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Bu calismada modifiye edilmis karboksimetilseliilloz etanol iiretimi igin
yeni bir destek materyali olarak kullamildi. Yeni destek materyali olarak
karboksimetilseliiloz (CMC) ile N-vinil-2-pirolidonun (NVP) farkli asilama
yiizdelerinde as1 kopolimerleri hazirlandi. Bu kopolimerlerden c¢apraz baglanarak
olusturulan kiireler element analizi, Fourier transform infrared spektroskopisi
(FTIR), termogravimetrik analiz (TGA), taramali elektron mikroskobu (SEM) ve
sisme deneyleri ile karakterize edildi.

Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces bayanus ve Kluyveromyces
marxianus mayalar1 etanol fermantasyonu icin, karboksimetilseliiloz-asi-poli(N-
vinil-2-pirolidon) (CMC-as1-PVP) as1 kopolimerlerine hapsetme yoluyla tutuklandi.

Etanol tiretimi iizerine asilama yiizdesinin, baslangi¢c glikoz derisiminin ve c¢apraz



baglayicit derisiminin etkisi arastirildi. Ayrica S. cerevisiae, S. bayanus ve K.
marxianus mayalan tutuklanmis kiirelerin tekrar kullamilabilirlikleri arastirildi ve S.
cerevisiae tutuklanmis kiirelerin 4 kez, S. bayanus tutuklanmis kiirelerin 7 kez ve K.
marxianus tutuklanmis kiirelerin 6 kez aktifliklerini kaybetmeden tekrar
kullanilabilecekleri bulundu. Etanol iiretim miktarlar1 S. cerevisiae, S. bayanus ve K.
marxianus icin sirasiyla 59,3, 46,88 ve 42,54 g/L. oldugu tespit edildi. En yiiksek
etanol iiretim hizi ise S. cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus i¢in sirastyla 2,25,
8,23 ve 2,89 g/Lsaat olarak bulundu. Bu sonuglar, maya tutuklanmasi icin 6nerilen
bu metodun endiistriyel uygulamalardaki etanol iiretim proseslerinde kullanilma

potansiyeli oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Etanol iiretimi, fermantasyon, tutuklanma, Saccharomyces

cerevisiae, Saccharomyces  bayanus,  Kluyveromyces

marxianus, karboksimetilseliiloz, N-vinil-2-pirolidon
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF USABILITY OF POLY(N-VINYL-2-PYRROLIDONE)
GRAFTED SODIUM CARBOXYMETHYLCELLULOSE

ON IMMOBILIZATION OF SOME YEAST SPECIES AS MATRIX

GOKGOZ, Murat
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry, Ph. D. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa YIGITOGLU

December 2011, 113 pages

In this work, modified carboxymethylcellulose (CMC) was used as a new
support material for production of ethanol. Crosslinked graft copolymers of CMC
with N-vinyl-2-pyrrolidone (NVP) were prepared in different grafting yields as new
support material. The beads which formed by crosslinked of these copolymers were
characterized by means of elemental analysis, Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR), thermogravimetric analysis (TGA), scanning electron
microscope (SEM) and swelling experiment.

Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces bayanus and Kluyveromyces
marxianus were immobilized using entrapment method in the graft copolymers of
carboxymethylcellulose-g-poly-vinyl-2-pyrrolidone  (CMC-g-PVP) for ethanol
fermentation. The effects of grafting yield, initial glucose concentration and

crosslinker concentration on the yield of ethanol process was investigated. In

iii



addition, reusability of the immobilized yeasts was investigated and found that the
materials can be used four times for S. cerevisiae, seven times for S. bayanus and six
times for K. marxianus without losing their activity. Ethanol production was found
59.3, 46.88 and 42.54 g/LL for S. cerevisiae, S. bayanus and K. marxianus,
respectively. The highest ethanol productivity was found 2.25, 8.23 and 2.89 g/Lh for
S. cerevisiae, S. bayanus and K. marxianus, respectively. The results pointed out that
the proposed method for immobilization of yeast has potential in industrial

applications for ethanol process.

