikliikleri oldukga kii¢iik olan vitaminlerin
¢ok az miktarlar1 mikroorganizmalarin 1yi bir gelisim gdstermesi i¢in yeterli olmaktadir.
Vitamin ¢ozeltileri de eser element ¢ozeltileri gibi derisik ana ¢6zelti halinde hazirlanir
(Tunail 2009).

2.8. Fermentasyon Yontemleri
2.8.1. Kesikli fermentasyon

Sisteme sonradan besin kaynagi eklenmediginden dolayr kapali kiiltiir sistemi
olarak da adlandirilan kesikli fermentasyon prosesi, stok kiiltiirden 6n kiiltiir elde edilmesi
ve biyoreaktore asilama yapildiktan sonra liretimin sonlanmasina kadar bir dizi islemden
olugsmaktadir (Shety vd 2006). Kesikli fermentasyonda kiiltiir ortaminin kompozisyonu,
biyokiitle ve metabolit konsantrasyonu siirekli olarak degisim gostermektedir.
Fermentasyon baslangi¢ basamagi olan inokiilasyon sathasindan sonra belli bir siire
mikroorganizmanin biiylimesinde bariz bir gelisme gézlenmezken sonraki zamanlarda en
yiiksek seviyelere ulagmaktadir (Ertugay ve Certel 1995). Kesikli fermentasyonlarda
substrat konsantrasyonundaki diisiise karsin metabolitlerin ortamda birikmesi gelismeyi
siirlamaktadir (Tunail 2009). Kesikli prosesin avantajlar: arasinda, proses kontrolii igin
cok az emek gerektirmesi, proseslerin diisiik yatirnm maliyetinin olmasi ve yiiksek
substrat konsantrasyonlarmin istenen biyolojik reaksiyon iizerine olumsuz etkisinin
olmadig1 durumlarda kullanilabilmesi sayilabilir. Ayrica, iiretilecek iiriin miktarinin az
olmast durumunda bu yontem oldukg¢a uygundur. Ancak bu sistemin bazi dezavantajlar
da bulunmaktadir. Bunlar; sistem kesikli calistigindan dolay1 biyoreaktoriin %80
verimlilikte c¢alismasi, tekrar tekrar yapilan sterilizasyon islemleri sonucunda 6l¢iim
aygitlarimin yanlis 6lgmesi, bazi patojenik mikroorganizmalarin salgiladigi toksik
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iirlinlerin personel ile temasi ve kesikli sistemde mikroorganizmalar lag fazda oldugundan
dolay1 reaktoriin verimliligini diistirmektedir. Giiniimiizde alkol fermentasyonu halen
yaygin olarak klasik kesikli yontemlerle gergeklestirilmektedir. Karbonhidratlardan
etanol tiretimi bu amacla en ¢ok kullanilan metottur. Kesikli fermentasyon kullanilan
endiistriyel ¢alismalarda pH 4.5, sicaklik 20-30°C arasindadir. Fermentasyon ortaminda
diger mikroorganizmalarin olusumu, pH diismesi ve en 6nemli olarak da etil alkoliin
olusumuyla iiretim engellenir (Doran 1995, Stanbury vd 1995, Tiirker 2005, Shuler ve
Kargi 2008, Ahmed 2011).

2.8.2. Beslemeli-kesikli fermentasyon

Klasik kapali fermentasyonlarin gelistirilmis sekli olan bu sistem de fermentasyon
ilerledik¢e substrat ortama asamali olarak eklenmektedir. Ayrica bu yontem, kesikli
fermentasyon ile siirekli fermentasyon tekniklerinin her ikisini de i¢eren bir sistemdir.
Mikroorganizma gelisiminden bagimsiz olarak iretilen iriinlerde kesikli ve siirekli
sistemler uygun degildir. Bu tip sistemler kullanilarak gerceklestirilen iiretimlerde
oncelikli olarak yiiksek yogunlukta mikroorganizma gelisiminin saglanmasi
hedeflenmektedir. Ardindan, fermentasyon ortamina onciil maddeler, karbon kaynaklari
ve oksijen ilavesi, hiicreyi koruyacak ve iiriin iiretimini saglayacak diizeyde eklenerek
iiretim saglanmaktadir. Dolayisiyla beslemeli-kesikli fermentasyon, gelisim ve {iretim
faz1 olmak tizere iki asamadan olugmaktadir. Beslemeli-kesikli fermentasyonlar daha ¢ok
penisilin gibi antibiyotiklerin iiretiminde ve etanol endiistrisinde kullanilmaktadir.
Kesikli besleme sisteminin en temel avantaji, substrat inhibisyonu ve katabolik represyon
etkisi belirli zamanlarda substrat eklemesi ile engellenmektedir. Substratin inhibitor etkisi
varsa, basta substrat konsantrasyonu diisiik tutularak ve belirli zaman araliklarinda
substrat eklenerek giderilebilmekte ve buna bagh olarak fermentasyon verimliligi
artirilabilmektedir. Beslemeli-kesikli prosesin baslangici, kesikli prosesin baslangicina
benzer. Daha sonra, prosesin baslangicinda verilen bilyiimeyi sinirlandirict substrat
kullanildiginda, substrat belirli konsantrasyonda ve silirede reaktore verilir. Besleme
yapilirken reaktordeki substrat konsantrasyonu sabit tutulmalidir. Bu sayede, beslemeli-
kesikli proseste substrat inhibisyonu minimum seviyede tutulabilir. Substrat
konsantrasyonu dl¢iilmeli ve besleme, 6lgiilen konsantrasyona gore yapilmalidir. Substrat
konsantrasyonunun dogrudan 6lgiilemedigi durumlarda, karbondioksit iiretim hizi gibi
Ol¢iilmiis faktorlerden substrat tiiketim hizi hesaplanir. Proses; iirlin konsantrasyonunu
veya diger niitrientlerin sinirlandirici etkisi oldugu ana kadar devam eder. Kesikli-
beslemeli fermentasyonun avantajlarini yliksek verim elde etme, yiiksek toleransh
olmasi, ¢evresel kosullarin optimizasyonunun miimkiin olmas1 ve kontaminasyon riskinin
daha az olmas1 seklinde siralayabiliriz. Ancak bu yontemin avantajlar1 oldugu kadar
dezavantajlar1 da vardir. Bunlar; personele ve bilgisayar gibi pahali ekipmanlara ihtiyacin
olmas1 ve patojen mikroorganizmalar tarafinda iiretilen toksik metabolitlere temas
olasiliginin olmasi1 ve sistem beslemeli-kesikli ¢alistigindan dolayr doldurma,
sterilizasyon, bosaltma ve temizleme gibi sistemin kendinde olmayan islemlerin
yapilmast i¢in zaman gereksiniminin olmasidir. Yani bir siirekli sitem gibi degildir
(Shetty vd 2006, Ahmed 2011).
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2.8.3. Siirekli fermentasyon

Stirekli fermentasyon, kullanilmis besiyerine karsilik ayni oranda besin
maddelerini i¢ceren besiyerinin ortama ilave edilmesi ile mikroorganizmalarin gelisiminin
logaritmik fazda tutulmaya calisildig1 agik bir sistemdir (Shetty vd 2006). Statik (durgun)
kiiltiirde besiyerinde; giderek daha fazla degisimlerin oldugu, substrat konsantrasyonunda
diisiis meydana gelirken, mikrobiyal metabolitlerin de ortamda birikerek gelismeyi
siirlandirdig1 bilinmektedir. Oysa hem fizyolojik arastirmalarda hem de endiistriyel
caligmalarda, kiiltiir populasyonunun hep logaritmik gelisme doneminde tutularak sabit
bir hiz ile gelisme gostermesi arzulanir. Statik kiiltiirde, kiiltiir ortamina taze steril
besiyeri ilave edilmedigi gibi zararli metabolik atiklarin da ortamdan uzaklastirilmasi s6z
konusu degildir. Bu nedenle eksponensiyel gelisme fazi mikroorganizmanin jenerasyon
siiresine bagli olarak birka¢ jenerasyon devam ettikten sonra durma fazina gecer.
Mikroorganizmanin durma fazina gegmesindeki temel iki etken; ortamda kullanilabilir
substrat miktarinin azalmasi ve ortamda metabolitlerin birikmesidir. Mikroorganizmanin
durma fazina gegmemesi; ortama siirekli olarak taze besiyeri eklenerek substrat
azaliminin ve ortamdaki siirekli olarak fermente sivi alinarak metabolit birikiminin
kontrol altina alinmasi ile saglanmis olmaktadir. Siirekli sistemlerde dikkat edilecek en
onemli durum, kiiltiir kabinda belli bir hizla logaritmik gelisen hiicreler ile kiiltiir
kabindan kullanilmis besiyeri i¢inde uzaklastirilan hiicrelerin (hiicre kaybinin) dengede
tutulmasidir (Tunail 2009). Fermentasyon yontemlerinin sekilsel gdsterimi Sekil 2.4°te
gosterilmistir.
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a) Kesikli Fermentasyon b) Beslemeli-kesikli Fermentasyon ¢) Siirekli Fermentasyon

Sekil 2.4. Fermentasyon yontemlerinin sekilsel gosterimi (Tiirker 2005)

2.8.4. Tekrarlanan-kesikli fermentasyon

Bu fermentasyon tekniginde, belirli bir zaman sonra besiyerinin tamami ortamdan
uzaklastirilmakta daha sonra ortama yeniden taze steril besiyeri ilave edilmektedir. Bu
yontemin diger bir ad1 yar1 siirekli fermentasyondur. Fermentasyon yonteminin 6zelligi,
ortama herhangi bir bulagma olmadig1 ve besiyerinin fermentasyon bittikten sonra ortama
stirekli eklendigi silirece devam etmesidir. Bu yontemde besiyeri giris ve iriin ¢ikig
kanallar1 bulunmaktadir. Belirli bir siire fermentasyon gerceklestirilmekte daha sonra
iriin uzaklastirilarak taze steril besiyeri ortama ilave edilmektedir. Bu fermentasyon
yontemi ile sirke, penisilin, maya ve etanol iretilebilmektedir. Tekrarlanan-kesikli
fermentasyon yonteminin avantajlarini su sekilde siralayabiliriz: Baglangicta yapilan

31



inokiilasyondan sonra tekrar inokiilasyona gerek duyulmamasi (re-inoculation), ¢alisma
esnekliginin yiliksek olmasi, daha az kontrol gerektirmesi ve temizlik ve sterilizasyon
amaciyla {retimin olmadigi zamanda harcanan maddenin olmamasidir. Ayrica
tekrarlanan-kesikli fermentasyon yonteminin kullanilmasi sonucunda ortamda aktivitesi
yiiksek ve konsantrasyonu fazla mayalar bulunmakta dolayisiyla fermentasyon siiresi
kisaltilabilmektedir. YOntemin avantajlari  oldugu kadar dezavantajlari da
bulunabilmektedir. Bunlar; biiyilk hacimli reaktorler i¢in maliyetli olmasit ve
kontaminasyon riskinin bulunmasidir (Ahmed 2011). Tekrarlanan-kesikli biyofilm
reaktoriin sematik goriintimii Sekil 2.5°te verilmistir.
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Sekil 2.5. Tekrarlanan-kesikli biyofilm reaktoriin sematik gosterimi (Demirci vd 1997)

2.9. Mikrobiyal Gelisme

Mikrobiyolojide kullanilan gelisme terimi, hiicre sayisindaki artis anlamina
gelmektedir. Gelisme hayat dongiisiiniin baslica bilesenidir. Her hiicre, sonu olan bir
yasam dongiisiine sahiptir ve tiirler sadece populasyonun devamli biiylimesinin sonucu
olarak varliklarinin siirdiiriirler. Tek bir mikroorganizmanin gelismesi s6z konusu
oldugunda, canli hiicrenin kiitle artis1 anlasilir. Bu kavram, tek bir mikroorganizma
hiicresi i¢in biiylime ile de tanimlanabilir. Mikrobiyolojide gelisme denildiginde ise
kiiltiiriin (populasyonun) sayica ya da kiitlece artis1 anlasilir. Ikiye béliinerek cogalan
bakterilerde normal boyuttaki bir hiicre ikiye boliinmeden dnce kiitlesini iki katina ¢ikarir,
boliinmenin ardindan iki adet yaklasik ayni biiytlikliikte iki geng¢ kardes hiicre olusur.
Geng hiicreler ¢ok kisa bir siire sonra ata hiicrenin bdliinmeden 6nceki boyutu ile ayni
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blyiikliige gelirler. Buradan anlagilacagi iizere bir hiicrede kiitle artis1 iki katina
ulastiginda, bir anlamda hiicre sayis1 da ikiye katlanmistir. Dolayisiyla, bakteriler gibi
ikiye boliinerek cogalan mikroorganizmalarda gelismeyi hiicre sayisinin artisiyla ifade
etmek, kiitle artisiyla ifade etmekle ayni anlama gelmektedir. Maya ve kiiflerde ise
tomurcuklanma, sporlanma gibi farkli ¢ogalma sekilleri vardir. Bu ¢ogalma sekillerinde
kiitlesel artis ile sayisal artig orantili degildir. Ornegin; funguslar gibi hiicre veya hif
sitoplazmalarinda birden fazla ¢ekirdek (niikleus) igeren senositik karakterli mikroor-
ganizmalarda, tekrarlanan c¢ekirdek bdliinmelerine hiicre bolinmeleri eslik etmez.
Dolayisiyla kiitle artisi ile hiicre sayis1 artisimi iliskilendirmek olanaksizdir. Fungus
gelismesinden anlasilan hiicrelerin  (misellerin) kiitlesel artiglaridir. Tek hiicreli
mikroorganizmalarin boyutlar1 ¢ok kiiciik oldugundan tek bir hiicrenin biiylimesinin
saptanmasi ¢ok zordur. O nedenle gelisme (dlgiilebilecek deger) olarak, populasyondaki
sayisal veya kiitlesel degisim dikkate alinir (Madigan ve Martinko 2006, Tunail 2009).

2.9.1. Gelisme egrisi (kurvesi)

Kapal1 bir sistemde; 6rnegin s1v1 besiyeri igeren Erlenmayer kabina inokiile edilen
bir bakteri kiiltiiriinde, yeterli kosullar saglanmasi durumunda, hiicreler gelismelerini
stirdiirtirler. Ortama yeni besin maddeleri verilmeksizin ve zamanla biriken bakteriyel
metabolitler uzaklastiritlmaksizin geligsmesini siirdiiren kiiltiire durgun (statik veya batch)
kiiltiir ad1 verilir. Ilerleyen zamanla birlikte yukaridaki nedenler basta olmak {izere birgok
faktor gelismeyi smirlandirip durma noktasina getirir. Kosullar giderek daha da
kotiilestiginde hiicreler 6lmeye baslar. Hepsi 6lmese de bakteri sayisi onemli diizeyde
azalir. Ikiye béliinerek iireyen bakteri populasyonunda (statik kiiltiirde) inkiibasyon
stiresince belli saat araliklari ile alinan 6rneklerde hiicre sayilar1 belirlenir, bu sayilarin
logaritmalar1 alinir ve zamana kars1 grafik haline getirilirse sigmoid forma yakin bir
gelisme egrisi (kurvesi) elde edilir. Egri lizerinde sirasiyla, lag faz1 (latent veya gizli
donem, adaptasyon donemi), log fazi (logaritmik veya eksponensiyel lireme donemi),
durma fazi ve 6liim fazi olmak iizere dort farkli evre ayirt edilir (Sekil 2.6) (Tunail 2009).

Mikroorganizmalarin lireme hiz1 genel olarak Monod esitligi ile ifade edilir:

dx/dt = ux (2.1)
n : Spesifik iireme hiz1
X : Mikroorganizma konsantrasyonu

dx/dt : Ureme hizi
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Sekil 2.6. Mikroorganizmalarin gelisme egrisi (Madigan ve Martinko 2006)
2.9.1.1. Latent veya gizli donem (lag faz1) (adaptasyon faz)

Mikrobiyel bir populasyon taze besiyerine inokiile edildigi zaman, gelisme
genellikle sadece lag fazi adi verilen bir zaman periyodundan sonra baglar. Diger bir
deyisle hiicre kiitlesinin ve sayisinin artig1 belli bir donemden sonra baglar. Hiicrelerin
ortama adaptasyonu i¢in gerekli olan bu periyoda lag fazi denir. Lag fazinin siiresi
gelisme sartlart ve kiiltiiriin gegmisine, mikroorganizmanin fizyolojik kondisyonuna ve
inokiile edildigi besiyerinin dogasina bagli olarak degisir. Mikroorganizmanin yasi,
hasarl1 olup olmamasi, daha once gelistirildigi ortam veya saklandig sicaklik derecesi
(dondurulmus kiiltiir) lag fazi siiresine etken faktorlerdir. Bakteri durgun metabolizmaya
gecerken ATP’larimi tiiketmis, ribozomlarini kaybetmis, gerekli enzimleri heniiz
sentezleyememis durumda olabilir. Hiicreler tiim eksikliklerini tamamlayip DNA’larini
replike edebilir duruma geldiklerinde lag faz1 da sona erer. Inokiiliim 1s1, radyasyon ya da
toksik kimyasallar ile muamele neticesinde zarar goérmiis ama Olmemis hiicreleri
icerdiginde de lag faz1 gozlenir, ¢iinkli mikroorganizmalarin bu hasar1 tamir etmesi i¢in
de zaman gereklidir. Lag fazinin siiresini kisaltmak ve hatta tamamen ortadan kaldirmak
aragtiricinin elindedir. Inokiilasyon oncesi, inokiiliim olarak kullanilacak kiiltiir birkag
kez ayni besiyerinde aktiflestirilir ve inokiilasyon eksponensiyel fazdaki hiicrelerle
yapilirsa lag fazina ihtiya¢ kalmadan veya kisa siirede logaritmik faza gecilir (Madigan
ve Martinko 2006, Tunail 2009).

Lag fazinda iireme gerceklesmedigi i¢in;

u=0;dx/dt =0 (2.2)
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2.9.1.2. Eksponensiyel donem (log fazi)

Bu donemde hiicreler maksimal hiz ile ¢ogalir ve gelisirler. Toplam populasyonda
canli hiicrelerdeki maddeler hizla artis gosterdiginden mikrobiyel gelisme c¢esitli
yontemlerle izlenebilir. Mikrobiyel gelisme denilince bakteri hiicre sayisinin veya bakteri
hiicre kiitlesinin (bakteri sayis1 + absorbsiyon) artis1 anlasilir. Eksponensiyel gelisme
doneminde bakterilerin boliinme (hiicre sayisini ikiye katlama) hizi ve gelisme (hiicre
kiitlesini ikiye katlama) hizi sabittir. Aslinda inokiilasyondan sonra bazi bakteriler ¢ok
hizl1 béliiniirler, ¢ok hizli boliinen hiicreler ¢ok kiicliktiir ve de kiiltiiriin béliinme hizi,
kiitleyi iki katina ¢ikarma hizinin 6niine gegebilir. Ancak gelismenin ilerleyen evrelerinde
hiicre kiitle artisinin hizi, hiicre sayisindaki artigin 6niine geger. Bu anlamda hiicre sayisi
ile hiicre kiitlesi arasinda fark oldugu soylenebilir. Ancak, gelisme fazi topluca
incelendiginde hiicre sayisindaki artis ile kiitledeki artigin ispatlanabilir sekilde ayni
oldugu goriiliir. Eksponensiyel dénemde; genelde kiiltiiriin “standart hiicreler” den
olustugu, populasyonunun “dengeli gelisme” (boliinme ve kiitlesel artis) gosterdigi kabul
edilir, dolayisiyla sayisal artis ile kiitlesel artisin ayni oldugu varsayilir. Denemeler
eksponensiyel fazda; hiicre sayisinda, hiicredeki protein miktarinda ve kuru maddedeki
artisin ayni hizla oldugunu gostermistir. O nedenle populasyondaki gelisim, hiicre sayisi
belirlenerek veya protein miktar1 ve kuru maddedeki artis tayin edilerek de izlenebilir.
Ayrica bu fazda gelismenin takibi, artan bakteri yogunlugunun (optik dansite, OD)
fotometrede izlenmesi ve ekstinksiyon (absorbans) degerlerinin Olgiilmesiyle de
miimkiindiir (Tunail 2009).

Eksponensiyel gelisme doneminde inkiibasyon zamanina karsi tasinan hiicre
sayilarinin logaritmik degerleri diiz bir ¢izgi halinde yiikselis gosterir. Statik kiiltlirde
logaritmik fazda substrat konsantrasyonu giderek azalmakta, hiicre yogunlugu artmakta
ve metabolik son iiriinler yavas yavas birikmektedir. Bununla beraber gelisme nispeten
sabit bir hizla seyreder. O nedenle hiicrelerin fizyolojik ve kimyasal 6zelliklerinin ayn1
oldugu, jenerasyon siiresinin goreli sabit bulundugu bu evre, kiiltiirtin gelisme hizinin
hesaplanmasi i¢cin en uygun evredir. Ayrica pH, redoks potansiyeli, sicaklik,
havalandirma gibi ortam faktorlerinin incelenmesinde veya degisik substratlarin
mikroorganizma tarafindan kullanilabilirliginin arastirilmasinda, ya da metabolik yollarin
aydinlatilmas1 ve enzim kinetigi ¢aligmalarinda gerekli enzimlerin izolasyonlar1 icin
eksponensiyel evreden ve bu evre sonunda hasat edilen hiicre miktarindan yararlanilir
(Tunail 2009).