Key Words: Ethanol production, fermentation, immobilization, Saccharomyces

cerevisiae, Saccharomyces bayanus, Kluyveromyces marxianus,

carboxymethylcellulose, N-vinyl-2-pyrrolidone
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1. GIRIS

Diinya niifusunun hizli artig1 ve teknolojinin gelisimi ile insanlarin enerji
ihtiyaglar1 her giin artmaktadir [1]. Bu artisa zit olarak petrol ve dogalgaz gibi
olusmasi ¢cok uzun zaman alan fosil yakitlar da giin gectikce tiikkenmektedir. Fosil
yakit kaynaklarinin tiikkenmesi, fiyatlarinin artmasi ve cevreye olan zararh etkileri,
insanlar1 yenilenebilir ve daha temiz enerji kaynaklar1 aramaya yonlendirmistir [2].

Insanlarin enerji taleplerine, yenilenebilir ve temiz enerji kaynaklar1 olarak
riizgar, giines, hidrolitik enerji ve biyogaz, biyodizel, biyobenzin gibi biyoyakitlar
cevap vermistir. Biyoyakitlarin ¢evreyle dost olmalar1 ve egzoz emisyon degerlerinin
cok diisiik olmasi, artan hava kirliliginin azaltilmasinda énemlidir [3].

Biyoetanol, mikroorganizmalar (maya, bakteri, mantar) tarafindan sekerin
fermantasyonuyla elde edilen yiiksek oktan sayisina sahip, ¢cevre dostu bir yakattir.
Benzinle cesitli oranlarda karistirilarak oktan sayisim arttirir ve CO emisyonlarini
azaltarak sera etkisini azaltic1 etki yapar. Ayrica cesitli kimyasal maddelerin
iretiminde ¢oziicii ve ham madde olarak da kullanilir [4].

Fermantasyon, tek mikroorganizma ile belirli optimum kosullarda
gerceklestirilen biyolojik degisimler yoluyla iiretim teknolojisi olarak tanimlanir.
Fermantasyon iglemleri ile mikroorganizmalardan, organik coziiciiler, organik asitler,
alkoller, aminoasitler, antibiyotikler, enzimler, vitaminler, biyoyakitlar ve biyogazlar
gibi iiriinler elde edilebilir [5].

Fermantasyonda esas ama¢ miimkiin olan en kisa siirede, an az ham madde
kullanarak en fazla iriin alinmasidir. Uygulanan islem ve kullamlan
mikroorganizmaya bagl olarak gerek besi yeri yapisi ve derisimleri, gerekse siireler

farklilik gosterir [6].



Fermantasyon islemlerinde ana bilesen mikroorganizmadir. Biyoetanol
tiretiminde biyokatalizor olarak Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae),
Saccharomyces bayanus (S. bayanus), Zymomonas mobilis (Z. mobilis) ve
Kluyveromyces marxianus (K. marxianus) en cok kullanilan
mikroorganizmalardandir. Bu mikroorganizmalar yiiksek etanol iiretimi, yiiksek
etanol ve inhibitdr tolerans1 gibi avantajlarindan dolay: endiistride yaygin kullanim
alan1 bulmustur [7].

Hiicrelerin fiziksel olarak kati bir destek icine hapsedilmesi veya kati
yiizeyinin belirli yerlerine tutuklanmasina mikroorganizma tutuklanmasi denir. Bir
destege tutuklanmis kiiltiirde yiiriitillen fermantasyonun, serbest kiiltiir ortaminda
yapilan fermantasyona gore iiriin verimini daha ¢ok arttirdigr bilinmektedir [8-11].

Mikroorganizmalarin tutuklanmasi icin uygun bir destek materyaline ihtiyag
vardir. Bu destek materyali ortam kosullarinda etkilenmemeli, toksik olmamali,
dayanikli olmali, mikroorganizmanin ozelliklerini iyilestirici rol oynamalidir.
Tutuklanma islemlerinde kullanilan destek maddeleri organik veya anorganik
materyallerden olusabilir. Bu materyaller seliiloz, nisasta, aljinat, kitosan gibi dogal
polimerler, stiren, akrilamit ve vinil polimerleri gibi sentetik polimerler ve kil, cam,
silikajel ve metal oksitler gibi anorganik materyaller olabilir [9, 11-13].