Logaritmik evrede biyokiitle artis hiz1 dx/dt, mikroorganizma konsantrasyonu x
ile orantilidir. Buna gore logaritmik tireme hizi;

dx/dt = ux (2.3)

esitligi ile gosterilirken birinci dereceden bir reaksiyon esitligi olusturur. p; spesifik
tireme hizi1 olup esitlik 2.3’den ¢oziiliirse;

u = 1/x (dx/dt) (2.4)
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2.4 nolu esitlikte goriildiigli gibi, birim konsantrasyondaki biyokiitle fraksiyonel artis
hizini verir. Birimi zaman™ dir. Esitlik 2.1°in

t =0icinx = xgvet =tiginx =x smir sartlarnn kullanilarak integrali
alinirsa;

X dx t

o = Mot (2.5)
Inx =Ilnxy, + ut (2.6)
X = xpeMt (2.7

2.6 nolu esitlik elde edilir. Burada xo, baslangicta (t=0 aninda) kiiltlir ortamina agilanan
mikroorganizma konsantrasyonu, x ise herhangi bir t (t=t) anindaki mikroorganizma
konsantrasyonudur. 2.6 nolu esitlik bir dogru denklemi olup ordinati kesme noktas1 xo,
egim ise W’yii verir. Logaritmik fazda besin maddeleri azalirken biyokiitlede artis goriiliir,
dolayistyla iiriin miktarinda da artig olur.

2.9.1.3. Duraklama fazi

Eksponensiyel gelisme fazinin sonunda bakteri kiiltiirlerinin ulastigi maksimal
say1 genellikle 10° hiicre/mL’dir. Protozoa ve algler ise bu sayiya ulasamazlar ve genel
olarak 10° hiicre/mL diizeyine kadar gelisirler. Bu maksimal degerlerden sonra artik
hiicrelerin sayisal veya kiitlesel artiglart durur. Mikrobiyel populasyonun durma fazina
girmesi ve durma fazinin stirmesi gelisme egrisinde yatay ve oldukca diiz seyreden bir
¢izgi ile anlagilir. Gelismenin duraklamasima cesitli faktorler etki eder. Oncelikle
besiyerinde besin maddelerinin derisimi azalmigtir. Bu durum populasyonun iyice yavas
gelismesine neden olur. Aerobik mikroorganizmalar oksijen yetersizligi ile agir ve sinirl
bir gelisme gosterirler. Ciinkii ¢oziiniirliigii fazla olmayan oksijenin besiyerinde hizla
tilkenmesi gelismeyi yavaslatir. Ayrica organizmaya ait bazi atik iirlinler de iiremeyi
engelleyecek sekilde besiyerinde birikir. Bu durumda logaritmik iireme sona erer ve
populasyon durgun faza ulagir. Statik kiiltiirde sadece besiyerinin ylizeyindeki oksijen
miktar1 hala yiizeydeki mikroorganizmalarin gelismesine olanak saglayacak diizeydedir.
(Madigan ve Martinko 2006, Waites vd 2001, Tunail 2009, Shuler ve Kargi 2008).

Diger taraftan metabolitler gelismeyi engeller. En bilinen 6rneklerden birisi;
Lactococcus’larin karbonhidrat kaynaklarini fermente ederek laktik asit ve diger organik
asitleri olusturmalar1 ve gelistirdikleri asitlikle kendi gelisimlerini inhibe etmeleridir.
Diger bir¢ok fermentasyon yapan anaerob bakteri de ¢esitli toksik maddeler olusturur.
Statik kiiltiirlerde metabolitlerin uzaklastirilmasi miimkiin olmadigindan duyarl hiicreler
oliirler. Ancak durma fazinda hala populasyonun bir kismi tarafindan depo maddeleri
kullanilarak, ribozomlarin bir boliimii parcalanmis olsa da, enzimler sentezlenmeye de-
vam eder. Bu fazda olumsuz kosullara duyarli hiicreler hizla dliirken, daha dayanikli
olanlar depo maddelerini, proteinleri kullanarak endojen solunum yaparlar ve yasamlarini
stirdiirebilecek kadar az bir enerji saglayip canli kalirlar. Bu fazda hiicrelerin boliinmesi
ile hiicre 6liimii arasinda dyle bir denge kurulmustur ki toplam mikroorganizma sayisi
uzunca bir siire degigsmeden sabit kalir. Bu olgu “kriptik tireme” olarak adlandirilir
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(Madigan ve Martinko 2006, Tunail 2009, Shuler ve Kargi 2008).

Mikroorganizmalarin sentezlendigi sekonder metabolitler endiistriyel agidan
onem tagir. Bu metabolitler 6zellikle kiiflerde beslenme ve gelisme fazi olan tropofazin
sonuna dogru veya metabolit tiretim fazi (durma fazi) olan idiofaz’in baslangicinda
birikmektedir. Bu metabolitlerden antibiyotikler; gerek funguslarin gerekse bakterilerin
olusturdugu, saglik tizerinde olumlu etkiye sahip tip ve veterinerlikte hastaliklarin tedavi-
sinde kullanilan ¢ok &nemli bir madde grubudur. idiofazda mikroorganizmalar artik
gelismeseler de ilave edilen substratlar1 katabolize ederek, biyosentez yollarinin 6n
kademelerinde sentezlemis olduklar1 ara metabolitleri son {riine g¢evirebilir.
Biyoteknolojik calismalarda sekonder metabolitlerin arastirilmasinda idiofaz gelisme
fazindan daha fazla 6nem tasimaktadir (Madigan ve Martinko 2006, Tunail 2009, Shuler
ve Kargi 2008).

Durma fazinda ulasilan toplam bakteri kiitlesi mahsul (hasilat, {iriin, randiman)
olarak tanimlanir. Mahsul iiretilen bakterinin tiiriine, kullanilan besin maddelerine ve
kiiltiir kosullarina bagl olarak degisik miktarlarda olabilmektedir. Bu evrede;

dx/dt =0
In(x/x,) = Sabit (2.8)
Duragan fazda ¢ogu zaman X = Xy, olmaktadir.

2.9.1.4. Oliim faz1

Mikroorganizmanin i¢inde bulundugu ortam, artik besin maddelerini igermiyor ve
metabolik atiklar da yiiksek derisimlere ulasiyorsa o takdirde besiyeri zararl bir ¢evreye
doniismiistiir. Bu fazda canli hiicre sayisinda oldukga belirgin bir azalma meydana gelir.
Hiicrelerin boliinmesi ve hiicre 6liimii arasindaki denge hiicre dliimiiniin lehine bozulur.
Eksponensiyel fazdaki gibi 6liim fazinda da hiicre sayisinda logaritmik bir azalma olur.
Bu fazda saptanan canli hiicre sayilarinin logaritmik degerleri grafige tagindiginda daha
az egimli bir dogrunun 6liim fazinin karakteristigi olarak ortaya c¢iktig1 goriiliir. Cogu
mikroorganizma logaritmik 6liim gosterse de populasyonda belirgin bir diisiisten sonra
Olim hizinin biraz yavasladigi dikkat ¢ekmektedir. Bunun nedeni biitiin kotii kosullara
karsin hala dliimden kurtulabilen direngli hiicrelerin varligidir. Olme fazinin sonunda bile
buradan taze besiyerine inokiilasyon yolu ile kiiltiirli, bu direngli bakteriler sayesinde
canlandirmak miimkiindiir. Ancak higbir iireme (gelisme) goriilmiiyorsa populasyonun
tamami 6lmiis demektir (Madigan ve Martinko 2006, Tunail 2009, Shuler ve Kargi 2008).

Bu evrede 6liim hizi;
—dx/dt = pgXmax (2.9)
Kq = Spesifik 6liim hizi

Xmax = Duragan faz biyokiitle konsantrasyonu
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Mikrobiyel gelisme; ozmotik basing, su aktivitesi (aw), sicaklik, hidrojen iyonlar1
konsantrasyonu (pH), oksijen konsantrasyonu, COz konsantrasyonu, basing ve radyasyon
gibi faktorlerden etkilenmektedir.

2.10. Etanol

Sekerlerin, lignoseliilozik hidrolizatlarin ve nisastanin fermentasyonda kullanimi
sonucu tiretilen etanoliin, insanlarin mikrobiyal proses ile iirettikleri ilk {irtinlerden birisi
oldugu diistiniilmektedir (Simith 2004). Derin kiiltliir fermentasyonu ile iiretilebilen ve
uzun yillardan beri gida ve diger bir¢ok endiistri dalinda kullanilan etanol giiniimiizde
cesitli araclarda petrol drilinlerine alternatif olarak da kullanilmaktadir. Etanol
mikrobiyolojik olarak elde edilebilecegi gibi kimyasal yolla da elde edilebilir. Diinya’da
azalan enerji kaynaklarina alternatif olarak fermentasyonla {iretilen etanol Gnem
kazanmigtir. Bir¢ok iilkede sakaroz ve nisasta gibi karbonhidratlardan etanol eldesi
iizerine caligmalar yapilmaktadir. Bu calismalarin en genel amaci etanolil iireterek
otomobil yakiti, etilen ve diger petrokimyasallar1 elde etmektir (Cizelge 2.9). Son
zamanlarda otomobil {ireticileri etanol-benzin karigiminin (85:15 v/v) bazi araglarda
kullanildigin1 bildirmislerdir. Diinya ¢apinda biyoetanol iiretimi 2000 yilinda 17.25
milyar litre iken 2007 yilinda 46 milyar litrenin {izerinde olmustur. (Sun ve Cheng 2002,
Brown 2003, Pimentel ve Patzek 2005, Balat 2007). Biyoetanoliin en biiyiik {ireticisi olan
ABD, 2005-2006 yilinda diinyadaki biyoetanol iiretiminin yaklasik %47’sini tiretmistir
(Balat ve Balat 2009). Brezilya da ABD'den sonra biyoetanoliin ikinci en biiyiik iireticisi
ve diinyanin en biiyiik ihracatgisidir. Otomobil yakitinin %40’1m1 etanolden karsilayan
Brezilya, seker kamisindan tirettigi etanoliin yaklasik %20’sini ABD’ye, Avrupa’ya ve
diger iilkelere ihra¢ etmektedir. Etanol iiretiminde hammadde olarak Bati Kanada'da
bugday kullanilirken Dogu Kanada ve ABD'de musir kullanilmaktadir. Ayrica Cin,
Hindistan, Japonya ve Endonezya gibi bircok Asya iilkeleri de etanol iiretim
kapasitelerini gelistirmektedir (Yang ve Lu 2007). Glinlimiizde uluslararas: ticaret birligi
yilda 1,6 milyon varil biyoetanol iiretmekte ve 2015 yilina kadar da litre basina fiyati
0.437$ olan biyoetanol iiretmeyi planlamaktadir.

Etanol iiretimi son yillarda gittikge artmakta olup bunun baglica sebebi araglarda
yakit olarak kullanilabilirliginin 6n plana ¢ikmis olmasidir. Bilindigi {izere diinyanin
gelecek 50 yil igerisinde petrol stoklarinin bitebilecek olmasi nedeniyle tiim gelismis ve
gelismekte olan iilkeler yeni enerji kaynaklari arayisina girmislerdir. Bu nedenle
dikkatleri lizerine ¢ekmis olan etanoliin liretim miktar1 yildan yila artmistir. Diinyada
gergeklesen etanol iiretim miktarlar1 Cizelge 2.9°da verilmistir.

Cizelge 2.9. Yillara gore etanol iiretim miktarlari (Anonim 2014)

Uretim Miktar1 (Milyon Litre)

Ulkeler 2009 2010 2011 2012 2013
USA 40121 51934 54508 52112 50341
Brezilya 24898 26200 21094 21109 23721
Avrupa Birligi 4955 4572 4417 4311 5189
Cin 2051 2051 2097 2101 2634
Kanada 1101 1351 1749 1699 1980
Toplam 73126 86108 83865 81332 83865
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2.10.1. Etanoliin ozellikleri (fiziksel, kimyasal ve termal ozellikler)

Etil alkol en iyi bilinen alkol olup biitiin alkollii igeceklerin esas maddesidir.
Alkoller olarak adlandirilan organik bilesikler sinifinin en 6nemli tiyesidir. Etil alkol ayn1
zamanda alkol, etanol, tane (hububat) alkolii, fermentasyon alkolii, etil hidroksit ve metil
karbinol olarak da adlandirilir. Etanol, doymus bir hidrokarbon olan etanin (C2Hs) alt1
hidrojeninden herhangi birinin yerine bir hidroksil grubunun (OH) ge¢cmesiyle olusan
yanici kimyasal bir maddedir. Etanoliin baz1 fiziksel, kimyasal ve termal 6zellikleri
Cizelge 2.10°de verilmistir.

Etanol, saf halde berrak, renksiz, ugucu bir sividir. Alevlenebilir, toksiktir,
karakteristik tat ve kokuya sahiptir. Suda ve eter gibi pek ¢ok organik ¢oziiciide ¢oziiniir.
78.4°C’de kaynar ve —114°C’de erir. Ozgiil agirlig1 20°C°de 0.7851g/mL’dir. En 6nemli
sanayi organik maddesidir (Shuler ve Kargi 2008).

2.10.2. Etanol kullanimi

Etil alkol ¢oziicii, ekstrakte edici, antifriz ve pek ¢ok sayida organik maddenin
sentezinde baslangi¢ maddesi olarak kullanilir. Ayn1 zamanda alkollii igkilerin asil
bilesenidir. Etil alkol c¢ozgenler, ekstrantlar, boyalar, farmosatikler, lubrikantlar,
deterjanlar, pestisitler, yiizey kaplama maddeleri, kozmetikler, patlayict maddeler,
sentetik liflerin yapilmasinda kullanilan recineler gibi diger organik maddelerin
sentezinde bir substrat olarak da kullanilir (Gilson vd 1995).

Cizelge 2.10. Etanoliin fiziksel, kimyasal ve termal 6zellikleri (Acaroglu vd 2004)

Ozgiil Agirhik 0.79 kg/dm?®

‘e Buhar Basinci (38°) 50 mmHg

=  Kaynama Sicakligi 78.5°C

ir  Dielektrik Katsayisi 24.3
Suda Coziinme o0
Formiil C2HsOH

_ Molekiiler Agirlik 46.1

& Karbon (wt) %52.1

? Hidrojen (wt) %13

g Oksijen (wt) %34.7
C/H Orani 4
Sitokiometrik (Hava/ETOH) 9

_  AltIsil Degeri (kcal/kg) 6.400

g Tutusma Sicakligi (°C) 35

E Ozgiil Is1 (kcal/kg°C) 0.6
Erime Noktasi (°C) -114

Cok biiylik miktarlarda biitadien tiretimi i¢in kullanilmaktadir ki, bunun stiren ile
kopolimerizasyonu sentetik lastigi olusturur. Ekonomik olmamakla birlikte Avrupa ve
Amerika’da etil alkol-benzin karisimi motor yakiti olarak kullanilmaktadir. Almanya’da
gida, alkollii i¢ki ve ilag gibi insanlar tarafindan dogrudan veya dolayli olarak tiikketim s6z
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konusu olan drinlerin uretiminde sentetik etil alkolin kullanilmasina izin
verilmemektedir (Gilson vd 1995).

2.10.3. Etanol fermentasyonu

Bir¢ok fungus, bakteri, alg ve Protozoan alkol fermentasyonu yapar.
Mikroorganizmalar ile sekerler fermente edildiginde en yaygin olusan iiriin etanoldiir.
Alkol fermentasyonu denildiginde ilk akla gelen mikroorganizma grubu mayalar 6zellikle
de Saccharomyces cerevisiae’dir (Tunail 2009). Hizli ve etkili olarak sekeri alkol ve
karbondioksite ¢evirebilme yetenegine sahip olan bu mayanin siit, tahil, meyve suyu gibi
sekerli sivilarin fermentasyonunda etkili oldugu bilinmektedir. Saccharomyces biiyiik
miktarlardaki mevcudiyetinin yaninda, ¢ok yiiksek bir metabolik hiza, daha hizli biiyiime
oranina ve ¢ok hizli kimyasal degisiklikler meydana getirebilme yetenegine sahiptir
(Ejiofor 1994).

Mayalar da funguslar gibi aerob mikroorganizmalardir. Aerob kosulda oksijen ile
aerob solunum yapan maya hiicresi anaerobik kosulda fermentasyonla enerji kazanarak
yasamuni siirdiiriir. Mayalarin alkol fermentasyonu en kisa metabolik yollardan biridir.
Heksozlarin glikoliz yolu ile piriivata kadar parcalanmasindan sonra iki reaksiyon
basamag ile CO, ve etanol meydan gelir (Sekil 2.7). Once piriivat, tiyamin pirofosfat
(TPP) koenzimi ile birlikte ¢calisan piirivat dekarboksilaz enzimi ile asetaldehit ve COz’e
parcalanir. Daha sonra alkoldehidrogenazin indirgemesi ile asetaldehitten etanol olusur
(Madigan ve Martinko 2006, Tunail 2009). Mayalar diger mikroorganizmalarla
karsilastirildiginda etil alkole oldukca dayaniklidir. Fermentasyon hizi, seker tiiketimi,
gelisme hizi ve hiicre mevcudiyeti, etil alkoliin maya yapisina zehirleyici etkisinde
belirleyici olarak kullanilir (Ejiofor 1994). Teorik olarak, metabolize edilen glukozdan,
verim agisindan maksimum %51.1 etanol, %48.9 CO. {iretilir.

Alkol tireten bakterilerin bir kismi ana iiriin olarak alkol olustururken bir¢ogu da
yan iriin olarak alkol liretmektedir. Ana {irlin olarak etanol ve CO2 olusturan, yaninda
¢ok az miktarda laktat meydana getiren bakterilerden biri Zymomonas mobilis’tir. Bakteri
alkol fermentasyonunda sekerleri 2-keto, 3-deoksi, 6-fosfoglukonat (KDPG) yolunu
izleyerek katabolize eder. Piriivatin etanole doniisiimii mayalardaki gibi piriivat
dekarboksilaz ve alkol dehidrogenaz enzimleri ile katalize edilir (Tunail 2009).

Etanol iiretimi icin kesikli sistemler kullanildiginda maksimum miktarda
biyokiitle elde etmek icin calisma aerobik sartlarda baslar. Ciinkii aneorobik sartlar
sistemde erken olugsmakta bu da iyi doniisiim orani elde etmek i¢in yeterli gelmemektedir.
Bu nedenle verim kaybindan ka¢gmak i¢in kisa bir siire sisteme hava verilmesi gerekebilir.
Siirekli proseslerde optimum kiif gelisimi ve etanol tiretimi belirli seker konsantrasyonu
siirlarinda  gerceklesmektedir (Brock 1984). Fermentasyon yoluyla etanol iiretimi
baslica 3 yolla gergeklestirilir. Bunlar; substratin hazirlanmasi, fermentasyon ve etanoliin
distilasyonudur.
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Sekil 2.7. Glukozdan etil alkol tiretim reaksiyonu (Tunail 2009)

Etanoliin solvent olarak mayalarla iiretimi de yaygindir. Etanol {retiminde
substrat olarak; seker sanayisi ati1 melas veya patates kullanilabilir. Kagit fabrikalarinda
seliiloz atig1 olan siilfit likorii de alkol fermentasyonu igin ideal bir substrattir. Ayrica
odun talaglarindan da hidrolize edilmeleri kosulu ile etanol iiretilebilmektedir. Bununla
beraber hidroliz sonucu olusan sekerlerden yalnmizca heksozlar, kiiltiir mayalarinin
fermentasyonunda ise yarar. Pentozlar ise ikincil bir fermentasyonla Endomyce lactis ve
yabani Torula tiirleri kullanilarak tekrar fermente edilir (Tunail 2009).

Etanol iiretiminde substratin hazirlanmasinda nisasta igeren kokler, taneler, seker
kamisi, seker pancari, piring, islenmis agag Uriinleri, atik kagitlar, aycicegi atik gida
iriinleri gibi (Cizelge 2.11) karbonhidrat kaynaklar1 kullanilabilmektedir (Sun ve Cheng
2002, Menon ve Rao 2012). Ayrica peynir alt1 suyundan da etanol {iretimi {izerine bir¢cok
calisma yapilmistir. Ancak endiistriyel kullanimi pek fazla yaygin degildir.

Fermentasyon; alkol, yogurt, sirke, boza, tursu, ekmek, peynir gibi ad1 hemen akla
gelen, gercekte tiirli bunlarla sinirli olmayan birgok gida maddesi iiretiminde uygulanan
bir islemdir. Genel anlamda fermentasyon; tiretimi amaglanan iiriiniin elde edilmesi igin
fermentasyonu gergeklestirilecek, maya, bakteri veya mantar gibi mikroorganizmalarin
faaliyetine olanak saglayan temel bir {iretim agsamasidir. Fermentasyon, iiretilecek iiriine
veya fermentasyonu yapan mikroorganizma tiiriine gore adlandirilir.
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Cizelge 2.11. Etanol iiretiminde kullanilan substratlar ve 6zellikleri

Karbonhidrat Hammadde Hidroliz iiriinleri
Seliiloz Tarimsal atiklar Glukoz
Sehirsel atiklar Mannoz
Odun Galaktoz
Odun atiklar1 Arabinoz, Ksiloz
Laktoz Peynir alt1 suyu Glukoz, Galaktoz
Nisasta Kassava Glukoz
Misir Maltoz
Patates Dekstrin
Sago
Sakaroz Seker pancari Glukoz
Seker kamaisi Fruktoz
Melas

Biyolojik yolla etanol iiretimi, daha ¢ok tarimsal esasl tiriinlerden yapildig1 i¢in,
atmosferik karbon dongiisiinii de arttirmaktadir. Etanol fermentasyonunda Amerika
Birlesik Devletleri gibi bazi iilkeler hammadde olarak ¢ogunlukla nisastali tarim tirtinleri
ve seliilozlu artiklardan yararlanirken iilkemizde bu amagcla genellikle melas ve kuru
iiztim kullanilmaktadir. Bunlarin disinda patates, pancar, odun sekeri, siilfit surubu, ¢esitli
meyveler ve peynir alt1 suyu da alkol iiretiminde kullanilabilen énemli hammaddeler
arasinda yer almaktadir. Endiistriyel etanol iiretimi acgisindan pancar ve kamis
melaslarinin bol bulunmasi ve ucuz hammaddeler olmalari nedeniyle daha avantajli
oldugu ve bu nedenle yaygin olarak kullanildig: bildirilmistir. Sentetik olarak etilenden
etanol liretimi miimkiin olmasina ragmen 6zellikle gida ve ilag sanayinde fermentasyon
iiriinii alkol kullanma zorunlulugu vardir. Ciinkii sentetik alkolde insan sagligina zararl
yan lriinler, reaksiyona girmemis ¢ikis maddesi ve safsizliklar bulunabilir (Turhan 2009).

2.10.4. Etanol fermentasyonu teknolojisi

Fermentasyon 1839 yilinda da Alman kimyager Liebig tarafindan mekanik bir
parcalanma olarak tanimlanmigstir. Pasteur ise 1857 yilinda fermentasyonun maya
tarafindan gerceklestirilen fizyolojik ve biyolojik bir olay oldugunu ortaya koymustur.

Cn(Hzo)n - nCOZ + I’ICZHSOH

Yukaridaki genel formiile gore 100 kg glukozdan 51.142 kg, 100 kg sakarozdan
hidrolizle olusan 2 molekiil glukozdan 53.833 kg (=67.834 litre) ve 100 kg nisastadan
56.824 kg (=71.604 litre) %100’ liik etanol olustugu teorik olarak hesaplanmistir. Ancak
kullanilan mikroorganizma, hammaddenin bilesimi ve fermentasyon kosullarinin,
fermentasyon sirasinda olusan yan iirlinlerin ¢esidi ve miktar1 iizerinde rol oynadigi
anlasilmistir. Gliniimiizde bu teknoloji ile antibiyotik, vitamin, amino ve niikleik asitler
ve biyogaz, etanol gibi yakitlar liretilmektedir. Bunlarin disinda atik sularin mikrobiyal
yola aritilmasi gibi islemler de fermentasyon teknolojisinin bagka uygulamalarindandir
(Shuler ve Kargi 2008).
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2.11. Box-Behnken Cevap Yiizey Metodu

Deneysel ¢alismalarin simirli ya da imkéansiz oldugu, pratik ve ekonomik olarak
cok sayida deneyin yapilamadigi durumlarda matematiksel modellemelerden biiyiik
Olgiide yararlanilmaktadir. Bir matematiksel modelin gelistirilmesinde sirasiyla su
islemler gerceklestirilmelidir (Devres ve Pala 1993).

Problemin belirlenmesi

Matematiksel modelin gelistirilmesi
Modelin ¢6ziinebilirliginin saglanmasi
Modelin ¢oziimii

Modelin kanitlanmasi

Cozlimiin uygulanmasi

Ll ok oK SR SR

Cevap Yiizey Metodu (CYM), proseslerin olusturulmasinda, gelistirilmesinde ve
optimize edilmesinde istatistiksel ve matematiksel tekniklerin bir arada kullanildig
yontemdir. Bu yoOntem yeni iriinlerin gelistirilmesinde kullanildigr gibi var olan
proseslerin gelistirilmesinde ve iyilestirilmesinde de kullanilmaktadir. Cevap ylizey
metodu birgok degiskenin bulundugu proseslerde secilmis kalite karakterinin bu
degiskenlerden nasil etkilendiginin belirlenmesinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir
(Myers vd 2009).

Bu metotta ilk olarak regresyon analizi yardimiyla bir model olusturulur.
Oncelikle sistemi karakterize edebilecek performans olgiitleri (cevaplar) ve bunlar
tizerinde etkili olabilecek faktorlerin veya degiskenlerin belirlenmesi gerekmektedir.
Olusturulacak deneme diizenlerinde, regresyon modelleri meydana getirilirken bu iki
kistas baz alarak olusturulur. Onemli degiskenler ve deneme bolgesi belirlendikten
sonra, bagimsiz degiskenlerin deneme bdlgesi igerisinde belirlenen seviyelerinin
sisteminde, olusan cevap degerlerinin optimum noktaya yakin sonuglar verip vermedigini
belirlenmektedir. Optimum noktaya yaklastik¢a, olusturulan cevap yiizeyindeki egrilik
dogal olarak daha belirgin hale gelmektedir (Myers vd 2009).

Cevap yiizey metodundan faydalanilarak az sayida deneysel calisma
gerceklestirilmekte ve gergekte test edilmeyen faktdr degerleri ve bunlardan saglanan
kombinasyon degerleri hakkinda tahminler yapilabilmektedir. Cevap ylizey metodunu
daha rahat gérmek i¢in sabit bagimli degiskenin dogrular1 X1, X2 ekseninde ¢izilir ve
kontur plot (contour plot) ad1 verilir (Sekil 2.8).
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Beklenen Deger

Sekil 2.8. Cevap ylizey metodu kontur plot grafigi

Boylelikle X1 ve X2’nin cevap ylizeyinde meydana getirdigi degisiklik kolaylikla
anlagilabilir. Bir ya da daha fazla 6lctilebilen degiskenle girdi degiskenleri arasindaki
regresyon modelinin deneysel olarak tanimlanmasi ve bu modele gore bagimsiz
degiskenin maksimum ve minimum seviyeleri arasinda bagimli degiskenin cevap yiizey
incelenmesine dayanir (Kuehl 2000).

Box ve Behnken tarafindan 1980 yilinda ortaya konan Box-Behnken deneme
deseni ise ikinci dereceden cevap ylizeylerinde model olusturmak icin etkili bir
yontemdir. Modelde yer alacak faktorlerin en az ii¢ diizeyli olmas1 gerekir ve metot
dengeli tamamlanmamis blok denemelerinin tizerine kurulmustur. Box-Behnken deneme
diizeninde faktdrlerden birinin degeri merkez degerde sabitlenirken diger faktorlerin tiim
diizeylerinin kombinasyonlari uygulanir. Ornegin 3 faktorlii deneme deseninde &ncelikle
A faktoriiniin diizeyi sabitlenmis B ve C faktorlerinin tiim diizeylerinin kombinasyonlari
uygulanmis ve daha sonra ayni islemler sirasiyla B ve C faktorlerinin diizeyleri merkezde
sabitlenerek uygulanmistir. Diizen matrisinin en son siitunlarinda ise merkez nokta
degerleri yer almaktadir (Kul 2004).

Bu metodun en biiylik avantajlarindan birisi de O6rnek ve tekerriir sayisini
azaltmasidir. Ornegin faktoriyel tasarimda 3 faktorlii 3 parametreli bir deneme deseni
olusturuldugunda 27 deneme (tekerriir ile beraber 54 deneme) gerceklestirilmesi
gerekirken Box-Behnken cevap yiizey metodunda 3 faktorlii 3 parametreli bir deneme
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deseni i¢cin merkez noktasi 3 defa tekrarlandiginda 15 deneme (tekerriirii ile beraber 30
deneme) yapilmaktadir. Box-Behnken deseninin kullanilmasi ile daha az deneme ile
calisma gergeklestirildiginden hem zaman agisindan kazanim hem de maliyet agisindan
kar elde edilmektedir.

Box-Behnken deneme deseni sonuglarinin degerlendirilmesinde regresyon analizi
ve varyans analizinden yararlanilmaktadir. Ayrica sonuglarin sabit bagimli degiskenlere
kars1 grafik edilmesi sonucunda kontur plot grafigi elde edilir ve bu grafikler sonuglarin
degerlendirilmesini kolaylastirir (Myers vd 2009). Sonucglarin degerlendirilmesinde
kullanilan dogruluk parametrelerinden birisi model sistemin gergek cevaba uygun olup
olmadigidir. Bu duruma uyum eksikliginden (lack of fit) kaynaklanan hatanin énemsiz
olmadigina bakilarak karar verilmektedir. Bunun yan1 sira R? degeri ve ayarlanmis R?
degerleri karsilastirilmakta, degerlerin birbirine ve 1’¢ yakin olmasi c¢alismanin da
modele uygunlugunun derecesini gostermektedir.

Goriildugii gibi cevap yiizey metotlari, proses degiskenlerinin deneysel uzayini
arastirmak icin deneysel stratejileri, sitemin cevabini ve iizerinde etkili olan bagimsiz
degiskenler arasindaki iliskiyi belirlemek i¢in kullanilan empirik modelleme tekniklerini
ve proses degiskenlerinin sistemin cevabinda arzu edilen etkiyi gosterdigi seviyelerinin
bulunmasi i¢in kullanilan optimizasyon tekniklerini icermektedir. Dolayisiyla
denemelerin dizayn edilmesi, model gelistirilmesi (regresyon analizi), varyans analizi
(Anova) ve optimizasyon, cevap ylizey metodunun baslica kisimlarini olugturmaktadir
(Eren 2004). Bunlarin yaninda cevap yiizey metotlari; faktorlerin kurulumunda en iyi
sonuclar1 belirlemek, faktor kurulumundaki memnun edici proses veya proses sartlarini
bulmak, mevcut sartlardaki kalitenin tizerinde sonuglar elde edebilmek i¢in yeni proses
sartlar1 belirlemek ve kantitatif faktorler ve sonuglar arasindaki iligkili modeli ortaya
koymak amaciyla kullanilmaktadir (Sablani vd 2006).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Etanol iiretiminde kullanilan keciboynuzu meyvesi

Proje kapsaminda kullanilacak kirilmis ve c¢ekirdegi ¢ikarilmis kegiboynuzu
meyvesi (Ek-1), Antalya’da kegiboynuzu meyvesini ve islenmis iirlinleri ihrag¢ eden
Yenigiin Gida Sanayi ve Ticaret A.S. ve Saimoglu Ticaret A.S.’den saglanmistir. Bu
amagla elde edilen keciboynuzu meyvesi analiz anina kadar +4°C’lik soguk depolarda
saklanmuistir.

3.1.2. Fermentasyonda kullanilan mikroorganizma

Bu ¢alismada, biyofilm reaktdrde etanol iiretmek amaciyla Saccharomyces
cerevisiae (ATCC 36858) mayast kullanilmigtir. Saccharomyces cerevisiae (ATCC
36858) mayasinin besiyeri bilesenleri Cizelge 3.1°de verilmistir (Turhan vd 2010a).

Cizelge 3.1. Saccharomyces cerevisiae (ATCC 36858) igin gerekli besiyeri
bilesimi”(Turhan vd 2010)

Medya Icerigi Miktar (g/L)
Glukoz™ 50
Yeast Ekstrakt 6
Kalsiyum kloriir dihidrat (CaCl2.2H»0) 0,3
Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSOa4.7H20) 1
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) 15
Amonyum siilfat ((NH4)2SO4) 4

*Besiyeri bilesiminin aynisi (glukoz harig) keciboynuzu i¢in de kullanilmstir.
*# Karbon kaynagi olarak ke¢iboynuzu kullanilmistir.

Cizelge 3.1°de verilen besiyeri igeriginde Saccharomyces cerevisiae mayasi
30°C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra +4°C’de muhafaza edilmistir. Stok kiiltiirler her
ay yenilenerek muhafaza edilmis ve uzun siireli kullanmama durumunda %20°’lik gliserol
¢oOzeltisi i¢erisinde -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.3. Biyofilm olusumunu gerc¢eklestirmek i¢in kullanilan plastik kompozit destek
materyali

Biyofilm olusumunu gergeklestirmek amaciyla farkli bilesenlerden olusan dort
farkli Plastik Kompozit Destek (PKD) materyali, tekrarlanan-kesikli fermentasyon
(repeated-batch fermentation) yontemiyle biyofilm reaktoérde kegiboynuzu ekstraktindan
etanol tiretmek amaciyla kullanilmistir. Biyofilm reaktorde kullanilan Plastik Kompozit
Destek materyalleri (PKD) The Pennsylvania State University’de gorev yapan Prof. Dr.
Ali Demirci'nin laboratuvarindan temin edilmistir. PKD materyalinin bilesenleri Cizelge
3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Plastik kompozit destek materyallerinin bilesenleri (Demirci vd 1997).

PKD Bilesenler (w/w) Mineral Tuzlar
SHA-SF°-YE® %>5 soya fasulyesi unu®-%35 maya ekstrakt: +
0 i -0 -
SH-SE-YE-BA! %5 soya fas.l’JIy.es..l unu-%5 maya ekstrakti
%35 s1gir alblimini
SH-SF %10 soya fasulyesi unu +
0, i -0 -
SH-SE-YE-RBC® %5 soya fasulyes-l. unu 4)5 maya ekstrakti
%35 kirmizi kan hiicreleri
a: Soya fasulyesi kabugu b: Vakum altinda kurutulmus saya fasulyesi unu, c: Maya
ekstrakti, d: Sigir alblimini, e: Kirmiz1 kan hiicreleri

+

+

3.1.4. Fermentasyonda kullanilan biyofilm reaktor

Etanol {iretimini gerceklestirmek amaciyla laboratuvar tipi; pH, sicaklik,
¢cozlinmiis oksijen kontrolii ve kopiik kontrolii yapabilen, karigtirma 6zelligine sahip
biyofilm reaktor (Sartorius stedim Biostat B Plus, Germany) (Sekil 3.1) kullanilmistir.
Proje kapsamindaki biitiin denemeler 3 L ¢alisma hacminde gergeklestirilmistir.

Sekil 3.1. Sartorius stedim Biostat B Plus Biyoreaktor ve biyofilm materyali

3.1.5. Etanol iiretimi icin deneme deseni olusturma

Bu tez kapsaminda; ke¢iboynuzu ekstraktindan biyofilm reaktorde etanol iiretmek
amactyla gerceklestirilen deneme deseni asagidaki gibidir.

a) Dort farkli PKD materyali arasindan uygun olaninin segilmesi

b) Segilen PKD materyali kullanilarak olusturulan biyofilm reaktérde Cevap Yiizey
Metodunun belirlemis oldugu kosullarda optimizasyon

) Belirlenen optimum kosullarda azot kaynaklarinin besiyerinde kullanimi; bu
amagla azot kaynaklarinin kullanilmadig1 (maya ekstrakti ve amonyum siilfat icermeyen),
sadece maya ekstraktinin kullanildig1 veya sadece amonyum stilfatin kullanildig
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d) Optimum kosullarda kontrol amagli zenginlestirilmemis besiyeri kullanimi
e) Optimum kosullarda sterilize edilmemis zenginlestirilmis ve zenginlestirilmemis
besiyeri kullanimi

3.1.6. Cevap yiizey metodu (response surface method)

Biyofilm reaktorde keciboynuzu ekstraktindan etanol {iretiminin optimum
kosullarin1 belirlemek amaciyla kullanilan tekrarlanan-kesikli fermentasyon isleminin
sartlarin1 optimize etmek ve degisken parametrelerden bir veya daha fazlasinin
aralarindaki iligkiyr belirlemek amaciyla Box-Behnken Cevap Yiizey Metodu
kullanilmistir. Bu metodun faktoriyel diizendeki deneme desenine karsi (3 faktor x 3
seviye x 3 Tekerriir = 27), 6rnek ve tekerriir sayisinin azalmasi (3 faktorlii 3 seviye = 12
kose ve 3 merkez nokta tekrart olmak iizere toplam 15 fermentasyon) gibi avantajlari
vardir. Bu amagla Minitab (Version 13.3; Minitab Inc., State College, PA) istatistik
programui ile literatiirde minimum, orta ve maksimum noktalar1 verilen parametrelerin
kullanilmastyla biyofilm reaktorde tekrarlanan-kesikli fermentasyon yontemi
kullanilarak optimum etanol tiretim kosullar1 ¢aligilmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Box-Behnken cevap yiizey metodu i¢in etanol {iretimi parametreleri

Degisken Minimum Maksimum
Baslangic Seker Icerigi (°Bx) 4 10
Besiyerinde pH Degeri 5.0 6.0
Karigtirma Hiz1 (rpm) 100 200

Yukaridaki ¢izelgede etanol iiretimi i¢in belirlenmis olan parametrelere gore
Cevap Yiizey Metodunun belirlemis oldugu sartlar Cizelge 3.4’te verilmistir. Bu
cizelgede belirlenmis olan kosullara gore kegiboynuzu ekstraktindan tekrarlanan-kesikli
fermentasyon yontemi ile biyofilm reaktorde etanol iiretimleri gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.4. Etanol iiretimine ait cevap yilizey metodunun olusturdugu fermentasyon

kosullari

Baslangic Seker Besiyerinde Karistirma
Icerigi (°Bx) pH Degeri Hiz1 (rpm)

7 5.0 100

7 55 150

10 55 100

4 6.0 150

4 55 100

10 5.0 150

4 5.0 150

4 55 200

7 55 150

7 6.0 200

10 6.0 150

7 6.0 100

7 55 150

10 55 200

7 5.0 200

Biyofilm reaktorii olusturmak amaciyla reaktoriin saftina belirlenmis olan PKD
materyali Sekil 3.2°deki gibi baglanmigtir. Daha sonra PKD materyali su igerisinde
121°C°’de 30 dakika steril edilmistir. Sterilizasyon islemi tamamlandiktan sonra
peristaltik pompa vasitasi ile su aseptik olarak bosaltilmis ve yine peristaltik pompa
vasitast ile taze steril besiyeri aseptik olarak eklenmistir. 24 saat inkiibasyona
birakildiktan sonra besiyeri aseptik olarak bosaltilmis ve tekrar taze steril besiyeri
eklenerek Cizelge 3.4’e gore fermentasyonlar gerceklestirilmistir. Fermentasyonu
baslatmadan O6nce alinan baglangi¢ 6rneginin yani sira fermentasyon bagladiktan sonra 0,
2,4, 8,12, 24, 30 ve 36. saatlerde 6rnek alinmistir. Orneklere kalint1 seker analizi, etanol
analizi ve biyokiitle analizi yapilmistir (Boliim 3.2).

Yandan Goriiniis Ustten Gériiniis

Sekil 3.2. Karistirict saftin tizerine PKD materyallerinin baglanmasi (Muffler vd 2014)
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3.2. Yontem

3.2.1. Fermentasyon ortamu icin gerekli ekstraktin elde edilmesi

Kegiboynuzu meyvesinden tekrarlanan-kesikli fermentasyon yontemiyle biyofilm
reaktorde etanol tliretiminde fermentasyon ortaminda kullanilacak ekstraktin tiretimi i¢in
5-7 mm kalinligindaki kegiboynuzu parcgalar1 80°C’de 1:4 meyve:su oraninda ve 2 saat
stire ile ekstraksiyona birakilmistir (Turhan vd 2010a). Elde edilen ekstrakt filtrasyon
yoluyla kati1 partikiillerinden uzaklastirildiktan ve cevap yiizey metodunda belirtilen
baslangi¢ seker icerigine (4, 7, 10°Bx) ayarlandiktan sonra dogrudan ve/veya
zenginlestirilerek fermentasyonda kullaniimustir.

3.2.2. Biyofilm destek materyalinin belirlenmesi

PKD halkalar1 (2.9 g) (Cizelge 3.2) 23 X 80 mm vida kapakli kiiltiir tiiplerine
yerlestirilmis ve 121°C’de 30 dakika su igerisinde (ylizey sterilizasyonu saglamak i¢in)
sterilizasyonu gerceklestirilmistir. Soguduktan sonra igerideki su aseptik olarak
bosaltilmis ve lizerine yine aseptik kosullarda taze steril besiyeri eklenmistir. Tiipler
30°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmis ve daha sonra PKD halkalarindan kopan parcalar
aseptik bir sekilde uzaklastirllmistir. Ttiplere 10 ml taze steril besiyeri ilave edilmis ve 24
saat inkiibasyona birakilan S. cerevisiae mayasinin siispanse kiiltiiriinden 0.1 ml (%]1)
inokiilasyon yapilarak 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Her giin kiiltiir besiyeri
aseptik olarak bosaltilmis ve yerine 10 ml taze steril besiyeri ilave edilmistir. Bu islem
mikroorganizmalarin ylizeye tutunmasi i¢in 7 kez tekrarlanmistir. 8. transfer ile birlikte
30°C’de 40 saat fermentasyon gerceklestirilmistir. Fermentasyon sirasinda belirlenen
saatlerde alinan Orneklerde, harcanan kiiltiir besiyerindeki etanol miktari, biyokiitle
miktar1 ve kalint1 seker miktar1 analiz edilmistir (Demirci vd 1997). Biyofilm materyali
belirleme islemi sirasinda gekilen fotograflar Ek-3’te gosterilmistir.