Karboksimetilseliilloz ucuz, yenilenebilir, biyolojik olarak pargalanabilir,
biyolojik olarak uyumlu ve bitkisel olusu, toksik olmamasindan dolayr en onemli
suda c¢oziinebilen seliiloz tiirevlerinden biridir. Serbest asit, sodyum tuzu veya
ikisinin karigimi seklinde bulunabilir. Sodyum karboksimetilseliiloz (CMC) iiretimi
alkali selilloz ile monokloroasetik asit veya Na-monokloroasetat’in reaksiyonu
sonucu iiretilmektedir. Deterjan, kozmetik, gida, tekstil ve kagit endiistrilerinde

yaygin kullanim alani vardir [14].



N-vinil-2-pirolidon (NVP) hidrofilik ve iyonik olmayan bir monomerdir,
radikalik, termal ve foto baslaticilarla kolaylikla polimerlesebilir. Poli(N-vinil-2-
pirolidon) (PVP) suda ve diger polar ¢oziiciilerde ¢oziinebilen, toksik olmayan,
biyolojik olarak parcalanabilen hidrofilik bir polimerdir [15]. Monomer haliyle
toksik olmasina ragmen, polimer haliyle insanlar tarafindan yenilebilecek kadar
giivenli bir maddedir. PVP yalniz basma kullanilabildigi gibi bir polimer iizerine

asilanarak da cesitli endiistriyel uygulamalarda kullanilmaktadir.

1.1. Biyoyakitlar

Enerji kaynaklar1 genel olarak yenilenebilir ve yenilenemeyen enerji
kaynaklar olarak iki temel sinifa ayrilmaktadir. Olusmasi ¢cok uzun yillar alan petrol,
komiir, dogal gaz gibi klasik enerji kaynaklar1 ile radyoaktif atomlarin olusturdugu
niikleer kaynaklar yenilenemez enerji kaynaklaridir. Olugsmalar1 ve yenilenmeleri ¢ok
uzun bir siire aldig1 icin yenilenemez denilen bu enerji kaynaklar1 kendi icinde fosil
yakitlar ve radyoaktif elementler olarak simiflandirilabilir. Yenilenebilir enerji
kaynaklar ise, olusumlar fosil ve radyoaktif kokenli enerji kaynaklarina gore ¢ok
daha kisa zaman alan kaynaklardir. Bu enerji kaynaklar1 da su, riizgar, giines,
jeotermal ve biyolojik kiitle (biyokiitle) alt siniflarindan olugmaktadir [16].

Diinyada niifus artig1, sanayilesme ve kentlesme olgular, kiiresellesme
sonucu artan ticaret olanaklari, dogal kaynaklara ve enerjiye olan talebi giderek
arttirmaktadir. Uluslararas1 Enerji Ajanst (IEA) tarafindan yapilan tahminlere gore
diinya enerji talebinin 2030 yilinda 2007 yilindakine gore %40 oraninda artacagi

belirtilmektedir. Bu senaryoya gore yillik ortalama %]1,5 diizeyinde talep artisina



karsilik gelen bu enerji talebi 2007 yilindaki 12 milyar ton esdegeri petrol (tep)
diizeyinden 2030 yilinda 16,8 milyar tep diizeyine ulasacaktir [17].

Diinyadaki enerji ihtiyacimin yaklasik %70’ini karsilayan fosil kokenli
yakitlarin, 6zellikle petrol kaynaklarinin gelecek 40-50 yil icerisinde tiikeneceginin
tahmin edilmesi ve fosil kokenli yakitlarin ¢evre {izerine olumsuz etkilerinin olmasi
diinya genelinde alternatif, yenilenebilir enerji kaynaklar1 kullanmaya dogru bir
egilime sebep olmustur.

Alternatif ve yenilenebilir enerji kaynaklarimin icinde biyokiitleden elde
edilen biyokiitle enerjisi biiyiikk pay sahibidir. Yenilenebilir enerji kaynaklarindan
birisi olan biyokiitle, 100 yillik periyottan daha kisa siirede yenilenebilen, karada ve
suda yetisen bitkiler, hayvan artiklari, besin endiistrisi ve orman {iriinleri ile kentsel
atiklari iceren tiim organik maddeler olarak tanimlanmaktadir [18].

Fosillesmemis bitkisel ve hayvansal organik maddelerden olusan biyokiitle
enerji kaynaklari, enerjiye donistiiriiliitken bulunduklan fiziksel hale gore kati
biyokiitle, s1v1 biyokiitle ve gaz biyokiitle olarak ii¢ temel kisma ayrilmaktadir. Kati
biyokiitle enerji kaynaklarindan odun, bitki artiklart ve tezek gibi maddeler zaten ¢ok
eski zamanlardan beri enerji kaynagi olarak kullanilmaktadirlar. Sivi ve gaz
biyokiitle enerjilerinin ise 21. yiizyilin baslarindan beri kullamimi giin gectikce
artmaktadir. Gaz biyokiitle enerjileri ise biyohidrojen, biyogaz (metan), singaz
denilen gazlardan olugsmaktadir. S1v1 biyokiitleler genellikle tasit motorlarinda yakit
ham maddesi olarak kullanildiklar1 icin “biyoyakit” olarak isimlendirilirler ve
biyoetanol, biyodizel, biyometanol, biyodimetileter, biyoetiltersiyerbutileter ve
bitkisel yaglardan olugmaktadir [19].

Tarihte kullanilan ilk biyoyakit hint tohumu yagi (castorbean oil) olup,

Misirlilar lambalarda aydinlatma amaciyla kullanilmistir. 10 Agustos 1893'te Rudolf



Diesel ilk dizel motorun denemesini yapmis ve 1898'de yer fistig1 yagim dizel yakiti
olarak kullanmustir [19].

Biyodizel gelisimindeki ikinci adim ise Belcikali bilim adami1 G. Chavanne
tarafindan atilmistir. Briiksel Universitesi’'nde bitkisel yaglardan esterlesme
yontemiyle elde ettigi ve “biyodizel” olarak adlandirdigi yakit icin ilk patenti
“Bitkisel Yaglarin Yakit Olarak Kullanimindaki Doniisiim Islemi Patenti” ismiyle
1937 yilinda almistir [20]. Ancak o donem petrol iiriinlerin kullanimlarinin
yayginlagmas1 ve fiyatlarmin diisiikk olmasi sebebiyle biyodizelin gelismesi
gecikmistir.

19. yiizyihn ikinci yarnisindan itibaren aydinlatma lambalarinda yaygin bir
enerji kaynagi olarak kullanilan etil alkoliin motorlarda da kullamlabilecegi fikri,
biyoetanoliin ortaya c¢ikisina ilham kaynagi olmustur. Biyoetanol otomobil
motorlarinda yakit olarak ilk defa ABD’de Henry Ford tarafindan iiretilen araclarda
kullanilmaya baglamistir. 1908 yilinda Model T adindaki araclarin biyoetanolii yakit
olarak kullanmasi motor sanayinde biiyiikk bir gelismedir. Ancak bu gelismeye
ragmen biyoetanoliin o donemlerde kullanimi1 vergilerden, yasaklamalardan ve
tarimsal ham madde fiyatlariin yiliksek olmasindan dolay1 ciddi bir ilerleme
kaydedememistir [21].

Petrol Ihra¢ Eden Ulkeler Teskilati (OPEC) 1973 yilinda Viyana’da
diizenledigi konferansta aldig1 kararlarla petroliin varil fiyatinin 3 dolardan 12 dolara
yiikkseltmesi tiim diinyada sok etkisi yaratmistir. Bu kriz o6zellikle sanayilesmis
tilkeler olmak tizere biitiin diinyadaki petrol ithal eden biitiin iilkeleri etkilemistir. Bu
olay literatiire 1973 petrol krizi olarak yerini kaydedilmistir ve o zamana kadar heniiz

ilerlemelerini saglayamamis biyoyakitlar i¢cin doniim noktast olmustur. Bu krizin



yiikiinden kurtulmak isteyen bircok {iilke c¢areyi alternatif ve yenilenebilir
biyoyakitlara yonlenmekte bulmustur [21].