3.2.3. Seker analizi

Reaktdrden alinan tiim fermentasyon Orneklerinin kalinti seker analizi,
3,5-dinitrosalisilik asit (DNSA) metoduna gore yapilmistir (Miller, 1959). DNSA metodu
ile seker analizinde kullanilan DNSA ¢ozeltisi; 10 g/L NaOH, 10 g/L 3,5-dinitrosalisilik
asit ve 0,5 g/L sodyum siilfit saf suda ¢6ziilmiis ve lizeri 1 L’ye tamamlanarak
hazirlanmistir. Ayrica Rachelle tuz ¢ozeltisi (potasyum sodyum tartarat ¢ozeltisi) de
litreye 400 g potasyum sodyum tartarat tartilarak saf suda ¢6ziilmiis ve tizeri 1 L’ye
tamamlanmustir.

Kalint1 seker analizinde, 0.1 ml 6rnek tizerine 3.9 ml saf su eklenmis ve 0.08 ml
12M HCI eklenerek karistirildiktan sonra 90°C’lik su banyosunda 5 dakika bekletilmis ve
hidroliz edilmistir. Bu noktada tiip icerisindeki drneklerin hidroliz sicakliginda olmasina
dikkat edilmistir. Bu amagla igerisinde saf su bulunan bos bir tiip ve termometre
kullanilarak tiip ici sicakligin 90°C’ye kadar gelmesi beklenmis ve 5 dakikalik siire
baslatilmistir. Daha sonra hidrolizat {izerine 0.2 ml SN KOH eklenerek karistirildiktan
sonra yeni bir tiipe 3 ml aktarilmis ve iizerine 3 ml DNSA soliisyonu eklenmistir. Bu
asamada 3 ml saf su lizerine 3 ml DNSA eklenerek kor olarak kullanilmak tiizere

50



hazirlanmistir. Soliisyon karistirildiktan sonra 90°C’lik su banyosunda 15 dakika
bekletilip lizerine renk stabilizasyonunu saglamak i¢in 1 ml %40’lik potasyum sodyum
tartarat eklenerek sogutulmus ve 575 nm dalga boyunda okutularak standart sakaroz
¢ozeltisi ile hazirlanmig kurveden (Ek-2) seker miktari hesaplanmistir.

3.2.4. Etanol analizi

Fermentasyon ortamindan alinan Orneklerde etanol miktar1 belirlenmistir. Bu
amagla YSI 2700 Select Biocehmistry Analyzer (Yellow Springs, Ohio, USA)
kullanilmistir. Bu sistemin ana prensibi, 6rnek alindiginda cihazdaki (analiz edilecek
Oornege uygun secilen) enzim, Ornekle reaksiyona girerek elektrokimyasal probun
platinyum anodunu okside eder. Bunun sonucunda hidrojen peroksit (H202) agiga ¢ikar
ve olusan sinyale gore etanol konsantrasyonunu belirlenmektedir.

Etanol + 0, ———— H,0, + Asetaldehit
Alkol Oksidaz

Analiz kapsaminda fermentasyondan alinan Ornekler cihazin okuma araligina
gore seyreltildikten sonra kalibre edilmis cihazda okumalar paralelli olarak
gerceklestirilmistir. Cihazin calisma kosullar1 Cizelge 3.5’te verilmistir.

Cizelge 3.5. YSI 2700 select cihazinin ¢alisma kosullari

Enjeksiyon miktar1 25 uL
Kalibrasyon metodu Tekli kalibrasyon
Kalibrasyon standardi konsantrasyonu 2.00 g/L
Analiz siiresi 60 sn

Oto kalibrasyon siiresi 20 6rnek
Kalibrasyon istasyonu 2

3.2.5. Biyokiitle analizi

Reaktorden belirtilen zaman araliklarinda alinan 6rneklerde canli gelisimini takip
etmek amaciyla canli hiicre miktar1 analiz edilmistir. Bu amagla 6rneklerden 0.5 ml
aliarak tizerine 4.5 ml saf su eklenip 10 kat seyrelttikten sonra kor olarak inokiile
edilmemis 6rnek kullanilmis ve 620 nm dalga boyuna ayarlanan spektrofotometrede
(ThermoScientific Evolution 201 UV-Visible Spectrophotometer; Sangay, Cin) olgiilen
absorbans degerine gore S. cerevisiae canli miktar1 hesaplanmistir (Turhan vd 2010a).

3.2.6. Kinetik parametrelerin belirlenmesi

Biyofilm reaktdrden alinan 6rneklerde seker, biyokiitle miktari, etanol miktar
analizleri yapildiktan sonra elde edilen veriler dogrultusunda;

Seker tiiketimi (g/L)

Etanol iiretimi (g/L)

Verim (%)

Maksimum tiikketim hiz1 (g/L/h)

o1



e Maksimum iiretim hiz1 (g/L/h)

e Maksimum gelisme hiz1 (g/L/h)

e Spesifik gelisim hiz1 (1/h)

e (Canl1 hiicre sayisinin ikiye katlanma siiresi (Doubling time) (saat)
e Seker kullanim orani1 (%)

kinetik parametreleri hesaplanmistir.

Hesaplamalar substrat (S) ve iiriin (P) olmak iizere asagidaki denklemlerden
yararlanilarak hesaplanmistir (Shuler ve Kargi 2008).

Gelismenin sonunda seker tiikketimi; S = Sy — S; olup g/L olarak ifade edilmistir.
Burada;
S = Mikroorganizma tarafindan tiiketilen seker miktari, g/L
So = Baslangi¢ seker miktari, g/L
S1 = Besiyerinde kalan minimum seker miktari, g/L.

Gelismenin sonunda iiriin miktari; P = P; — P, olup g/L olarak hesaplanmustir.
Burada;
P = Mikroorganizma tarafindan iiretilen etanol miktari, g/L
Po = Inokiilasyondan hemen sonra alinan fermentasyon sivisindaki etanol miktari, g/L
P1 = Mikroorganizma tarafindan iiretilen maksimum etanol miktari, g/L

Uriin verimi % olarak;

Verim (Yp/s) = Etanol Miktar (8/L)
erim (Yp/s) = Seker Tiiketimi (g/L)

esitliginden faydalanilarak hesaplanmistir.
Logaritmik fazda gerceklesen seker tiiketimine, etanol {iretimine ve biyokiitle
gelisimine ait grafikten maksimum tiiketim hizi, maksimum iiretim hiz1 ve maksimum

gelisim hiz1 hesaplamalarinda grafiklerinin en dik kisminin egimi alinmistir.

Maksimum tiiketim hiz1 (g/L/h) = Seker kurvesinin en dik kisminin egimi (Sekil

3.3)

Maksimum {tiretim hiz1 (g/L/h) = Etanol kurvesinin en dik kisminin egimi (Sekil
3.3)

Maksimum gelisim hiz1 (g/L/h) = Gelisim kurvesinin en dik kisminin egimi (Sekil
3.3)
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Sekil 3.3. Maksimum seker tiiketim hizi, maksimum etanol tiretim hizi ve maksimum
biyokiitle gelisim hizinin hesaplanmasi

Spesifik gelisim hizi (1/h) = Gelisim kurvesi degerlerinin Ln’i alinmis ve kurvenin

en dik kisminin egimi olarak hesaplanmaistir.

Ln (2)
Spesifik Gelisim Hiz1

Canli hiicre sayisinin ikiye katlanma siiresi (h) =

Seker kullanim orani (%) = % x 100
0
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3.2.7. istatistiksel Degerlendirmeler

Etanol iiretiminde kullanilan deneme deseni ve istatistiksel analizinde Minitab
Istatistiksel Yazilimi (Version 13.3; Minitab Inc., State College, PA) kullanilmustir.
Program tarafindan olusturulan modelin deneysel verileri hangi Olgiide karsiladigi
varyans analizi ile belirlenmistir. Bu yontemle her bir faktoriin lineer, quadratik ve
interaksiyon etkilerinin cevap iizerindeki istatistiksel dnemi %95 giivenlik seviyesinde
tespit edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Etanol Fermentasyonunda Kullamlan Biyofilm Materyalinin Belirlenmesi

Keg¢iboynuzu ekstraktindan tekrarlanan-kesikli fermentasyon ydntemiyle
biyofilm reaktorde etanol iiretmek amaciyla biyofilm materyalinin belirlenmesi islemi
gerceklestirilmistir. Bu amagla biyofilm olusumunu veya Saccharomyces cerevisiae
mayasinin materyal yiizeyine tutunmasini saglamak amaciyla farkli Plastik Kompozit
Destek materyalleri (PKD) kullanilmustir.

4.1.1. SH-SF-YE-SALTS biyofilm materyalinin kullanim

Biyofilm materyali olarak SH-SF-YE-SALTS kullanilmasi ile fermentasyon
ortamindan alinan Orneklere ait seker tiiketim ve etanol iiretim grafigi Cizelge 4.1°de
verilmistir. Elde edilen sonuglara gore seker seviyesi 8. saatte 7.431 g/L’ye kadar diigmiis,
ilerleyen saatlerde de ¢ok az farkliliklarla degisimler ger¢eklesmistir. Seker miktarinin
cok kisa bir siirede tamamina yakimimnin kullanilmasinin nedeninin ortamdaki hiicre
yogunlugun fazla olmasi oldugu diistiniilmiistiir. Seker tiiketimine bagli olarak ayn1 saatte
27.11 g/L etanol tiretimi gerceklesmis ve ilerleyen saatlerde fazla bir degisiklik olmadan
fermentasyon devam etmistir. En yiiksek etanol iiretimi fermentasyonun 39. saatinde
27.829 g/L olarak gergeklesmistir. Fermentasyonda 5.182 g/L sekerin mayalar tarafindan
kullanilmadig tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. SH-SF-YE-SALTS materyali kullanilarak gergeklestirilen fermentasyona ait
seker tiiketimi ve etanol tiretimi

Siire (sa) Seker Miktar (g/L) Etanol Miktan (g/L)

B 57.180%+0.630 0.000%+0.000

0 51.608°+0.731 3.824%+0.070

2 35.565°+0.215 8.409°+0.265

4 19.578%+0.444 19.2329+0.205

8 7.431°+£0.444 27.110°+0.050

15 7.044°+0.257 25.958°+0.150

27 5.182+0.344 27.5022+0.065
39 6.901°+0.573 27.829%+0.235

Ayni siitunda farkli harfleri tagiyan degerler arasindaki fark dnemlidir (P<0.05)

Bolim 3.2.2’de belirlenen yonteme gore gerceklestirilen fementasyon
denemesine ait kinetik parametreler Cizelge 4.2°de verilmistir. Kinetik parametrelerden
verim, maksimum tiikketim hizi, maksimum iiretim hiz1 ve seker kullanim orani sirasiyla
%46.167, 5.450 g/L/h, 3.018 g/L/h ve %90.937 olarak belirlenmistir. Ayrica
fermentasyon sirasinda 51. 998 g/L. seker kullanilmis ve seker tiikketimine bagli olarak
24.006 g/L etanol tiretilmistir.
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Cizelge 4.2. SH-SF-YE-SALTS materyali kullanilarak gerceklestirilen fermentasyona ait
kinetik parametreler

Kinetik Parametreler Deger Birim
Seker Tiiketimi 51.998 g/L
Etanol Uretimi 24.006 g/L
Verim 46.167 %
Maksimum Tiiketim Hiz1 (-ds/dt)max 5.450 g/L/h
Maksimum Uretim Hiz1 (dp/dt)max 3.018 g/L/h
Seker Kullanim Orani 90.937 %

Fermentasyon siiresi boyunca toplam indirgen seker ve etanol miktarindaki
degisim Sekil 4.1°de gosterilmistir.

60 30
g 50 25 g
8h 8
= 40 20 2
£ £
S 30 15 ©
~ 20 10 ©
3] =
A2 S
» 10 5 @
—— —
0o 0
0O 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40
Siire (sa)
—&— Scker Miktar1 (g/L.) —e—Etanol Miktar1 (g/L)

Sekil 4.1. SH-SF-YE-SALTS kullanilarak gergeklestirilen fermentasyona ait seker
tilkketim ve etanol tliretim grafigi

4.1.2. SH-SF-YE-BA-SALTS biyofilm materyalinin kullanim

SH-SF-YE-BA-SALTS  bilesenlerinden  olusan  biyofilm  materyalinin
kullanilmast ile gergeklestirilen fermentasyon ortamindan alinan Orneklere ait seker
tilketimi ve etanol iretimindeki zamana bagli degisim Cizelge 4.3’te verilmistir.
Sonuglara bakildiginda seker seviyesi 8. saatte 7.89 g/L’ye kadar diismiis, ilerleyen
saatlerde 5.039 g/L’ye kadar diistiigli belirlenmistir. Seker tiiketimine bagli olarak ayni
saatte 26.019 g/L etanol iiretimi gerceklesmis ve ilerleyen saatlerde fazla bir degisiklik
olmadan fermentasyon devam etmistir. Fermentasyonda 5.039 g/L sekerin mayalar
tarafindan kullanilmadigi belirlenmistir. En yiiksek etanol iiretimi fermentasyonun 39.
saatinde 28.191 g/L olarak gerceklesmistir.
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Cizelge 4.3. SH-SF-YE-BA-SALTS biyofilm materyali kullanilarak gergeklestirilen
fermentasyona ait seker tiikketimi ve etanol iiretimi

Siire (sa) Seker Miktar (g/L) Etanol Miktar (g/L)
B 57.180%+1.125 0.0009+0.000
0 51.665+0.759 3.846™:0.015
2 37.255°+0.358 7.294¢+0.130
4 20.366%+0.057 18.6079+0.013
8 7.8908+0.329 26.019°+0.005
15 5.856'+0.187 27.524+0.133
27 5.039+0.172 27.452°+0.159
39 5.970+0.272 28.1912+0.052

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

SH-SF-YE-BA-SALTS biyofilm materyali ile gerceklestirilen etanol
fermentasyonu denemesine ait kinetik parametreler Cizelge 4.4’te gosterilmistir. Kinetik
parametrelerden verim, maksimum tiiketim hizi, maksimum iiretim hiz1 ve seker kullanim
orani sirastyla %46.69, 5.4578 g/L/h, 2.914 g/L/h ve %91.187 olarak belirlenmistir.
Ayrica fermentasyon sirasinda 52.141 g/L seker tiiketilmis ve 24.345 g/L etanol
tretilmigtir.

Cizelge 4.4. SH-SF-YE-BA-SALTS kullanilarak gergeklestirilen fermentasyona ait
Kinetik parametreler

Kinetik Parametreler Deger  Birim
Seker Tiiketimi 52.141 g/L
Etanol Uretimi 24.345 g/L
Verim 46.690 %
Maksimum Tiiketim Hizi (-ds/dt)max 54578  g/L/n
Maksimum Uretim Hiz1 (dp/dt)max 2.914 g/L/h
Seker Kullanim Orani 91.187 %

Fermentasyon siiresi boyunca toplam indirgen seker ve etanol miktarindaki
degisimler Sekil 4.2’de verilmistir. Seker miktarinin 8. saatte tamamina yakininin
kullanilmasima neden olan etkenin ortamdaki hiicre yogunlugundan kaynaklandig
distiniilmektedir.
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Sekil 4.2. SH-SF-YE-BA-SALTS kullanilarak gergeklestirilen fermentasyona ait seker
tiiketim ve etanol tiretim grafigi

4.1.3. SH-SF-SALTS biyofilm materyalinin kullanimi

Vida kapakl kiiltiir tiiplerinde SH-SF-SALTS bilesenlerinden olusan biyofilm
materyalinin kullanilmasi ile gergeklestirilen fermentasyona ait seker tiiketimi ve etanol
iiretimine ait elde edilen sonuglar Cizelge 4.5’te gosterilmistir. Cizelge 4.5’e gore seker
seviyesi 8. saatte 8,821 g/L’ye kadar diismiis, fermentasyonun 27. saatinde en disiik
miktar olan 5.254 g/L’ye kadar diistigii belirlenmistir. Seker tiiketimine bagli olarak ayni
saatte 26.37 g/L etanol iiretimi ger¢eklesmis ve ilerleyen saatlerde bariz bir degisiklik
olmadan fermentasyon sonlandirilmistir. Fermentasyonda 5.254 g/L sekerin mayalar
tarafindan kullanilmadig1 saptanmistir. En yiliksek etanol iiretimi, seker seviyesinin
minimum oldugu 27. saatte 27.234 g/L olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.5. SH-SF-SALTS PKD materyali kullanilarak gergeklestirilen fermentasyona
ait seker tiiketimi ve etanol iiretimi

Siire (sa) Seker Miktar (g/L) Etanol Miktar (g/L)
B 57.180%+1.125 0.000"£0.000
0 51.293+1.361 4.236°+0.075
2 36.023°+0.759 8.0439+0.149
4 21.4989+0.415 17.781°+£0.076
8 8.821%+0.258 26.370°+£0.251
15 6.0991+0.344 27.1042+0.287
27 5.254%£0.014 27.2342+0.367
39 6.042%£0.344 27.093%+0.106

Ayni stitunda farkli harfleri tasiyan degerler arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05)
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SH-SF-SALTS biyofilm materyali ile gerceklestirilen fementasyon denemesine
ait kinetik parametreler Cizelge 4.6’da verilmistir. Kinetik parametrelerden verim,
maksimum tiiketim hizi, maksimum {iretim hizi ve seker kullanim orani sirasiyla
%44.291, 5.232 g/L/h, 2.876 g/L/h ve %90.811 olarak tespit edilmistir. Bununla beraber
fermentasyonun sonunda 51.926 g/L seker mayalar tarafindan etanol {iretiminde
kullanilmis ve 22.999 g/L etanol iiretilmistir.

Cizelge 4.6. SH-SF-SALTS PKD materyali kullanilarak gergeklestirilen fermentasyona
ait kinetik parametreler

Kinetik Parametreler Deger Birim
Seker Tiiketimi 51.926 g/L
Etanol Uretimi 22.999 g/L
Verim 44.291 %
Maksimum Tiiketim Hiz1 (-ds/dt)max 5.232 g/L/h
Maksimum Uretim Hizi (dp/dt)max 2.876 g/L/h
Seker Kullanim Orani 90.811 %

Fermentasyon siiresi boyunca toplam indirgen seker ve etanol miktarindaki
degisimler Sekil 4.3’te sunulmustur.
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Sekil 4.3. SH-SF-SALTS biyofilm materyali kullanilarak gerceklestirilen fermentasyona
ait seker tiiketim ve etanol liretim grafigi

4.1.4. SH-SF-YE-RBC-SALTS biyofilm materyalinin kullanim
Biyofilm materyali belirlemede kullanilan bir diger PKD materyali SH-SF-YE-
RBC-SALTS bilesenlerinden olusmaktadir. SH-SF-YE-RBC-SALTS biyofilm materyali

kullanilarak gergeklestirilen fermentasyona ait seker tiikketimi ve etanol tretimindeki
zamana gore degisim Cizelge 4.7’de verilmistir. Elde edilen bulgulara gore seker seviyesi
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8. saatte 9.394 g/I’ye kadar diismiis, ilerleyen saatlerde 5.068 g/L’ye kadar diistiigii
belirlenmistir. Seker tliketimine bagli olarak 8. saatte 24.829 g/L. etanol {iretimi
gerceklesmis ve ilerleyen saatlerde bariz bir degisiklik olmadan fermentasyon
sonlandirilmigtir. Fermentasyonda 5.068 g/L sekerin mayalar tarafindan kullanilmadigi
belirlenmistir. SH-SF-YE-RBC-SALTS destek materyali kullanilarak gergeklestirilen
fermentasyonun sonucunda en yiiksek etanol liretimi fermentasyonun 39. saatinde 27.686
g/L olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.7. SH-SF-YE-RBC-SALTS biyofilm materyali kullanilarak gerceklestirilen
fermentasyona ait seker tiikketimi ve etanol iiretimi

Siire (sa) Seker Miktar (g/L) Etanol Miktan (g/L)
B 57.180°+1.125 0.000"+0.000
0 51.049°+0.343 4.3949+0.012
2 34.533°+0.071 8.448™£0.059
4 16.069%+0.344 21.163°+0.168
8 9.394°+0.229 24.8299+0.213
15 6.514%+0.014 26.084°+0.253
27 5.068£0.058 27.054+0.029
39 6.070+0.173 27.6862+0.001

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

SH-SF-YE-RBC-SALTS biyofilm materyali ile gerceklestirilen fermentasyon
denemesine ait kinetik parametreler Cizelge 4.8’de verilmistir. Kinetik parametrelerden
verim, maksimum tliketim hizi, maksimum {iiretim hiz1 ve seker kullanim orani sirasiyla
%44.697, 5.148 g/L/h, 2.693 g/L/h ve %91.137 olarak saptanmistir. Fermentasyonun
sonunda 52.113 g/L seker mayalar tarafindan etanol iiretiminde kullanilmis ve 23.293 g/L
etanol iiretilmistir.

Cizelge 4.8. SH-SF-YE-RBC-SALTS biyofilm materyali kullanilarak gerceklestirilen
etanol iiretimine ait kinetik parametreler

Kinetik Parametreler Deger Birim
Seker Tiiketimi 52.113 g/L
Etanol Uretimi 23.293 g/L
Verim 44.697 %
Maksimum Tiiketim Hizi (-ds/dt)max 5.148 g/L/h
Maksimum Uretim Hiz1 (dp/dt)max 2.693 g/L/h
Seker Kullanim Orani 91.137 %
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Fermentasyon siiresi boyunca toplam indirgen seker ve etanol miktarindaki
degisimler Sekil 4.4’te gosterilmistir.
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Sekil 4.4. SH-SF-YE-RBC-SALTS materyal kullanilarak gerceklestirilen fermentasyona
ait seker tiiketim ve etanol tiretim grafigi

4.1.5. PKD materyallerinin karsilastirilmasi

En iyi biyofilm materyalini belirlemek amaciyla yapilan ¢aligmadan elde edilen
sonuglara bagl olarak biyofilm destek materyalleri arasindaki verim, maksimum tiiketim
hiz1, maksimum {iretim hiz1 ve seker kullanim orani agisindan karsilastirma sonuglari
Sekil 4.5’te gosterilmistir.

Goriildugi gibi verim agisindan bariz bir fark olmamakla beraber iiretim hizi,
tikketim hiz1 ve seker kullanim orani agisindan sonuglar birbirine ¢ok yakin ¢ikmistir. Bu
sonuglara gore verim, maksimum tiiketim hizi ve seker kullanim orani agisindan en
yiiksek sonuglarin elde edildigi biyofilm materyali SH-SF-YE-BA-SALTS olarak
belirlenmistir. Maksimum tiretim hiz1 agisindan en yiiksek sonucun elde edildigi biyofilm
materyalinin SH-SF-YE-SALTS oldugu tespit edilmistir. Diger materyallerden elde
edilen sonuglar, SH-SF-YE-BA-SALTS ve SH-SF-YE-SALTS materyallerine gore daha
diisik oldugu anlagilmistir. Elde edilen sonucglara gore SH-SF-YE-BA-SALTS
bilesenlerinden olusan biyofilm destek materyalinin Saccharomyces cerevisiae mayasi
kullanilarak kegiboynuzu ekstraktindan biyofilm reaktorde etanol iiretiminde
kullanilabilecegi tespit edilmistir.
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4.2. Cevap Yiizey Metodunun Belirlemis Oldugu Kosullarda Secilen Biyofilm
Materyali Kullanilarak Gerceklestirilen Etanol Fermentasyonu

Biyofilm reaktorde tekrarlanan-kesikli fermentasyon yontemiyle kegiboynuzu
ekstraktindan Saccharomyces cerevisiae mayasi ile etanol iiretim kosullarinin Box-
Behnken cevap yiizey metodu ile optimize edilmesi lizerine baglangic seker igerigi,
besiyerinde pH degeri ve karigtirma hizinin etkisi incelenmistir. Bu amagla
zenginlestirilmis kegiboynuzu ekstrakti biyofilm reaktdrde cevap yiizey metodunun
belirlemis oldugu kosullarda fermentasyona birakilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge
4.9’da verilmistir.

4.2.1. Baslangi¢ seker iceriginin fermentasyon iizerine etkisi

Box-Behnken cevap ylizey metodu kullanilarak keciboynuzu ekstraktindan
tekrarlanan kesikli fermentasyon yontemiyle biyofilm reaktérde etanol iiretimlerinin
optimizasyonunda maksimum, orta nokta ve minimum (4, 7, 10°Bx) olmak iizere ii¢ farkli
baslangic seker igeriginde fermentasyon denemeleri yapilmistir (Cizelge 4.9).

4, 7, 10°Bx degerlerinde hazirlanan kecgiboynuzu ekstraktlar1 ile yapilan
fermentasyon denemelerinin sonucunda elde edilen verim degerleri sirasiyla %41.907-
45.31, %34.86-47.08 ve %31.487-42.67 arasinda degismistir. Ayrica baslangi¢ seker
igerigine bagl olarak maksimum {iretim hizlar1 agisindan degerlendirildiginde degerler
sirasiyla 0.905-1.209 g/L/h, 1.917-2.575 g/L/h ve 1.35-1.681 g/L/h arasinda degisiklik
gostermistir. Bununla beraber, baslangic seker igerigi miktar1 arttikca iiretilen etanol
miktar1 dogru orantili olarak artmustir. Etanol konsantrasyonlari da baslangic seker
icerigine bagli olarak sirasiyla 10.946-12.18 g/L, 20.89-24.575 g/L ve 27.628-37.633 g/L
arasinda degisim gosterdigi saptanmistir (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9. Biyofilm reaktorde etanol tiretiminde verim, maksimum iiretim hizi ve etanol

konsantrasyonu agisindan Cevap Yiizey Metodu sonuglari

7 -
° p—( — IS 9
> % % = 5
c 3%” 2 =) £ S
o o Q : —~~ o g
> >3 N Q S
% oy : [ O\ 2 = 8
+— B = = ~ fon) E ]
T 2 = s S £ = c
E | & £ E 5 52 3
o 39 5 = > £ %
L5 = 2 2 <
) = S
@ i
1 4 5.0 150 42.1124+6.795 0.995+0.042 10.946+1.307
2 4 6.0 150 43.039+3.873 1.209+0.078 12.038+0.659
3 4 5.5 100 41.907+2.257 1.190+0.029 12.180+0.427
4 4 55 200 45311+£3.471 1.117+0.084 11.982+0.174
5 7 5.0 100 47.080+4.906 2.428+0.036 24.575+0.269
6 7 5.0 200 43.216+4.244 2.575+0.184 22.088+0.850
7 7 6.0 100 36.929+0.613 1.917+0.266 20.890+0.311
8 7 6.0 200 34.860+1.269 2.105+0.124 21.630+0.453
9 7 55 150 44.560+5.959 2.264+0.191 23.705+3.493
10 7 55 150 42.516+2.141 2.226+0.054 23.003+0.258
11 7 55 150 43.211+0.355 2.211+0.142 22.188+1.011
12 10 5.0 150 38.248+3.585 1.562+0.371 37.633+6.007
13 10 6.0 150 36.271+7.068 1.350+0.467 32.490+10.288
14 10 5.5 100 42.670+2.235 1.681+1.167 37.615+1.662
15 10 5.5 200 31.487+0.701 1.352+0.809 27.628+0.368
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Baglangic seker igerigi 4°Bx olan zenginlestirilmis keciboynuzu ekstrakti ile
yapilan fermentasyon denemelerine ait seker tiiketim, etanol {iretim ve biyokiitle gelisim
grafikleri Sekil 4.6’da gosterilmistir.

Baslangic Seker Icerigi: 4°Bx
4-5-150 455100 455200 4-6-150

Yeler Tiiketimi (g/L)
(=)
=

0 24 43 72 26 120 144 168

Fianol Uretimi (g/L1)

(]

0 4 48 72 26 120 144 168

L I - TS I - -]
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>
0 24 48 2 26 120 144 168

Siire (sa)
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L4

Sekil 4.6. Baslangi¢ seker igerigi 4°Bx olan zenginlestirilmis kegiboynuzu ekstrakti ile
yapilan fermentasyon denemelerine ait seker tiiketim, etanol iiretim ve

biyokiitle gelisim grafikleri
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Baslangic seker icerigi 7°Bx olan zenginlestirilmis kegiboynuzu ekstrakti ile
yapilan fermentasyon denemelerine ait seker tliketim, etanol iiretim ve biyokiitle gelisim
grafikleri Sekil 4.7°de gosterilmistir.

Baslangic Seker Icerigi: 7°Bx
7-5-100 7-5-200 7-5.5150 7-6-100 7-6-200
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Sekil 4.7. Baslangi¢ seker igerigi 7°Bx olan zenginlestirilmis ke¢iboynuzu ekstrakti ile
yapilan fermentasyon denemelerine ait seker tiiketim, etanol iiretim ve
biyokiitle gelisim grafikleri
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Baslangi¢ seker igerigi 10°Bx olan zenginlestirilmis kegiboynuzu ekstrakti ile
yapilan fermentasyon denemelerine ait seker tiiketim, etanol {iretim ve biyokiitle gelisim
grafikleri Sekil 4.8’de gosterilmistir.

Baslangic Seker Icerigi: 10°Bx
110 10-5-150 10-5.5-100 10-5.5-200 10-6-150

a8
66
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12

1] 24 48 T2 96 120 144 168 192
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Sekil 4.8. Baslangic seker igerigi 10°Bx olan zenginlestirilmis kegiboynuzu ekstrakti ile
yapilan fermentasyon denemelerine ait seker tiikketim, etanol iiretim ve
biyokiitle gelisim grafikleri
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Sonug olarak verim degerleri baslangi¢ seker icerigine bagli olarak degisiklik
gostermekte, etanol konsantrasyonu baslangic seker icerigi arttikga artmakta, {iretim
hizlar1 ise orta nokta olan 7°Bx degerinde maksimum seviyeye ¢ikmaktadir. Bunun
nedeni baslangi¢ seker icerigi 4°Bx oldugunda, ortamdaki seker mayalar tarafindan hizli
bir sekilde iiriine doniistiiriilmiis ve 12. saatten sonra ortamda ¢ok diisiik miktarda seker
kalmistir. Dolayistyla iiretilen etanol konsantrasyonuna bagli olarak maksimum {iretim
hizlan diisiik ¢ikmistir. Ortamdaki baglangic seker miktar1 10°Bx oldugunda ise sekerin
mayalarin metabolizmasinda {iriine donlisim hizi daha yavas gergeklestigi
distintilmiistiir. Ortamdaki seker miktar1 24. saatten daha uzun siirede minimum seviyeye
diistiigiinden dolay1r maksimum iiretim hizlar1 7°Bx baslangi¢ seker icerigine gére daha
diistik elde edilmistir.

7°Bx baslangi¢ seker icerigine sahip fermentasyon denemelerinin tamaminda 12.
saatten sonra ortamda c¢ok diisiik miktarlarda kalint1 seker tespit edilmistir. Bununla
beraber iiretilen etanol miktarina bagli olarak maksimum tiretim hizlari, baslangi¢ seker
icerigi 4 ve 10°Bx olan kec¢iboynuzu ekstraktlarindan elde edilen iiretim hizlarina gore
daha yiiksek bulunmustur. Tiim bu sonuglara gore, baslangi¢ seker igeriginin verim ve
maksimum {retim hizi agisindan istatistiksel olarak O6nemli oldugu (P<0.05)
belirlenmistir.

4.2.2. Besiyerinde pH degerinin fermentasyon iizerine etkisi

Box-Behnken cevap ylizey metodu kullanilarak keciboynuzu ekstraktindan
tekrarlanan kesikli fermentasyon yontemiyle biyofilm reaktdrde etanol iiretimlerinin
optimizasyonunda maksimum, orta nokta ve minimum (5.0, 5.5, 6.0) olmak iizere ii¢
farkli besiyerinde pH degeri kullanilarak fermentasyon denemeleri yapilmistir (Cizelge
4.9).

Besiyerinde pH degerinin 5.0 oldugu fermentasyon denemelerinin maksimum
verim, liretim hiz1 ve etanol konsantrasyonu sirastyla %47.08, 2.575 g/L/h ve 37.633 g/L
olarak belirlenmistir. Besiyerinde pH degerinin 5.5 oldugu fermentasyon denemelerinin
maksimum verim, liretim hiz1 ve etanol konsantrasyonu degerleri sirasiyla %45.311,
2.264 g/L/h ve 37.615 g/L olarak tespit edilmistir. Bununla beraber besiyerinde pH
degerinin 6.0 oldugu fermentasyon denemelerinde maksimum verim, iiretim hizi ve
etanol konsantrasyonu degerleri sirasiyla %43.039, 2.105 g/L/h ve 32.49 g/L olarak
bulunmustur. En yiiksek verim, liretim hizi ve etanol konsantrasyonu degerlerine pH
5.0’da ulasilmasina ragmen besiyerinde pH degerinin verim ve iiretim hizi agisindan
istatistiksel olarak farkin 6nemli oldugu (P>0.05) tespit edilememistir (Cizelge 4.9).

4.2.3. Kanistirma hizinin fermentasyon iizerine etkisi
Tekrarlanan-kesikli fermentasyon yontemiyle kegiboynuzu ekstraktindan

biyofilm reaktoérde etanol iretimlerinin gergeklestigi fermentasyon denemelerinde
karistirma hizinin etkisini belirlemek amaciyla Box-Behnken cevap yiizey metodunda
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maksimum, minimum ve orta noktalar sirastyla 200 rpm, 100 rpm ve 150 rpm olarak
belirlenmistir. Calisma sonucunda elde edilen bulgular Cizelge 4.9°da verilmistir.

Karigtirma, fermentasyon ortaminin  homojenliginin  saglanmas1  ve
mikroorganizmalarin  besinlere daha rahat ulasabilmesini saglamak amaciyla
yapilmaktadir. Bundan dolayi, karistirmanin fermentasyon sonucu elde edilen iiriin
miktarina, verim degerine ve maksimum {iretim hizina etki etmesi beklenmektedir. 100
rpm, 150 rpm ve 200 rpm’de yapilan fermentasyon denemeleri sonucunda en yiiksek
verim degerleri sirasiyla %47.08, %44.56 ve %45.311 olarak elde edilmis ve
karistirmanin istatistiksel acidan 6nemli olmadigi (P>0.05) belirlenmistir.

Fermentasyon sonucu hesaplanan maksimum {iretim hizlarina karistirma hizinin
etkisi degerlendirildiginde 100 rpm, 150 rpm ve 200 rpm karigtirma hizlar igin
maksimum etanol tiretkenlik degerleri sirasiyla 2.428 g/L/h, 2.264 g/L/h ve 2.575 g/L/h
olarak tespit edilmistir. Fakat elde edilen sonuglara gore, maksimum iiretim hiz1 agisindan
karistirma hizinin istatistiksel agidan 6nemli olmadig1 (P>0.05) saptanmustir.

4.2.4. Etanol iiretimlerinin optimizasyonu

Kec¢iboynuzu ekstraktindan biyofilm reaktorde etanol iiretimlerinin gergeklestigi
bu calismada “Full Quadratic” Box-Behnken cevap ylizey metodu kullanilmistir.
Kullanilan modeldeki degiskenler; baslangi¢ seker igerigi (°Bx), besiyerinde pH degeri
ve karigtirma hizi (rpm) olarak belirlenmistir. Minitab programindaki Cevap Ylizey
Metodu kullanilarak etanol verimi (Cizelge 4.10) ve iiretim hiz1 (Cizelge 4.12) igin
gelistirilen regresyon esitlikleri incelenmistir.

Etanol verimi i¢in model denklem ve regresyon esitlikleri sdyledir:

Etanol Verimi (%) = 43.429 — 2.678A — 2.445B — 1.998C — 0.726AB — 3.079AC +
0.449BC — 2.129A2 — 1.383B2 — 1.525C2 + € (4.1)

€: Hata

A: Baslangic seker icerigi (°Bx)
B: Besiyerinde pH degeri

C: Karistirma Hizi (rpm)

Keciboynuzu ekstraktindan tekrarlanan-kesikli fermentasyon yontemiyle
biyofilm reaktérde Saccharomyces cerevisiae mayasi kullanilarak gergeklestirilen etanol
fermentasyonunda verime ait R? degeri 0.83 olarak saptanmistir. Bu sonuca gore verim
icin elde edilen model, fermentasyon sonuclarinin %83’lini tam temsil etmektedir

(Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10. Etanol verimleri i¢in tahmin edilen regresyon katsayilari

Terim Katsayilar Standart Hata Katsayilari T P
Sabit 43.429 1.681 25.838 0.000"
A -2.678 1.029 -2.601 0.048"
B -2.445 1.029 -2.375 0.064
C -1.998 1.029 -1.941 0.110
A2 -2.129 1.515 -1.405 0.219
B2 -1.383 1.515 -0.913 0.403
C? -1.525 1.515 -1.006 0.360
AB -0.726 1.456 -0.499 0.639
AC -3.079 1.456 -2.115 0.088
BC 0.449 1.456 0.308 0.770

R?: 0.83, *P<0.05
Bunun yani sira kegiboynuzu ekstraktindan biyofilm reaktérde S. cerevisiae
mayast kullanilarak gerceklestirilen etanol fermentasyonlarinin verim degerleri icin

sonuclarin regresyon katsayilar1 ve varyans analizi Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11. Model denklemdeki verimin varyans analizi

Serbestlik Kareler Duzeltilmis — Diizeltilmis

Kaynak Derecesi  Toplam Kareler Kareler F P
P Toplamm Ortalamasi
Regresyon 9 206.240 206.240 22.916 2.70 0.143
Lineer 3 137.103 137.103 45.701 5.39 0.050
Ikinci Derece 3 28.309 28.309 9.436 1.11 0.426
Etkilesim 3 40.829 40.829 13.610 1.61 0.300
Artik Hata 5 42.376 42.376 8.475
Uyum Eksikligi 3 40.216 40.216 13.405 12.41 0.075
Saf Hata 2 2.160 2.160 1.080
Toplam 14 248.617

Cizelge 4.11 incelendiginde uyum eksikligi degeri (lack of fit) verim i¢in 0.075
olarak bulunmus ve giivenlik derecesi olan 0.05 degerinden biiyiik oldugu i¢in modelin
uyum eksikligi 6nemsiz (P>0.05) ¢cikmistir.

Uretim hiz1 i¢in model denklem ve regresyon esitlikleri sdyledir:

Uretim Hizi = 2.2337 + 0.1678A — 0.1224B + 0.0031C — 0.9265A% — 0.0282B% +
0.0508C% — 0.1065AB — 0.087AC + 0.0102BC + € (4.2)

€: Hata

A: Baglangic seker icerigi (°Bx)
B: Besiyerinde pH degeri

C: Karistirma Hiz1 (rpm)
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Keg¢iboynuzu ekstraktindan biyofilm reaktérde Saccharomyces cerevisiae mayasi
kullanilarak gergeklestirilen etanol fermentasyonunda iiretim hizina ait R? degeri 0.954
olarak bulunmustur. Bu sonuca gore verim icin elde edilen model, fermentasyon
sonuglarinin %95.4’{inii tam temsil etmektedir (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. Uretim hizi i¢in tahmin edilen regresyon katsayilari

Terim Katsayilar Standart Hata Katsayilarn T P

Sabit 2.2337 0.10800 20.682 0.000"
A 0.1678 0.06614 2.536 0.052
B -0.1224 0.06614 -1.850 0.123
C 0.0031 0.06614 0.047 0.964
A? -0.9265 0.09735 -9.517 0.000"
B2 -0.0282 0.09735 -0.290 0.784
C? 0.0508 0.09735 0.522 0.624
AB -0.1065 0.09353 -1.139 0.306
AC -0.0870 0.09353 -0.930 0.395
BC 0.0102 0.09353 0.110 0.917

R?: 0.954, *P<0.05

Ayrica biyofilm reaktdrde gergeklestirilen etanol fermentasyonlarinin iiretim hizi
icin sonuglarin regresyon katsayilari ve varyans analizi Cizelge 4.13’te gosterilmistir.

Cizelge 4.13. Model denklemdeki tiretim hizinin varyans analizi

Serbestlik Kareler Duzeltilmis — Dizeltilmis

Kaynak Derecesi  Toplam Kareler Kareler F P
P Toplamm Ortalamasi

Regresyon 9 3.65001 3.65001 0.40556  11.59 0.007
Lineer 3 0.345 0.345 0.115 3.29 0.116
Ikinci Derece 3 3.22894 3.22894 1.07631 30.76 0.001
Etkilesim 3 0.07607 0.07607 0.02536 0.72 0.579

Artik Hata 5 0.17497 0.17497 0.03499
Uyum Eksikligi 3 0.17347 0.17347 0.05782  77.48 0.013
Saf Hata 2 0.00149 0.00149 0.00075

Toplam 14 3.82497

Cizelge 4.13 incelendiginde iiretim hiz1 i¢in uyum eksikligi degeri liretim hiz1 i¢in
0.013 olarak tespit edilmistir. Uyum eksikligi degeri giivenlik derecesi olan 0.05
degerinden kii¢iik oldugu i¢in modelin uyum eksikligi 6nemli ¢gikmistir.