Petrol krizinden kurtulma yolundaki en biiylikk adimi 1970’1 yillarda
Brezilya ve ABD atmustir. Bu iilkeler uygulamis olduklar1 biyoyakit programlarina
ek olarak, vergi indirimleri cesitli tesvik ve desteklerle biyoyakitlarin gelismesine ve
yayginlagsmasina onciilik etmislerdir. 1990’1 yillarin basindan itibaren Avrupa
Birligi {iilkelerinden Almanya ve Fransa’nmin baslattigt biyodizel {iiretimi ile
Avrupa’da da biyoyakita yonelis baglamistir [21]. Daha sonraki yillarda yasanan
petroldeki fiyat artiglari, petrol kokenli yakitlarin cevreye zarli etkilerini insanlarin
dikkate almasi ve biyokiitle kaynaklarinin artmasi, biyoyakit sektoriine olan ilgiyi
daha da arttirmigtir. 21. yiizyilin baglarinda ise biyoyakit sektorii tarihinin en parlak
donemine girmistir. Artik diinya enerji glindeminin en Onemli konusu olan
biyoyakatlar, diinyadaki diger bircok iilkenin de giindemine girmistir.

2010 yilinda diinya genelinde iiretilen biyoyakit (biyoetanol+biyodizel)
miktart 59,261 milyon ton esdegeri petroldiir (mtep)(Sekil 1.1.). Bu iiretimde en
biiyiik pay 25,351 mtep iiretimle Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nindir. Toplam
tiretimin % 43’linii tek basina karsilayan ABD’den sonraki en biiyiik iiretici % 26 ile
Brezilya’dir. Avrupa’da ise Almanya, Fransa ve Ispanya en biiyiik biyoyakit

ireticileri konumundadirlar [22].
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Sekil 1.1. Diinyadaki iilkelerin biyoyakit iiretme oranlar1 [22]

Ulkemizde biyoyakitlar ilgili ¢alismalar 2000°1i yillardan sonra hizlanmustir.
2001 yilinda Sanayi ve Ticaret Bakanhigi’nda “Biyodizel Calisma Grubu”
olusturulmus ve ilk kez biyodizel ismi 4.12.2003 tarihinde 5015 Sayili Petrol
Piyasasi Kanunu’nda harmanlanan tiriinler arasinda yer almistir.

Ulkemiz acisindan biyoyakitlarla ilgili en sevindirici haber icinde
bulundugumuz yil icinde alinmistir. Enerji piyasasi Diizenleme Kurumu’nun (EPDK)
19 Eyliil 2011 tarihinde aldig1 bir karar ile 2013 yilindan itibaren akaryakita her yil
artan oranlarda yerli tarim iirtinlerinden iiretilen etanol ve biyodizel katilmasi zorunlu
hale getirilmektedir. Bu alinan karar ile biyoetanol ve biyodizel tesis sayisi
artirilacak, biyoyakitlarin iiretimi daha istikrarli bir sekilde devam edebilecek, ayrica
petrol ithalatina 6denen doviz miktar azalacaktir [23].

Ulkemizde hali hazirda Tiitiin ve Alkol Piyasasi Diizenleme Kurumu’ndan

(TAPDK) etanol iiretim izni alip iiretim yapan firma sayisi onikidir. Bu firmalardan



dokuz tanesi endiistriyel kullanim i¢in etanol iiretirken 3 tanesi yakit alkolii yani
biyoetanol iiretmektedirler. Bu firmalar sirasiyla; Tarimsal Kimya Teknolojileri San.
ve Tic. A.S. (Tarkim), Tezkim Tarimsal Kimya Ins. San. ve Tic. A.S. (Tezkim) ve
Konya Seker San. ve Tic. A.S.’dir. S6z konusu bu firmalar aym1 zamanda iiretmis
olduklar1 biyoetanolii piyasaya siirmek etmek i¢in TAPDK’dan dagitim yetki belgesi
de almuslardir [24].

Ulkemizde ilk biyoetanol iiretimi Bursa’da kurulu olan Tarkim tarafindan,
2004 yilinda gerceklestirilmistir. Tarkim biyoetanol tiretiminde ham madde olarak
bugday ve misir1 kullanmaktadir ve yillik tiretim kapasitesi yaklagik 40 milyon litre
civarindadir [25].

Tiirkiye’nin ikinci biyoetanol tesisi ise 2007 yilinda Adana’da Tezkim
firmas1 tarafinda faaliyete gecirilmistir. Biyoetanol iiretimini musir kullanarak
gerceklestiren Tezkim giinde 100 bin litre iiretimiyle yillik yaklasik 35 milyon litre
biyoetanol iiretmektedir. Biyoetanol iiretirken giinliikk 75 ton da yem sanayi icin
onemli bir {iriin olan musir kiispesi elde edilmektedir [26].