Biyofilm reaktoérde gergeklestirilen etanol fermentasyonu denemeleri sonucu
cevap yiizey metodu kullanilarak optimize edilen ¢alismada etanol verimi i¢in regresyon
analizi sonucunda ikinci dereceden polinomial model, kodlanmis degiskenler cinsinden
Denklem 4.1°de verilmistir. Bu esitlikten elde edilen degerler ile deneysel degerler
arasindaki iliski Sekil 4.9°da verilmis ve model tahminlerinin deneysel verilerle uyumlu
oldugu saptanmistir.
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Deneme Sonucu elde Edilen Verim Degeri (%)

Sekil 4.9. Biyofilm reaktdrde Saccharomyces cerevisiae ile gergeklestirilen tekrarlanan-
kesikli fermentasyon denemeleri sonucuna karsilik beklenen etanol verim
degerleri

Maksimum {iretim hiz1 i¢in elde edilen ikinci dereceden polinomial model ise,
kodlanmig degiskenler cinsinden Denklem 4.2°de verilmistir. Bu esitlikten elde edilen
degerler ile deneysel degerler arasindaki iliski Sekil 4.10°da verilmis ve model
tahminlerinin deneysel verilerle uyumlu oldugu belirlenmistir.

Uretim Hiz1 (g/L/h)
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Deneme Sonucu Elde Edilen Uretim Hiz1 Degerleri (g/L/h)

Sekil 4.10. Biyofilm reaktorde Saccharomyces cerevisiae ile gerceklestirilen tekrarlanan-
kesikli fermentasyon denemeleri sonucuna karsilik beklenen {iretim hizi
degerleri

Baslangi¢ seker konsantrasyonu, besiyerinde pH degeri ve karistirma hizi gibi
islem degiskenlerinin biyofilm reaktorde tekrarlanan-kesikli fermentasyon yoluyla etanol
verimi ve iiretim hizi iizerine etkilerinin gorsel olarak daha kolay anlasilabilmesi
amaciyla elde edilen modeller kullanilarak cevap yiizey grafikleri olusturulmustur. Bu
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grafikler, islem degiskenlerinden herhangi birinin deneysel ¢izimin merkez noktasinda
sabit tutulup diger iki degiskenin sonsuz sayidaki kombinasyonlarini vermektedir.

Merkez noktasindaki baslangic seker igerigi (°Bx), besiyerinde pH degeri ve
karistirma hizinin (rpm) fonksiyonu olarak S. cerevisiae mayasi ile biyofilm reaktoérde
keciboynuzu ekstraktindan iiretilen etanoliin verim degerleri (%) icin cevap yiizey
grafikleri Sekil 4.11-4.13 arasinda gdsterilmistir.

Merkez noktasinda sabit karistirma hizi degerleri i¢in baslangic seker icerigi ve
besiyerinde pH degerinin etanol verimi iizerine etkisi incelendiginde (Sekil 4.11),
besiyerinde pH degeri azaldik¢a ve baslangi¢ seker igerigi orta noktaya yaklastikca
verimin arttig1 belirlenmistir. Cizelge 4.10’a gore etanol verimi ilizerine baslangi¢ seker
iceriginin 6nemli (P<0.05) oldugu ancak besiyerinde pH degerinin 6nemli olmadig:
(P>0.05) tespit edilmistir.
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Verim (%)

351
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Besiyerinde pH Degeri

P

Baslangis Seker Igerigi 10

Sekil 4.11. Saccharomyces cerevisiae ile iiretilen etanoliin verim degerine karsilik
baslangi¢ seker icerigi ve besiyerinde pH degerinin iliskisini veren cevap
yiizey grafigi

Merkez noktada sabit besiyerinde pH degerleri i¢in baslangi¢ seker igeriginin ve
karigtirma hizinin verim tizerine etkisi incelendiginde (Sekil 4.12), karistirma hizi
maksimum noktada ve baslangi¢ seker icerigi minimum noktada oldugunda verim
artmaktadir. Ayni sekilde baslangic seker icerigi maksimum ve karistirma hizi minimum
noktada oldugunda verim degerinin arttig1 belirlenmistir. Bununla beraber baglangi¢
seker igerigi ve karistirma hizi maksimum noktaya dogru gittikge verim degerinin
distiigii belirlenmistir. Ayrica baslangi¢ seker igerigi orta noktada ve karistirma hizi
maksimum noktada oldugunda verim diismekte, minimum noktada ise verim ¢ok az
farkliliklarla degismektedir. Cizelge 4.10°a gbre etanol verimi iizerine baslangi¢ seker
igeriginin énemli (P<0.05) oldugu ancak karistirma hizinin 6nemli olmadigi (P>0.05)
tespit edilmistir.
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Sekil 4.12. Saccharomyces cerevisiae ile tretilen etanoliin verim degerine karsilik
baslangi¢ seker igerigi ve karistirma hizinin iligkisini veren cevap ylizey
grafigi

Besiyerinde pH degerinin ve karistirma hizinin etanol verimi iizerine etkileri
incelendiginde ise karigtirma hizi ve besiyerinde pH degeri azaldik¢a artirdigi
belirlenmistir (Sekil 4.13). Ancak Cizelge 4.10’a gore etanol verimi ilizerine besiyerinde
pH degerinin ve karistirma hizinin 6nemli olmadigi (P>0.05) tespit edilmistir.
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Sekil 4.13. Saccharomyces cerevisiae ile iretilen etanoliin verim degerine karsilik
besiyerinde pH degeri ve karistirma hizinin iligkisini veren cevap yiizey
grafigi
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Elde edilen sonuglara gore tim cevap ylizey grafikleri bir biitiin olarak ele
alindiginda baslangi¢ seker igeriginin verim degerine onemli dlgiide etkisinin oldugu
belirlenmistir. Cizelge 4.10’daki sonuglar incelendiginde, baslangi¢c seker igeriginin
verim lizerine 6nemli bir etkisinin (P<0.05) oldugu goriilmektedir.

Merkez noktasindaki baglangic seker icerigi (°Bx), besiyerinde pH degeri ve
karistirma hizinin (rpm) bir fonksiyonu olarak S. cerevisiae mayasi ile iiretilen etanoliin
tiretim hizi degerleri (g/L/h) i¢in cevap ylizey grafikleri Sekil 4.14-4.16 arasinda
verilmistir. Tim cevap yiizey grafikleri incelendiginde, baslangig seker igerigi
istatistiksel olarak 6nemli (P<0.05) oldugu tespit edilmistir.

Merkez noktasinda sabit karigtirma hizi i¢in besiyerinde pH degeri ve baglangi¢
seker igeriginin liretim hizi iizerine etkisi incelendiginde (Sekil 4.14), baslangic seker
icerigi orta noktaya dogru yaklastikga iiretim hizi artmakta ancak besiyerinde pH
degerinin iiretim hizina 6nemli bir etkisinin olmadig1 (P>0.05) goriilmektedir. Ancak
baslangi¢ seker igeriginin tiretim hizina etkisinin énemli oldugu (P<0.05) belirlenmistir
(Cizelge 4.12).

2,4
221
2,01
Uretim Hiz (g/L/h) 18]
164
1,41

1,21

101
55
Besiyerinde pH Degeri

0 3

Baslangic Seker Icerigi

Sekil 4.14. Saccharomyces cerevisiae ile iretilen etanoliin iiretim hizina karsilik
besiyerinde pH degeri ve baslangi¢ seker icerigi iliskisini veren cevap ylizey
grafigi

Orta noktada sabit besiyerinde pH degeri i¢in karistirma hizi ve baslangic seker
iceriginin liretim hiz1 tizerine etkisi incelenmistir (Sekil 4.15). Baslangi¢ seker icerigi orta
noktaya dogru ve karistirma hizi maksimum ve minimum noktaya dogru yaklastikca
tiretim hizinin arttig1 belirlenmis ancak karistirma hizinin iiretim hizina 6nemli bir
etkisinin olmadigi (P>0.05) belirlenmistir. Bununla beraber baglangic seker iceriginin
tiretim hizina etkisinin 6nemli oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.12).
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Sekil 4.15. Saccharomyces cerevisiae ile iretilen etanoliin {iretim hizina karsilik
karigtirma hiz1 ve baslangi¢ seker igerigi iligkisini veren cevap yiizey grafigi

Orta noktada sabit baslangi¢ seker igerigi i¢in karistirma hiz1 ve besiyerinde pH
degerinin tiretim hizi tizerine etkisi incelendiginde (Sekil 4.16), besiyerinde pH degeri
diistiikce ve karistirma hizi minimum ve maksimum noktalara dogru yaklastikca tiretim
hiz1 artmaktadir. Ancak karistirma hizinin ve besiyerinde pH degerinin {iretim hizina
onemli bir etkisinin olmadig1 (P>0.05) tespit edilmistir (Cizelge 4.12).
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Sekil 4.16. Saccharomyces cerevisiae ile iiretilen etanoliin lretim hizina karsilik
karistirma hiz1 ve besiyerinde pH degeri iliskisini veren cevap yiizey grafigi
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Tiim cevap ylizey grafikleri bir biitiin olarak ele alindiginda ve Cizelge 4.12’deki
varyans analizi sonuglart incelendiginde baslangic seker igeriginin etanol {iretim hizina
etkisinin 6nemli oldugu (P<0.05) belirlenmistir.

4.2.5. Etanol verimi ve iiretim hz icin optimum Kkosullarin belirlenmesi ve
optimizasyonu

Cevap yiizey metodu kullanilarak optimum kosullarin belirlenmesinde verim (%)
ve maksimum {iretim hizi (g/L/h) kullanilmistir. Bu amagla modelin belirledigi sartlarda
gergeklestirilmis fermentasyonlar sonucunda elde edilen degerler Cevap Yiizey
Optimizasyonu uygulamast (Response Surface Optimizer) kullanilarak optimize
edilmistir.

Fermentasyon denemeleri sonucunda elde edilen sonuglar kullanilarak hesaplanan
verim (%) ve maksimum tiretim hiz1 (g/L/h) kinetik parametrelerinin en diisik ve en
yiiksek degerleri Minitab 13.3 istatistik programinda cevap ylizey optimizasyonu kismina
yazilarak etanol {iretim kosullar1 optimize edilmistir. Elde edilen sonuglara gére model
birka¢ optimum iiretim kosulu belirlemis ve bu kosullarda beklenen ve fermentasyonlar
sonucunda ger¢eklesen verim ve tiretim hizi degerleri Cizelge 4.14’te verilmistir.

Cizelge 4.14. Belirlenen optimum kosullarda beklenen ve fermentasyonlar sonucu elde
edilen verim ve tiretim hiz1 degerleri
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1/8.35 5.26 101|44.461 2.149 42.767 1.759 Asagida yapilan agiklamalardan dolay:
21771 5.18 120 2.081 48.587 2.142 belirlenen bu ii¢ kosul arasindan biyofilm
3 17.00 5.00 100|47.080 2.428 42959 1.798 reaktdrde optimum kosullar belirlenmistir.
°Bx degeri diisiik oldugundan dolay: iiretim
414.00 550 200|46.900 1.160 hiz1 ve etanol konsantrasyonu diismektedir.
Beklenen verim degeri diisiik oldugu igin
5754 598 104|39.000 2.070 denenmemistir,
6797 501 176 2.170 Benzer calismalar, CYM'nin belirlemis
oldugu deneme deseninde oldugu ve iiretim
71759 5.06 157 2.080 hiz1 agisindan daha diisiik sonuglar elde
edildigi icin denenmemistir.
814.66 554 199|45.000 °Bx diisiik olmas1 nedeniyle iiretim hiz1 ve
etanol konsantrasyonu diismektedir. Ayni
914.88 5.36 174|44.000 sekilde °Bx degeri yiiksek oldugunda da
iiretim hiz1 ve verim degeri diigmektedir.
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Baslangi¢ seker igerigi 8.35°Bx, besiyerinde pH degeri 5.26 ve karistirma hizi1 101
rpm olan optimum kosullarda beklenen verim ve iiretim hizi degerleri sirasiyla %44.461
ve 2.149 g/L/h olarak belirlenmistir. Ancak yapilan fermentasyon denemeleri sonucunda
verim ve iiretim hizi degerleri sirastyla %42.767 ve 1.759 g/L/h olarak hesaplanmustir.
Ayrica fermentasyon sonucunda 22.975 g/L etanol {iretilmistir. Bununla beraber seker
kullanim orani, maksimum tiiketim hiz1 ve mayanin ikiye katlanma siiresi (doubling time)
sirastyla %88.435, 2.122 g/L/h ve 17.985 h olarak tespit edilmistir. Buna ilaveten
fermentasyon denemelerinin 24. saatinde seker seviyesi 7.446 g/L’ye kadar diismiis,
ilerleyen saatlerde de ¢ok az farkliliklarla degismeler gerceklesmistir. Seker tiiketimine
bagli olarak ayni1 saatte 22.89 g/L etanol liretimi gergeklesmis ve ilerleyen saatlerde fazla
bir degisiklik olmadan fermentasyon devam etmistir. Fermentasyonda 7.025 g/L sekerin
mayalar tarafindan kullanilmadigi tespit edilmistir. Elde edilen bu degerler, beklenen

degerleri karsilamadigindan dolay1 bu kosullar optimum kosul olarak belirlenmemistir.
(Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15. 8.35-5.26-101 kosullarinda gergeklestirilen fermentasyona ait kinetik
parametreler

Kinetik Parametreler Deger Birim
Seker Tiiketimi 53.722 g/L
Etanol Uretimi 22.975 g/L
Verim 42.767 %
Maksimum Tiiketim Hizi (-ds/dt)max 2.122 g/L/h
Maksimum Uretim Hiz1 (dp/dt)max 1.759 g/L/h
Maksimum Gelisim Hiz1 (dx/dt)max 0.194 g/L/h
Spesifik Gelisim Hizi 0.039 ht
Ikiye Katlanma Siiresi (tq) 17.985 h
Seker Kullanim Orani 88.435 %

Baslangic seker icerigi 7.0°Bx, besiyerinde pH degeri 5.0 ve karistirma hiz1 100
rpm olan optimum kosullar ayn1 zamanda optimum kosullar1 belirlemek amaciyla
gerceklestirilen fermentasyon denemelerinden birisidir. Bu kosullarda beklenen verim ve
tretim hiz1 degerleri dolayisiyla gergeklestirilen fermentasyon denemelerinin sonucu
olmustur ve bu degerler sirasiyla %47.08 ve 2.428 g/L/h olarak belirlenmistir (Cizelge
4.14). Ancak yapilan fermentasyon denemeleri sonucunda verim, maksimum {iretim hizi,
maksimum tiiketim hizi, etanol konsantrasyonu degerleri sirasiyla %42.959, 1.798 g/L/h
ve 19.175 g/L olarak hesaplanmistir. Bununla beraber seker kullanim orani ve mayanin
ikiye katlanma siiresi de (doubling time) sirasiyla %89.546 ve 6.257 h olarak
hesaplanmistir. Ayrica fermentasyon denemelerinin 12. saatinde seker seviyesi 10.54
g/L’ye kadar diigmiis, ilerleyen saatlerde de seker seviyesinin 5.211 g/L’ye kadar diistiigii
belirlenmistir. Seker tiiketimine bagl olarak 12. saatte 20.075 g/L etanol iiretimi
gergeklesmistir. Elde edilen sonuglar beklenen degerleri karsilamadigindan dolay1 bu
kosullar optimum kosul olarak belirlenmemistir (Cizelge 4.16).
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Cizelge 4.16. 7-5-100 kosullarinda gergeklestirilen fermentasyona ait kinetik
parametreler

Kinetik Parametreler Deger Birim
Seker Tiiketimi 44.635 g/L
Etanol Uretimi 19.175 g/L
Verim 42.959 %
Maksimum Tiiketim Hizi1 (-ds/dt)max 3.405 g/L/h
Maksimum Uretim Hiz1 (dp/dt)max 1.798 g/L/h
Maksimum Gelisim Hiz1 (dx/dt)max 0.604 g/L/h
Spesifik Gelisim Hizi 0.111 ht
Ikiye Katlanma Siiresi (tq) 6.257 h
Seker Kullanim Orani 89.546 (%)

Baslangic seker icerigi 7.71°Bx, besiyerinde pH degeri 5.18 ve karistirma hiz1 120
rpm olan optimum kosullarda beklenen iiretim hizi degeri 2.081 g/L/h olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.14). Bu kosullarda ger¢eklestirilen fermentasyon denemelerinin
12. saatinde seker seviyesi 11.406 g/L’ye kadar diismiis, ilerleyen saatlerde seker seviyesi
7.321 g/L’ye kadar diistiigli ve mayalar tarafindan kullanilmadig1 saptanmustir. Seker
tilkketimine bagli olarak ayni saatte 24.18 g/L etanol iiretimi ger¢eklesmistir. Maksimum
iretilen etanol miktar1 ve maksimum biyokiitle gelisimi sirasiyla 24. saatte 25.25 g/L ve
30. saatte 9.982 g/L olarak bulunmustur. (Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17. 7,71-5,18-120 kosullarinda gergeklestirilen fermentasyonun seker tiiketimi,
etanol tiretimi ve biyokiitle gelisimi

Siire (sa) Seker Miktan (g/LL) Etanol Miktari (g/L) Biyokiitle Miktar: (g/L)

B 57.7722+0.152 0.000%+0.000 0.000™:0.000
0 56.4072+£1.175 0.738%+0.233 2.705%+£0.007
2 52.109°+1.003 2.313%9+0.217 2.960°+0.038
4 45.921°+1.461 3.713°+0.503 3.6739+0.085
8 27.2719+2.082 8.720°+0.120 5.647°+0.072
12 11.406°+2.170 24.180°+0.38 9.363%+0.257
24 7.393%+0.253 25.250%+0.300 9.63920+0.246
30 7.3218+0.220 24.150%+1.300 9.982%+0.149

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

7.71°Bx, 5.18 pH ve 120 rpm karistirma hizinda gerceklestirilen fermentasyona
ait kinetik parametreler Cizelge 4.18’de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore verim,
iiretim hiz1 ve etanol konsantrasyonu degerleri sirasiyla %48.587, 2.142 g/L/h ve 24.513
g/L olarak hesaplanmistir. Ayrica seker kullanim orani, tiiketim hiz1 ve mayanin ikiye
katlanma siiresi (doubling time) sirasiyla %87.327, 4.164 ve 6.046 h olarak tespit
edilmistir. Dolayisiyla gerceklesen degerler, beklenen degerden daha yiiksek elde edildigi
icin bu kosullar optimum kosul olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.18. 7.71-5.18-120 kosullarinda gercgeklestirilen fermentasyona ait kinetik
parametreler

Kinetik Parametreler Deger Birim
Seker Tiiketimi 50.451 g/L
Etanol Uretimi 24.513 g/L
Verim 48.587 %
Maksimum Tiiketim Hizi1 (-ds/dt)max 4.164 g/L/h
Maksimum Uretim Hiz1 (dp/dt)max 2.142 g/L/h
Maksimum Gelisim Hiz1 (dx/dt)max 0.635 g/L/h
Spesifik Gelisim Hizi 0.115 ht
Ikiye Katlanma Siiresi (tq) 6.046 h
Seker Kullanim Orani 87.327 %

Elde edilen bu sonuglar incelendiginde en yiiksek verim, iiretim hizi ve etanol
konsantrasyonu, baglangic seker iceriginin 7.71°Bx, besiyerinde pH degerinin 5.18 ve
karistirma hizinin 120 rpm oldugu fermentasyon kosullarindan elde edilmistir. Bu
kosullarda gerceklestirilen etanol fermentasyonu siiresi boyunca toplam indirgen seker,
etanol ve biyokiitle miktarindaki degisim grafigi Sekil 4.17°de gosterilmistir.
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Sekil 4.17. Optimum kosullarda gerceklestirilen fermentasyona ait seker tiiketimi, etanol
tiretimi ve biyokiitle gelisimi
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Belirlenen diger optimum kosullar ve bu kosullarin neden denenmedigi Cizelge
4.14’te verilmistir. Baslangi¢c seker igeriginin 7.71°Bx sec¢ilmesinin nedeni, ortanca
degere yakin olmasi ve ortanca degerde maksimum iiretim hizlarinin ve verim
degerlerinin elde edilmis olmasidir.

Karigtirma hizinin 120 rpm sec¢ilmesinin nedeni, baslangi¢ seker igerigi 7°Bx ve
karistirma hizi 100 rpm de ger¢eklesmis fermentasyon denemelerinde en yiiksek verim
ve maksimum {iretim hizi degerlerinin elde edilmesi ve 120 rpm karigtirma hizinin bu
degerlere yakin olmasidir. Ayrica biyofilmlerin destek materyali ylizeyine yiiksek
karistirma hizlarinda tutunamayacag diisiinilmiistir.

Besiyerinde pH degerinin 5.18 se¢ilmesinin nedeni ise optimizasyon denemeleri
sonucunda yiiksek verim, liretim hizi ve etanol konsantrasyonu degerlerinin pH 5°de
gerceklesmesi ve optimum kosullarda gergeklestirilen fermentasyon denemelerinde en
yiiksek verim degerinin elde edilmesi ayrica secilen pH degerinin pH 5’e yakin olmasidir.

Optimum kosullarda gergeklestirilen fermentasyonun siiresi 12 saat olarak
belirlenmistir. Fermentasyon siiresinin 12 saate diismesinin nedeni ise biyofilm destek
materyali yiizeyine tutunan mayalarin biyofilm olusturmasi ve mayalarin kiiltiir
besiyerinde yiiksek yogunlukta bulunmasi olarak disiinilmistir. Giiniimiizde
gerceklestirilen biitiin fermentasyon c¢aligmalarinda amag, ¢alismanin biiyiik o6lgekli
proseslere aktarilmasi ve {iretim miktarlarim1 artirmaya yonelik oldugu kadar
maliyetlerinde minimum seviyeye disiliriilmesidir. Bu nedenle {iretici agisindan
fermentasyon siiresinin 12 saate diigmesi ile hem zamandan hem de enerjiden kazanim
elde edilecektir.