Ulkemizdeki iigiincii tesis ise yine 2007 yilinda faaliyete gecen Konya Seker
San. ve Tic. A.S.’nin Konya’da kurdugu Cumra Seker Fabrikasi’dir. Bu tesis su an
icin iilkemizdeki en biiyiik biyoetanol iiretim tesisidir ve yillik 84 milyon litre {iretim
ile Tirkiye ihtiyacinin yarisindan ¢ogunu karsilamaktadir. Cumra Seker Fabrikasi
ham madde olarak diger biyoetanol fabrikalarindan farkli olarak seker pancari
kullanmaktadir. Ayrica biyoetanol iiretim siirecinde yan iiriin olarak elde edilen koyu

silempenin hayvan yemi ve giibre olarak kullanilmasi da saglanmistir [27].



1.1. Biyoetanol

Etanol kimyasal formiili C,HsOH olan, renksiz ve yanici bir bilesiktir.
Genellikle kimyasal tepkimeler yoluyla elde ediliyorsa “etanol”, mikroorganizmalar
tarafindan  fermantasyon yoluyla elde ediliyorsa “biyoetanol”  olarak
isimlendirilmektedir. Ancak etanol ¢ogunlukla 2 tiiriin yerine de kullanilmaktadir.

Biyoetanol, seker, nisasta veya seliiloz iceren, seker pancari, misir, bugday
ve odunsu bitkiler gibi tarimsal {iriinlerin fermantasyonu ile elde edilen ve benzinle
belirli oranlarda harmanlanarak kullanilan yenilenebilir bir yakittir. Biyoetanoliin

bazi fiziksel, kimyasal ve termal 6zellikleri Cizelge 1.1.’de 6zetlenmistir [28-30].

Cizelge 1.1. Biyoetanoliin bazi1 6zellikleri

Ozellik Deger
Mol Kiitlesi (g/mol) 46,07
% C 52,2
% H 13,1
% O 34,7
Yogunlugu (20°C’de, g/mL) 0,792
Suda Coziinme Sonsuz
Kaynama Noktasi (1 atm’de, °C) 78,4
Donma Noktasi (1 atm’de, °C) -115
Alevlenme Sicakligi ( °C) 425
Ozgiil Is1 (kj/kg °C) 2,5
CO, Emisyonu ( kg / kg etanol) 1,9




1.2.1. Etanoliin Uretim Yollar

Etanoliin {i¢c 6nemli iiretim sekli vardir; sentetik olarak etilenin hidrasyonu
ve asetaldehitin indirgenmesi ile ve biyolojik olarak da mikroorganizmalar

araciligiyla sekerlerin fermantasyonu sonucu iiretilebilir.

1.2.1.1. Etilenin Hidrasyonu

Endiistriyel iiretimde kullanilan bir metottur. Bir petrol iiriinii olan etilenin
hidrasyonu, katalizor varliginda, 300 °C’de ve yiiksek basin¢ altinda su buhan
etkisiyle etanol sentezi gerceklestirilen bir islemdir. Kat1 katalizor olarak ¢ogunlukla

metal oksitler kullanilir.

i o
T el e
H H H H

Daha onceki yillarda katalizor olarak fosforik asit kullanilmaktaydi. Etilen
100 °C’de derisik siilfiirik asitle tepkimeye sokuldugunda ara basamakta etil hidrojen
siilfat meydana gelir ve reaksiyon karisimi sicak su ile hidroliz edilirse etanol elde

edilir. Bu yontem giiniimiizde ¢ok fazla kullanilmamaktadir [31].

HzC:CHz + H2804 —_— CH3CH20$O3H

CH3CH20803H + Hzo —_— CH3CH20H + HzSO4
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1.2.1.2. Asetaldehitin Iindirgenmesi

Asetaldehit, 100-130 °C’de nikel Kkatalizorliiglinde hidrojenlenerek

indirgendiginde etanol elde edilir.

c—0O0 + H, OH

T
——OQ—T
\j
T
T——Q—T
——Q—T

1.2.1.3. Fermantasyon Yolu ile Uretim

Fermantasyon bir substrati {iriinlere doniistiirmek i¢in mikroorganizmalarin
kullanildigr siireclerdir [32]. Fermantasyonda esas ama¢ miimkiin olan en kisa
siirede, en az ham madde kullanarak en fazla iiriin alinmasidir. Uygulanan islem ve
kullanilan mikroorganizmaya bagli olarak gerek besi yeri yapisi ve derisimleri,
gerekse siireler farklilik gosterir [6].