4.3. Optimum Kosullarda Azot kaynagina Bagh Olarak Gergeklestirilen Etanol
Fermentasyonu

Besiyerine S. cerevisiae mayasinin gelisimini ve ¢ogalmasini saglamak amaciyla
azot kaynagi olarak maya ekstrakti ve amonyum siilfat kullanilmaktadir. Optimum
kosullarda gergeklestirilen fermentasyon denemelerinde azot kaynaklarmin etkisini
gormek amaciyla {i¢ farkli besiyeri bilesimi hazirlanarak fermentasyonlar
gerceklestirilmistir. Bunlar;

a) Ortama azot kaynagi eklenmemistir.

b) Ortama azot kaynagi olarak sadece maya ekstrakti eklenmis, amonyum siilfat
eklenmemistir.

c) Ortama azot kaynagi olarak sadece amonyum siilfat eklenmis, maya ekstrakti
eklenmemistir.

Bu kosullarda gerceklestirilen fermentasyon denemeleri sonucunda verim,
maksimum tiiketim hiz1 ve maksimum iiretim hizi acisindan bir farkin olup olmadig:

arastirilmistir.

Oncelikle besiyeri ortamma azot kaynagmnin eklenmedigi durumda
gerceklestirilen fermentasyonun verim, iiretim hizi ve etanol konsantrasyonu iizerine
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etkisi incelenmistir. Azot icermeyen besiyerinde gerceklestirilen fermentasyonda toplam
indirgen seker, etanol ve biyokiitle miktarindaki degisimler Cizelge 4.19°da verilmistir.
Elde edilen bulgulara gore seker seviyesi 24. saatte 7.484 g/L’ye kadar diismiis, ilerleyen
saatlerde 6.837 g/L kalint1 sekerin mayalar tarafindan kullanilmadig: tespit edilmistir.
Seker tiiketimine bagh olarak 24. saatte 24.05 g/L olarak maksimum etanol iiretimi
gerceklesmis ve sonraki saatlerde etanol tiretiminde azalma belirlenmistir. Fermentasyon
sonucunda maksimum biyokiitle gelisimi fermentasyonun 30. saatinde 9.02 g/L olarak
saptanmistir.

Cizelge 4.19. Optimum kosullarda azot igermeyen besiyerinde gergeklestirilen
fermentasyonun seker tiikketimi, etanol tiretimi ve biyokiitle gelisimi

Siire (sa) Seker Miktar1 (g/L) Etanol Miktar (g/L) Biyokiitle Miktar (g/L)

B 62.098%+0.697 0.000™£0.000 0.000%:0.000
0 57.276%+£0.191 0.5557:0.120 1.546%+0.036
2 47.936°+3.839 1.525¢7£0.115 2.1866+0.223
4 45.014°+2.101 2.963%+1.288 2.8409+£0.015
8 28.207+4.775 8.478%+0.603 4.670°+0.073
12 14.625%+£4.105 18.130°+0.070 8.051°+0.137
24 7.4849+0.095 24.050°+0.350 8.8572+0.017
30 6.8379+0.136 20.4882+0.162 9.0202+0.200

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

Optimum kosullarda azot kaynagi icermeyen besiyeri kullanilarak biyofilm
reaktorde gergeklestirilen fermentasyona ait kinetik parametreler Cizelge 4.20°de
gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore verim, maksimum tiiketim hizi, maksimum
iretim hizi, etanol konsantrasyonu ve seker kullanim orani sirasiyla %42.516, 2.103
g/L/h, 1.031 g/L/h, 23.495g/L ve %88.99 olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglara
bakildiginda; optimum kosullarda zenginlestirilmis besiyerinde gerceklestirilen
fermentasyona gore daha diisiik verim, liretim hizi, tiiketim hiz1 ve etanol konsantrasyonu
tespit edilmistir. Ancak seker kullanim oraninin optimum besiyeri kosullarma gore
yiiksek oldugu saptanmistir. Ayrica fermentasyon siiresi 24 saat olarak belirlenmistir.
Dolayistyla azot kaynagi, mikroorganizmanin {iretme kabiliyetini artirmakta,
eksikliginde ise mikroorganizma verimli calisgamamaktadir.
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Cizelge 4.20. Optimum kosullarda azot icermeyen besiyerinde gerceklestirilen
fermentasyona ait kinetik parametreler

Kinetik Parametreler Deger Birim
Seker Tiiketimi 55.262 g/L
Etanol Uretimi 23.495 g/L
Verim 42.516 %
Maksimum Tiiketim Hizi1 (-ds/dt)max 2.103 g/L/h
Maksimum Uretim Hiz1 (dp/dt)max 1.031 g/L/h
Maksimum Gelisim Hiz1 (dx/dt)max 0.582 g/L/h
Spesifik Gelisim Hizi 0.130 ht
Ikiye Katlanma Siiresi (tq) 5.342 h
Seker Kullanim Orani 88.99 (%)

Fermentasyon siiresi boyunca toplam indirgen seker, etanol ve biyokiitle miktarindaki
degisim Sekil 4.18’de gosterilmistir. Goriildigli gibi maksimum etanol miktarina
24.saatte ulasilmis ve fermentasyonun devaminda etanol miktarinda disis
gozlemlenmistir.
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Sekil 4.18. Optimum kosullarda azot icermeyen besiyerinde gerceklestirilen etanol
fermentasyonu

Ikinci olarak; besiyeri bilesimine maya ekstrakti ilave edilmis ancak amonyum
siilfat ilave edilmeden optimum kosullarda gerceklestirilen fermentasyonlarin verime,
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iiretim hizina ve etanol {iretimi lizerine etkisi incelenmistir. Amonyum siilfatsiz
besiyerinde gergeklestirilen fermentasyonda toplam indirgen seker, etanol ve biyokiitle
miktarindaki degisimler Cizelge 4.21°de verilmistir. Fermentasyon siiresinin 24. saatinde
en diisiik seker miktar1 olarak belirlenen 8.085 g/L kalinti seker S. cerevisiae mayasi
tarafindan etanol {retiminde kullanilmamistir. Maksimum e¢tanol miktar1 da
fermentasyonun 24. saatinde 24.63 g/L olarak hesaplanmistir. Ayrica fermentasyon
stiresinin 30. saatinde biyokiitle miktar1 9.726 g/L olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.21. Optimum kosullarda amonyum siilfat igermeyen besiyerinde
gerceklestirilen fermentasyonun seker tiikketimi, etanol iiretimi ve
biyokiitle gelisimi

Siire (sa) Seker Miktar1 (g/L) Etanol Miktar (g/L) Biyokiitle Miktar: (g/L)

B 63.225%+0.487 0.000°+0.000 0.000%+0.000
0 61.5922+0.573 0.515°+0.145 1.7119+0.098
2 57.581°+1.261 1.300+0.030 1.9489+0.224
4 53.031°+0.683 3.120°+0.420 2.5509+£0.232
8 34.4429+1.786 8.660°+£1.620 4.612°+0.512
12 13.061+0.358 20.6402+3.120 8.727°+0.406
24 8.0850.277 24.630%+2.010 9.440%°+0.340
30 8.503+0.045 24.5702+1.710 9.7262+0.180

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

Optimum kosullarda amonyum siilfat icermeyen besiyeri kullanilarak
gerceklestirilen fermentasyona ait kinetik parametreler Cizelge 4.22°de gosterilmistir.
Elde edilen sonuglara gore verim, maksimum tiikketim hizi, maksimum tiretim hiz1, etanol
konsantrasyonu ve seker kullanim orami sirasiyla %43.734, 2.33 g/L/h, 1.053 g/L/h,
24115 g/L ve %87.211 olarak belirlenmistir. Sonuglarin optimum kosullarda
zenginlestirilmis besiyerinde gergeklestirilen fermentasyon sonuclarina gore daha diisiik
oldugu tespit edilmistir. Ayrica azot igermeyen besiyerinde gerceklestirilen fermentasyon
sonuglarina gore verim, liretim hizi, tiiketim hiz1 ve etanol konsantrasyonu agisindan
yiiksek sonuclar elde edilmisken seker kullanim orami agisindan diisiik sonug¢ elde
edilmistir.

Cizelge 4.22. Optimum kosullarda amonyum siilfat igermeyen besiyerinde
gerceklestirilen fermentasyona ait kinetik parametreler

Kinetik Parametreler Deger Birim
Seker Tiiketimi 55.140 g/L
Etanol Uretimi 24.115 g/L
Verim 43.734 %
Maksimum Tiiketim Hiz1 (-ds/dt)max 2.330 g/L/h
Maksimum Uretim Hiz1 (dp/dt)max 1.053 g/L/h
Maksimum Gelisim Hiz1 (dx/dt)max 0.674 g/L/h
Spesifik Gelisim Hiz1 0.150 ht
Ikiye Katlanma Siiresi (tg) 4.612 h
Seker Kullanim Orani 87.211 %

84



Fermentasyon siiresi boyunca toplam indirgen seker, etanol ve biyokiitle
miktarindaki degisim Sekil 4.19°da gosterilmistir. Goriildiigii gibi maksimum etanol
miktarina 24. saatte ulasilmig ve fermentasyonun devaminda etanol miktarinda biraz
diisiis gdzlemlenmistir.
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Sekil 4.19. Amonyum siilfat igermeyen besiyerinde gergeklestirilen etanol fermentasyonu

Ucgiincii olarak; besiyeri bilesimine amonyum siilfat eklenmekte ancak maya
ekstrakti eklenmeden optimum kosullarda gergeklestirilen fermentasyonun verime,
tiketim hizina, liretim hizina ve etanol konsantrasyonu iizerine etkisi incelenmistir.
Besiyerine maya ekstrakti ilave edilmeden gergeklestirilen fermentasyonda toplam
indirgen seker, etanol ve biyokiitle miktarindaki degisimler Cizelge 4.23’te verilmistir.
Elde edilen bulgulara gore fermentasyonun 30. saatinde 8.513 g/L kalint1 seker mayalar
tarafindan kullanilmamistir. Fermentasyon siiresi 24 saat olarak belirlenmis ve
maksimum etanol {iretimi de bu saatte gergeklesmistir (22.38 g/L). Ayrica
fermentasyonun 24. saatinde maksimum biyokiitle gelisimi 9.726 g/L olarak tespit
edilmistir.
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Cizelge 4.23. Optimum kosullarda besiyerine maya ekstrakti eklemeden gergeklestirilen
fermentasyonun seker tiiketimi, etanol iiretimi ve biyokiitle gelisimi

Siire (sa) Seker Miktar (g/L) Etanol Miktar (g/L) Biyokiitle Miktar: (g/L)
B 59.501%+0.544 0.000%+0.000 0.000%+0.000
0 59.816°+1.089 0.585°£0.120 1.943%+0.020
2 56.9992°+1.442 1.230°+0.030 2.091%+0.165
4 52.267°+1.074 2.768%+0.758 2.555%+£0.140
8 38.382°+2.659 5.668°+0.708 4.036°+0.422
12 22.739%+4.035 14.000+0.100 7.701°+0.213
24 9.131°+0.224 22.380+0.420 9.7262+0.120
30 8.513°+0.652 18.615%+2.265 9.5432+0.183

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

Optimum kosullarda besiyerine amonyum siilfat eklenip maya ekstrakti
eklenmeden gerceklestirilen fermentasyona ait kinetik parametreler Cizelge 4.24’te
gosterilmistir. Goriildiigii gibi verim, maksimum tiiketim hizi, maksimum {iiretim hizi,
etanol konsantrasyonu ve seker kullanim orani sirasiyla %42.483, 2.214 g/L/h, 0.999
g/L/h, 21.795 g/L ve %86.222 olarak belirlenmistir. Bulgular degerlendirildiginde
optimum kosullarda zenginlestirilmis besiyerinde gerceklestirilen fermentasyona gore
daha diisiik verim, maksimum {retim hizi, maksimum tiiketim hizi, etanol
konsantrasyonu ve seker kullanim orani tespit edilmistir. Azot igermeyen ve amonyum
stilfat icermeyen besiyerinde gerceklestirilen fermentasyon sonuglarina gére maksimum
tikketim hiz1 hari¢ diger biitiin kinetik parametre degerleri diigmiistiir.

Cizelge 4.24. Optimum kosullarda besiyerine maya ekstrakti ilave etmeden
gergeklestirilen fermentasyona ait kinetik parametreler

Kinetik Parametreler Deger Birim
Seker Tiiketimi 51.303 g/L
Etanol Uretimi 21.795 g/L
Verim 42.483 %
Maksimum Tiiketim Hizi (-ds/dt)max 2.214 g/L/h
Maksimum Uretim Hiz1 (dp/dt)max 0.999 g/L/h
Maksimum Gelisim Hiz1 (dx/dt)max 0.553 g/L/h
Spesifik Gelisim Hiz1 0.130 ht
Ikiye Katlanma Siiresi () 5.342 h
Seker Kullanim Orani 86.222 %

Besiyerinde  maya  ekstrakti  kullanilmadan  gerceklestirilen  etanol
fermentasyonuna ait fermentasyon siiresi boyunca toplam indirgen seker, etanol ve
biyokiitle miktarindaki degisim Sekil 4.20°de gosterilmistir. Goriildiigli gibi maksimum
etanol miktarina 24. saatte ulagilmis ve fermentasyonun devaminda etanol miktarinda
diisiis gézlemlenmistir.
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Sekil 4.20. Besiyerinde maya ekstrakti kullanilmadan gergeklestirilen etanol
fermentasyonu

Azot kaynagina bagl olarak optimum kosullarda gerceklestirilen fermentasyon
denemeleri sonucunda seker kullanim orani, verim, etanol tiretimi, maksimum tiiketim
hiz1 ve maksimum tiretim hiz1 degerleri kiyaslanmistir (Sekil 4.21).

Bu sonuglara gore verim, etanol iiretimi, maksimum tiiketim hizi ve {iretim hizi
acisindan en yiiksek degerler sirasiyla %43.704, 23.495 g/L, 2.33 g/L/h ve 1.053 g/L/h
olarak amonyum siilfat igermeyen yani maya ekstraktinin kullanildig1 besiyerinden elde
edilmistir. Ayrica amonyum siilfat igermeyen besiyerinde seker kullanim oran1 %87.211
olarak belirlenmistir. Yine verim, etanol iiretimi, maksimum firetim hizi ve seker
kullanim orani agisindan en diisiik degerler sirasiyla %42.483, 21.795 g/L, 0.999 g/L/h
ve %86.222 olarak maya ekstraktinin kullanilmadigi besiyerinden elde edilmistir.
Bununla beraber maya ekstraktsiz besiyerinde maksimum tiiketim hiz1 2.214 g/L/h olarak
tespit edilmistir. Sonu¢ olarak, optimum kosularda gergeklestirilen fermentasyon
sonuglari, azot kaynaginin kullanilmasina bagli olarak gerceklestirilen fermentasyon
sonuclarina gére verim, maksimum iiretim hizi ve maksimum tiiketim hizi agisindan
yaklasik olarak 2 kat daha yiiksek elde edildigi belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglardan
besiyeri bilesiminde kullanilan azot kaynaklarinin mikroorganizmanin iiretme ve tiikketme
kabiliyetini artirdig1 ve fermentasyon sonuglar iizerinde ne kadar etkili oldugu tespit
edilmistir.
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4.4. Optimum Kosullarda Zenginlestirilmemis Ke¢iboynuzu Ekstrakti ile Biyofilm
Reaktorde Etanol Uretimi

Keg¢iboynuzu meyvesi besin maddeleri bakimindan zengin bir kaynak oldugundan
dolay1 ¢alisma kapsaminda meyveden elde edilen ekstrakt icerisine herhangi bir mineral
madde ve azot kaynagi ilave edilmeden optimum kosullarda etanol iiretiminde
kullanilabilirligi arastirllmistir. Bu amagla optimum kosullarda fermentasyonlar
gerceklestirilmistir. Fermentasyonlar siiresince seker tiiketimi, etanol iiretimi ve
biyokiitle gelisimi takip edilmistir (Cizelge 4.25). Sonuglara bakildiginda
fermentasyonun 30. saatinde 8.028 g/L kalint1 seker mayalar tarafindan kullanilmamastir.
Maksimum etanol tiretimi ve biyokiitle gelisimi sirasiyla fermentasyonun 24. saatinde
19.77 g/L ve 8.96 g/L olarak gerceklesmistir. Ayrica fermentasyon siiresi 24 saat olarak
belirlenmistir.

Cizelge 4.25. Optimum kosullarda zenginlestirilmemis besiyerinde gergeklestirilen
fermentasyonun seker tiikketimi, etanol iiretimi ve biyokiitle gelisimi

Siire (sa)  Seker Miktar: (g/L.) Etanol Miktar: (g/L) Biyokiitle Miktar: (g/L)

B 62.3562+0.268 0.000%+0.000 0.000%+0.000
0 57.935%°+0.506 0.533%+0.013 1.403%+0.153
2 53.0642"+2.970 0.910%+0.300 1.7069+£0.193
4 49.603°+1.819 1.688%+0.083 2.0869+0.310
8 37.551°+5.553 6.363°+0.112 4.124°+0.556
12 21.808%+£3.992 10.940°+0.660 7.235°+0.493
24 8.286°+0.611 19.770%+0.390 8.9602+0.180
30 8.028°+0.911 19.470%+0.330 8.9202+0.033

Aynu siitunda farkl harfleri tagiyan degerler arasindaki fark dnemlidir (P<0.05)

Optimum  kosullarda  zenginlestirilmemis  besiyerinde  gergeklestirilen
fermentasyona ait kinetik parametreler Cizelge 4.26’da verilmistir. Seker tiikketimi, etanol
tretimi, verim, tiiketim hizi, tiretim hiz1 ve seker kullanim oram sirasiyla 54.328 g/L,
19.238 g/L, %35.41, 1.998 g/L/h, 0.885 g/L/h ve %86.753 olarak belirlenmistir. Sonuglar,
optimum kosullarda zenginlestirilmis besiyerinde gerceklesen fermentasyona gore cok
daha diisiik elde edilmistir.

Cizelge 4.26. Optimum kosullarda zenginlestirilmemis besiyerinde gercgeklestirilen
fermentasyona ait kinetik parametreler

Kinetik Parametreler Deger Birim
Seker Tiiketimi 54.328 g/L
Etanol Uretimi 19.238 o/L
Verim 35.410 %
Maksimum Tiiketim Hiz1 (-ds/dt)max 1.998 g/L/n
Maksimum Uretim Hiz1 (dp/dt)max 0.885 g/L/h
Maksimum Gelisim Hiz1 (dx/dt)max 0.332 g/L/h
Spesifik Gelisim Hiz1 0.066 ht
Ikiye Katlanma Siiresi (tq) 10.515 h
Seker Kullanim Orani 86.753 %
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Zenginlestirilmemis besiyerinde gerceklestirilen etanol fermentasyonuna ait
fermentasyon siiresi boyunca toplam indirgen seker, etanol ve biyokiitle miktarindaki
degisim Sekil 4.22°de gosterilmistir. Maksimum etanol miktarina 24. saatte ulasilmis ve
fermentasyonun devaminda etanol miktarinda diisiis gézlemlenmistir.
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Sekil 4.22. Optimum kosullarda zenginlestirilmemis besiyeri kullanilarak gergeklestirilen
etanol fermentasyonu

4.5. Optimum Kosullarda Steril Olmayan Zenginlestirilmis ve Zenginlestirilmemis
Besiyeri ile Etanol Fermentasyonu

Optimum kosullarda kegiboynuzu ekstrakti kullanilarak biyofilm reaktérde
tekrarlanan-kesikli fermentasyon yontemiyle steril olmayan zenginlestirilmis ve
zenginlestirilmemis besiyerlerinden etanol fermentasyonu gergeklestirilmistir. Steril
olmayan zenginlestirilmis besiyerinde gergeklestirilen fermentasyonun seker tiiketimi,
etanol iiretimi ve biyokiitle gelisimi Cizelge 4.27°de verilmistir. Elde edilen sonuglara
gore, fermentasyonun 12. saatinde seker seviyesi 7.961 g/L’ye kadar diigmiis, ilerleyen
saatlerde 5.684 g/L kalint1 sekerin mayalar tarafindan kullanilmadig: tespit edilmistir.
Seker tiiketimine bagli olarak ayni saatte 15 g/L etanol iiretimi gerceklesmistir.
Maksimum iiretilen etanol miktar1 ve maksimum biyokiitle gelisimi sirasiyla 48. saatte
19.045 g/L ve 24. saatte 10.312 g/L olarak bulunmustur. Ayrica fermentasyon siiresi 12-
24 saat olarak belirlenmistir.
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Optimum kosullarda steril olmayan zenginlestirilmis besiyerinde gergeklestirilen
fermentasyona ait kinetik parametreler Cizelge 4.28’de verilmistir. Seker tiikketimi, etanol
tiretimi, verim, tiiketim hizi, tiretim hiz1 ve seker kullanim orani sirastyla 54.677 g/L,
18.458 g/L, %33.758, 4.135 g/L/h, 1.507 g/L/h ve %90.584 olarak belirlenmistir.
Sonuglar, verim, iiretim hiz1 ve etanol {iretimi agisindan degerlendirildiginde optimum
kosullarda zenginlestirilmis besiyerinde gerceklestirilen fermentasyona gore diisiik elde
edilmesine ragmen tiiketim hiz1 hemen hemen ayni, seker kullanim orani ise daha ytiksek
cikmistir (%90.584).