Fermantasyon prosesleri ile pek cok farkl tiirde iiriinler elde edilebilmektedir.
Ekmek, peynir, bira, kahve, tibbi ve endiistriyel enzimler, amino asitler,
antibiyotikler, soya sosu, biyopolimerler, mikrobiyal yaglar, tatlandiricilar,
renklendiriciler, 0zel kimyasallar, asilar, terapotik proteinler vb. tiirler bunlardan
bazilanidir [33]. Cizelge 1.2.°de fermantasyon prosesleri ile iiretilen bazi iiriinler
verilmektedir.

Fermantasyon iglemleri ile en yaygin olarak {iiretilen tiriinlerden bir tanesi de
etanoldiir. Fermantasyon ile etanol iiretimi, bilinen en eski fermantasyon
proseslerindendir. Etanol tarih dncesinden beri insanlar tarafindan sarhos eden olarak

bilinir. Kuzey Cin de bulunan 9000 yillik ¢omleklerde neolitik ¢agda insanlarin
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alkolik karigimlar yaptigi goriilmiistiir. 6000 yil 6ncesinde, Stimerler ve Misirlilarin

meyve ve tahillardaki sekerden etanol elde ettikleri bulunmustur [34].

Cizelge 1.2. Fermantasyon prosesleri ile iiretilen bazi iiriinler

Gida Endiistriyel Tibbi Enzimler | Vitaminler
maddeleri tiriinler tiriinler
Ekmek Biyoetanol Penisilin Lakkaz | BI12
Peynir Biyodizel Parasetamol | Amilaz | B2
Yogurt Metan gazi Nistatin Invertaz | A
Kakao Asetik asit Streptomisin | Maltaz | Riboflavin
Kahve Aspartik asit | Vankomisin | Seliilaz
Sirke Itakonik asit | Polimisin Proteaz
Tursu Laktik asit Eritromisin | Lipaz
Sitrik asit

Etanol fermantasyonu, sekerin mayalar tarafindan etanol ve karbondioksite
parcalanmasidir. Gay-Lussac tarafindan 1810 yilinda, ilk defa tanimlanan glikozdan

etanoliin olugma reaksiyonu asagida gosterilmistir [34].

C6H1206 —_— 2CH3CH20H + 2C02

Bu reaksiyona gore 1 kg glikozdan 0,51 kg etanol ve 0,49 kg karbon dioksit
olusmaktadir [35]. Bu teorik verim olarak da adlandirilabilir. Bununla birlikte
mikroorganizmalar glikozun bir kismin1 biiyiimek ve hayati faaliyetlerini siirdiirmek
icin de kullandiklarindan gercekte bu verim % 51°den daha kiiciiktiir [36]. Ancak

yapilan caligmalarda mikroorganizma tiirii, ortam sartlari, karbon kaynaginin
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bilesimi gibi pek cok unsurun etanol {iiretim verimi {izerinde etkili oldugu
goriilmiistiir [37].

Fermantasyon islemlerinde ana bilesen mikroorganizmadir. Etanol iiretimi
icin en ¢ok kullanilan mikroorganizmalar mayalardir. Biyoetanol iiretiminde
biyokatalizor olarak S. cerevisiae, Z. mobilis ve K. marxianus en ¢ok kullanilan
mikroorganizmalardandir. S. cerevisiae, yiiksek etanol iiretimi, yiiksek etanol ve
inhibitor toleransi gibi avantajlarindan dolay1 endiistride yaygin kullanim alam
bulmustur [38].