Cizelge 4.27. Optimum kosullarda steril olmayan zenginlestirilmis besiyerinde
gerceklestirilen fermentasyonun seker tiiketimi, etanol {iretimi ve
biyokiitle gelisimi

Siire (sa) Seker Miktar (g/LL) Etanol Miktar (g/L) Biyokiitle Miktar: (g/L)
B 60.360%+2.665 0.000°+0.000 0.0009£0.000
0 53.714%+3.122 0.588°+0.148 2.933%+0.535
2 49.555%+2 211 1.385°+£0.385 3.386°+0.451
4 39.771°+3.791 2.535%+0.315 4.189°4+0.491
8 23.121°+8.969 12.663P+0.588 5.905+0.572
12 7.9619+0.401 15.000%+3.150 9.370%+0.923
24 6.9119+0.038 16.650%£2.850 10.3122£1.006
30 5.9419+0.071 17.590%+1.490 9.8592+0.952
36 5.6849+0.416 17.830%£1.430 9.9032+0.850

48 6.4219+0.810 19.0452+0.695 9.7592+0.999

Aynu siitunda farkl harfleri tagiyan degerler arasindaki fark dnemlidir (P<0.05)

Cizelge 4.28. Optimum kosullarda steril olmayan zenginlestirilmis besiyerinde
gerceklestirilen fermentasyona ait kinetik parametreler

Kinetik Parametreler Deger Birim
Seker Tiiketimi 54.677 g/L
Etanol Uretimi 18.458 g/L
Verim 33.758 %
Maksimum Tiiketim Hizi (-ds/dt)max 4.135 g/L/h
Maksimum Uretim Hiz1 (dp/dt)max 1.507 g/L/h
Maksimum Gelisim Hiz1 (dx/dt)max 0.588 g/L/h
Spesifik Gelisim Hiz1 0.100 ht
Ikiye Katlanma Siiresi (tq) 6.931 h
Seker Kullanim Orani 90.584 %

Steril olmayan zenginlestirilmis besiyeri kullanilarak biyofilm reaktdrde
gerceklestirilen etanol fermentasyonuna ait fermentasyon siiresi boyunca toplam indirgen
seker, etanol ve biyokiitle miktarindaki degisim Sekil 4.23’te gosterilmistir.
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Sekil 4.23. Steril olmayan zenginlestirilmis besiyerinde gergeklestirilen etanol
fermentasyonu

Optimum kosullarda steril olmayan zenginlestirilmemis besiyeri kullanilarak
biyofilm reaktdrde etanol fermentasyonu gergeklestirilmistir. Fermentasyona ait toplan
indirgen seker, etanol ve biyokiitle miktarindaki degisim Cizelge 4.29°da gdsterilmistir.
Sonuglara bakildiginda, fermentasyonun 24. saatinde seker seviyesi 7.897 g/L’ye kadar
diismiis, ilerleyen saatlerde 7.446 g/L kalint1 sekerin mayalar tarafindan kullaniimadig:
tespit edilmistir. Seker tiiketimine bagl olarak ayni saatte 17.125 g/L etanol iiretimi
gerceklesmistir. Maksimum iretilen etanol miktar1 ve maksimum biyokiitle gelisimi
sirasiyla 48. saatte 20.1 g/L ve 36. saatte 8.684 g/L olarak bulunmustur. Ayrica
fermentasyon siiresi 24-30 saat olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.29. Optimum kosullarda steril olmayan zenginlestirilmemis besiyerinde
gerceklestirilen fermentasyonun seker tiiketimi, etanol {iretimi ve
biyokiitle gelisimi

Siire (sa) Seker Miktari1 (g/L) Etanol Miktar: (g/L) Biyokiitle Miktar: (g/L)

B 58.756%+2.951 0.000°£0.000 0.000"+0.000
0 57.405%+2.555 0.5339+0.032 1.436°+0.033
2 55.0722+1.291 1.015%+0.275 1.689°+0.034
4 48.829+0.673 3.1809+£0.930 2.3879+£0.081
8 38.014°+0.029 6.900°+0.800 4.145°+0.345
12 24.676%9+2.695 12.750°+2.300 7.042°+0.147
24 7.897¢+0.065 17.125%£0.225 8.6742+0.160
30 7.918°+0.101 19.9502+1.750 8.5412+0.060
36 7.446°+0.229 19.675%+1.625 8.6842+0.010
48 7.639+0.308 20.1002+0.800 8.5172+0.063

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

Optimum  kosullarda  steril olmayan zenginlestirilmemis besiyerinde
gerceklestirilen fermentasyona ait kinetik parametreler Cizelge 4.30°da verilmistir. Seker
tilkketimi, etanol iiretimi, verim, tiiketim hizi, tiretim hiz1 ve seker kullanim orani sirasiyla
51.31 g¢/L, 19.568 g/L, %38.136, 2.137 g¢/L/h, 0.659 g/L/h ve %87.328 olarak
belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore verim, tliketim hizi, iiretim hiz1 ve etanol
iiretimi acisindan optimum kosullarda zenginlestirilmis besiyerinde gergeklestirilen
fermentasyona gore daha diistik elde edilirken non-steril zenginlestirilmis besiyerine gore
verim ac¢isindan daha yiiksek sonug tespit edilmistir. Ayrica seker kullanim orani steril
olmayan zenginlestirilmis besiyerine gore diisiik elde edilirken optimum kosullarda
zenginlestirilmis besiyerinde gerceklestirilen fermentasyona gére hemen hemen ayni
sonug elde edilmistir.

Cizelge 4.30. Optimum kosullarda zenginlestirilmemis ve steril olmayan besiyerinde
gerceklestirilen fermentasyona ait kinetik parametreler

Kinetik Parametreler Deger Birim
Seker Tiiketimi 51.310 g/L
Etanol Uretimi 19.568 g/L
Verim 38.136 %
Maksimum Tiiketim Hizi (-ds/dt)max 2.137 g/L/h
Maksimum Uretim Hiz1 (dp/dt)max 0.659 g/L/h
Maksimum Gelisim Hiz1 (dx/dt)max 0.327 g/L/h
Spesifik Gelisim Hiz1 0.072 ht
Ikiye Katlanma Siiresi (tq) 9.627 h
Seker Kullanim Orani 87.328 %

Steril olmayan zenginlestirilmemis besiyerinde tekrarlanan-kesikli fermentasyon
yoluyla biyofilm reaktérde gergeklestirilen etanol fermentasyonuna ait fermentasyon
siiresi boyunca toplam indirgen seker, etanol ve biyokiitle miktarindaki degisim Sekil
4.24’te verilmistir.
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Sekil 4.24. Steril olmayan zenginlestirilmemis besiyerinde gergeklestirilen etanol
fermentasyonu
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5. SONUC

Bu tez c¢aligmasinda kegiboynuzu ekstrakti kullanilarak tekrarlanan-kesikli
fermentasyon (repeated-batch fermentation or semi-continuous fermentation) yontemiyle
biyofilm reaktorde (Ek-4) etanol tiretimleri tizerine ke¢iboynuzu ekstraktinin baslangig
seker igerigi, besiyerinde pH degeri ve karistirma hizinin etkisi incelenmistir. Oncelikle
mayalarin yilizeylere tutunarak biyofilm olusumunu saglamak ve hiicre yogunlugunu
artirarak fermentasyon stiresini kisaltmak amaciyla kullanilan plastik kompozit destek
materyali belirlenmistir. Bu amacla 4 farkli biyofilm materyali kullanilmig ve aralarindan
SH-SF-YE-BA-SALTS bilesenlerinden olusan Plastik Kompozit Destek (PKD)
materyali secilmistir. Baslangic seker icerigi 8°Bx olan keg¢iboynuzu ekstrakti
kullanilarak gergeklestirilen biyofilm materyali belirleme isleminde, secilen biyofilm
destek materyalinin verim, maksimum tiiketim hizi, maksimum iiretim hiz1 ve seker
kullanim orami sirasiyla %46.69, 5.4578 g/L/h, 2.914 g/L/h ve %91.187 olarak
belirlenmigtir. PKD materyali biyoreaktoriin saftina baglandiktan (Sekil 3.1) ve
biyoreaktor steril edildikten sonra 7 giin boyunca biyofilm olusumunu saglamak amaciyla
taze steril besiyeri ilave edilmistir (Boliim 3.2.2). Bu asamadan sonra Box-Behnken cevap
yiizey metodunun belirledigi kosullarda fermentasyonlar gergeklestirilerek etanol
tiretimlerin optimizasyonu gerceklestirilmistir. Optimum kosullar1 belirlemek amaciyla
yapilan fermentasyonlar sirasinda biyofilmlerin tutunma, gelisme ve ayrilma safthalar1 da
gozlemlenmistir (Ek-5). Fermentasyon sonuglar1 analiz edilerek hesaplanan regresyon
katsayilar1 incelendiginde verim ve iiretim hizi degerleri i¢in baslangi¢ seker iceriginin
onemli (P<0.05) oldugu, karistirma hiz1 ve besiyerinde pH degerinin 6nemli olmadig:
(P>0.05) belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar verim ve iiretim hizi degerleri goz oniine alinarak Minitab
13.3 istatistik programinda optimize edilmistir. Sonug olarak; 7.71 °Bx baslangi¢ seker
icerigi, 5.18 besiyerinde pH degeri ve 120 rpm karistirma hizi ke¢iboynuzu ekstraktindan
tekrarlanan-kesikli fermentasyon yontemiyle biyofilm reaktérde etanol iiretimlerin
optimum kosullari olarak belirlenmistir. Bu kosullarda gercgeklestirilen dogrulama
denemeleri sonucunda verim, etanol tiretimi, maksimum tiiketim hizi, maksimum tretim
hiz1 ve seker kullanim orani sirasiyla %48.587, 24.513 g/L, 4.164 g/L/h, 2.142 g/L/h ve
%87.327 olarak saptanmistir. Ayrica yiiksek biyokiitle yogunlugu ve biyofilm destek
materyali yiizeyine tutunan biyofilmler nedeniyle fermentasyon siiresi 12 saat olarak
belirlenmis ve bu saatte ortamda bulunan biyokiitle miktar1 9.363 g/L olarak tespit
edilmistir. Optimum kosullarda maksimum biyokiitle gelisimi, fermentasyonun 30.
saatinde 9.982 g/L olarak belirlenmistir.

Optimum kosullarda azot kaynagi olarak sadece maya ekstraktinin kullanildigi,
sadece amonyum stlfatin kullanildigi ve besiyeri bilesiminde herhangi bir azot
kaynaginin kullanilmadigi durumlarda da fermentasyonlar gercgeklestirilmistir. Azot
icermeyen besiyerinde gerceklestirilen fermentasyonda verim, etanol tiretimi, maksimum
seker tiikketim hizi maksimum etanol iiretim hizi ve seker kullanim orani sirasiyla
%42.516, 23.495g/L, 2.103 g/L/h, 1.031 g/L/h ve 9%88.99 olarak belirlenmistir.
Besiyerinde maya ekstrakti kullanilmadan en iyi kosullarda gergeklestirilen
fermentasyonda verim, etanol iiretimi, maksimum tiiketim hizi, maksimum tiretim hiz1 ve
seker kullanim orani sirasiyla %42.483,21.795 g/L, 2.214 g/L/h, 0.999 g/L/h ve %86.222
olarak tespit edilmisken bu degerler optimum kosullarda amonyum siilfat icermeyen
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besiyerinde gergeklestirilen fermentasyonlar i¢in sirasiyla %43.734, 24.115 g/L, 2.33
g/L/h, 1.053 g/L/h ve %87.211 olarak saptanmistir. Sonu¢ olarak; besiyerine maya
ekstrakti ilave edilmeden gergeklestirilen fermentasyonlar, azotsuz ve amonyum siilfatsiz
besiyerinde gerceklestirilen fermentasyonlara gore daha diisiik verim, etanol iiretimi,
iiretim hiz1 ve seker kullanim orani elde edilmistir. Seker kullanim orani en fazla azotsuz
besiyerinde gerceklesirken verim, etanol iiretimi, maksimum tiiketim ve {iretim hizi
degerleri en yiliksek amonyum siilfat icermeyen besiyerinde gerceklestirilen
fermentasyonlardan elde edilmistir. Dolayisiyla maya ekstraktinin besiyeri bilesimine
ilave edilmesiyle fermentasyon sonuglarinda 6nemli degisikliklerin oldugu belirlenmistir.
Ayrica optimum kosullarda gerceklestirilen fermentasyondan elde edilen sonuglarin azot
kaynaklarina bagl olarak gerceklestirilen sonuglardan yaklasik 2 kat daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Bu durumdan, besiyerinde azot kaynaklarmin kullanilmasinin
mikroorganizmalar acisindan 6nemi anlasilmistir.

Biyofilm reaktorde zenginlestirilmemis keciboynuzu ekstrakti kullanilarak
tekrarlanan-kesikli fermentasyon yontemiyle gerceklestirilen fermentasyon denemeleri
sonucunda seker tiiketimi, verim, ectanol tiretimi, maksimum seker tiiketim hizi,
maksimum etanol iiretim hizi ve seker kullanim orani sirasiyla 54.328 g/L, %35.41,
19.238 g/L, 1.998 g/L/h, 0.885 g/L/h ve %86.753 olarak belirlenmistir. Ayrica
fermentasyon siiresi 24 saate diiserken en yiiksek biyokiitle miktar1 24. saatte 8.96 g/L
olarak tespit edilmistir. Besiyeri bilesimine mineral maddelerin ve azot kaynaklarinin
ilave edilmemesi durumunda verim, iiretim hizi, tiiketim hizi ve etanol iretiminin
optimum kosullarda gerceklestirilen fermentasyon sonuglarina goére onemli 6l¢iide
diistiigi tespit edilmistir.

En 1iyi sartlarda steril olmayan zenginlestirilmis ve zenginlestirilmemis
besiyerinde gergeklestirilen fermentasyon denemeleri sonucunda steril olmayan
zenginlestirilmis besiyerinde gergeklestirilen denemelerde daha yiiksek etanol iiretim
hizi, seker tiikketim hiz1 ve seker kullanim orani belirlenirken verim ve etanol iiretim
miktari, steril olmayan zenginlestirilmemis besiyerine gore diisiik elde edilmistir. Steril
olmayan zenginlestirilmis besiyerinde gerceklestirilen fermentasyon denemeleri
sonucunda elde edilen seker tiiketimi, verim, etanol iiretimi, seker tiikketim hizi, etanol
iiretim hiz1 ve seker kullanim orani sirasiyla 54.677 g/L, %33.758, 18.458 g/L, 4.135
g/L/h, 1.507 g/L/h ve %90.584 olarak saptanirken steril olmayan zenginlestirilmemis
besiyerinde gerceklestirilen fermentasyon denemeleri sonucunda bu degerler sirasiyla
51.31 g/L, %38.136, 19.568 g/L, 2.137 g/L/h, 0.659 g/L/h ve %87.328 olarak tespit
edilmistir. Ayrica fermentasyon siiresi steril olmayan zenginlestirilmis besiyerinde 12-24
saat arasinda belirlenirken steril olmayan zenginlestirilmemis besiyerinde 24-30 saat
olarak belirlenmistir. Bununla beraber steril olmayan zenginlestirilmis besiyerinde daha
fazla biyokiitle miktar1 belirlenmis ve maksimum biyokiitle gelisimi fermentasyonun 24.
saatinde 10.312 g/L olarak belirlenmistir. Tiim fermentasyon sonuglarinda elde edilen
kinetik parametrelerin optimum kosullardan elde edilen sonuglara gore kiyaslanmasi
Sekil 5.1°de verilmistir. Fermentasyonlarin sonunda biyofilm destek materyallerinin
yiizeyine tutunan mikroorganizmalarin sterio mikroskopta fotograflar1 ¢ekilmis ve Ek-
7’de gosterilmistir.

Elde edilen tiim bulgulara gore; farkli °Bx degerindeki kec¢iboynuzu ekstrakti,
tekrarlanan-kesikli fermentasyon metodu ile biyofilm reaktdrde Saccharomyces
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cerevisiae mayasi kullanilarak etanol tiretiminde basarili bir sekilde kullanilabildigini
ortaya koymustur. Yapilan calisma sonucunda S. cerevisiae mayalari ile biyofilm
reaktorde gerceklestirilen etanol fermentasyonunda, fermentasyon siiresinin 12 saat
olarak belirlendigi ve mayalardan olusan biyofilmlerin 160 (5 ay 10 giin) giin boyunca
basarili bir sekilde kontamine olmadan etanol fermentasyonunda kullanilabildigi
belirlenmistir. Bunun da biyofilm reaktdriin iistiin stabilite 6zelliginden kaynaklandig
diistiniilmiistiir. Fermentasyon siiresinin 12 saate diismesine neden olan etkenlerin;
ortamda bulunan yiiksek hiicre yogunlugu (EK-6) ve biyofilm destek materyali yiizeyine
tutunan mayalarin olusturdugu biyofilmler olarak belirlenmistir. Ayrica ortamda
yiizeylere tutunan biyofilmlerin bulunmasi nedeniyle tekrar inokiilasyon ihtiyaci ortadan
kalkmistir. Bununla beraber elde edilen sonuglar, keciboynuzu meyvesinin
biyoteknolojik proseslerde basarili bir sekilde kullanilabilecegini gostermistir. Yine
sonuclarin  endiistriye aktarilabilir 6zellikte ve Olgek biiylitme ¢aligmalarinda
kullanilabilecek ve gelecek calismalara da temel olusturabilecek nitelikte oldugu
diisiniilmektedir. Tiim bunlarin yan1 sira S. cerevisiae mayasi kullanilarak tekrarlanan-
kesikli fermentasyon yontemiyle biyofilm reaktorde yapilan c¢alismanin biyofilm
reaktorde siirekli fermentasyon (continuous fermentation) yontemiyle de yapilabilecegi
Oongoriilmektedir.
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7. EKLER

Ek-1. Kirtllmis ve ¢ekirdegi ¢ikarilmis ke¢iboynuzu meyvesi

110



Ek-2. Toplam indirgen seker analizinde kullanilan sakaroz standart kurvesi ve verileri

45 -
= 40 -
)
E 35 -
S y =57,298x+ 0,3979
2 30 - R2 = 0,998
‘E 25 -
3
E 20 + sakaroz (g/L)
S 15 -
= ——Dogrusal (sakaroz
= 107 (/L)

5 |

0 T T T |

0 0,2 0.4 0,6 0.8
Absorbans (nm)

Sakaroz standart kurvesinin verileri

Absorbans (575 nm) Sakaroz Konsantrasyonu (g/L)
0,694 40
0,521 30
0,326 20
0,256 15
0,175 10
0,065 5
0,007 0
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Ek-3. Biyofilm materyali belirleme islemi sirasinda ¢ekilen fotograflar
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Ek-4. Fermentasyon c¢alismalarinda kullanilan biyofilm reaktdr

== =
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Ek-5. Fermentasyon sirasinda biyofilmlerin gelisim safhalari

1. Tutunma 2. Gelisme 3. Ayrilma

Tutunma Gelisme Ayrilma
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Ek-6. Biyofilm reaktor i¢erisindeki hiicre yogunlugunu gosteren fotograflar

E ¥ G H

A, D, E: Biyofilm reaktériin saft1, B: Ornek alma kab1 C: Biyofilm reaktériin cidari F:
Pervane (impeller) G, H: Plastik kompozit destek materyalleri
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Ek-7. Fermentasyonlarin

sonunda PKD materyallerinin  ylizeyine tutunan

mikroorganizmalarin kontrol olarak kullanilan biyofilm materyaline kars1 sterio
mikroskopta ¢ekilmis fotograflar

0.65x 2.0x 3.2x

Kontrol

116



OZGECMIS

1990 yilinda Amasya’nin Merzifon ilgesinde dogmustur. {lkdgrenimini Yeni
Danisment Koyii ik Ogretim Okulu’nda, orta dgrenimini de Prof. Dr. Bahri Saver 1k
Ogretim Okulu’nda tamamlamistir. 2007 yilinda Osmancik YDA Lisesini bitirdikten
sonra Akdeniz Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimiinii
kazanmis ve 2012 yilinda mezun olmustur. Eyliil 2012°de Akdeniz Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisii Gida Miihendisligi Ana Bilim Dalinda Yiiksek Lisans egitimine
baslamustir. 2013 yili Aralik ayinda OYP kapsaminda Cankiri Karatekin Universitesine
Aragtirma Gorevlisi olarak atanmis ve 2014 yili Nisan ayinda Akdeniz Universitesi
Miihendislik Fakiiltesine gorevlendirilmistir.