Biitiin canhlar hayati faaliyetlerini siirdiirebilmek icin enerji elde etmek
zorundadirlar. Enerjiyi de besin maddelerini yakarak yani daha kiiciik molekiillere
parcalayarak elde edebilirler. Canlilarin besin maddelerinden enerji elde olayina
solunum denir. Baz1 canlilar ortamda da oksijen varsa besinleri CO, ve H,O’ya kadar
yakabilirlerken, oksijen kullanmayan bazi canlilar ise 1 mol glikoz molekiiliinii
ancak 2 mol piirivata kadar parcalayabilirler [39]. Piirivat molekiiliinii tam olarak
yakamayan canlilar piirivatt tamamen parcalayabilenlere gére daha az enerji elde
ederler.

Glikoz maya hiicrelerine girdiginde stoplazmada bir seri tepkimeye girerek
plirivata doniisiir. Maya hiicreleri oksijensiz solunum yapabildikleri i¢in, piirivik asit
kademesinden daha ileri bir pargalanmay1 gerceklestirebilirler. Fermantasyonda son
elektron alicis1, mayalarda etanol hayvanlarda laktik asit, baz1 bakterilerde gliserol ya
da sirke bakterilerinde asetik asittir. Mayalardaki glikoliz olayinda, piirivik asit 6nce
CO, gaz1 cikararak asetaldehite doniisiir. Daha sonra da asetaldehit etanole
indirgenir. Hayvanlarda ve insanlarda gerekli enzimler olmadigi icin asetaldehit ve
etanol meydana gelmez [35]. Sekil 1.2.’de goriilen bu oksijensiz solunuma “Etanol

Fermantasyonu” denir.
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Sekil 1.2. Glikozdan etanol olusum mekanizmasi
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Etanol endiistriyel olarak kesikli, siirekli, beslemeli siirekli ve yar siirekli
olmak iizere dort tip fermantasyon yontemiyle iiretilebilir. Kesikli fermantasyonda
maya kiiltiirii ve substrat diger besinlerle birlikte bir reaktor i¢inde bulundurulur.
Yatinm maliyetinin diisiik ve c¢ok fazla kontrol gerektirmemesinden dolay1
giiniimiizde etanol iiretimlerinin cogu kesikli sistemlerle yapilmaktadir [40]. Sistemin
tamamen sterilizasyonu diger proseslerden daha kolaydir. Kesikli sistemin baska bir
avantaji da esnek iirlin cesitliligi yani cok cesitli ozellikteki {irlinlerin elde
edilmesinde kullanilabilmesidir [36].

Optimum mayalanma sartlart maya hiicrelerinin yasama sartlar1 ile
belirlenir. Besiyerindeki belirli protein ve mineral madde miktar1t maya gelismesini
tesvik eder. Optimum mayalanma sicaklifi maya cesidine gore, 20°C ile 30°C
arasinda bulunur. Etanol fermantasyonunda, etil alkol miktar1 100-180 g/L arasinda
oldugu zaman etanol mikroorganizmalarin hayati faaliyetlerini engellemektedir.
Endiistride alkolik fermantasyonda baslama maddesi olarak glikoz ve glikoz iceren
iriinler (melas, misir, seker pancari, bugday, patates, vb) kullanilmaktadir. Nisasta
iceren iriinler once bir On isleme tabi tutularak glikoza doniistiiriiliir, arkasindan
fermantasyonda kullanilir. Fermantasyon neticesinde etanol c¢ozeltisi elde edilir.

Etanol daha sonra damitma ile fermantasyon ortamindan ayrilir.

1.2.2. Biyoetanoliin Elde Edilebildigi Ham Madde Kaynaklari

Biyoetanol mikroorganizmalar tarafindan bir fermantasyon prosesi

sonucunda olusturuldugu i¢in bu islemde mikroorganizmalarin kullanacagi ham

maddeye ihtiya¢ vardir. Biyoetanol iiretimi i¢in kullanilabilecek ham maddeler seker
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pancari, seker kamisi, misir, patates, bugday, odunsu bitkiler ve tarimsal atiklar gibi
seker, nisasta veya seliiloz 6zIii iirtiinlerdir.

Avrupa Birligi (AB) iilkelerinde biyoetanol agirlikli olarak ithal edilen seker
kamig1 ile musir, bugday, arpa ve seker pancarindan iiretilmektedir. Ancak seker
pancarindan daha fazla biyoetanol verimi elde edildigi icin seker pancarinin bugdaya
gore daha verimli ve sera gazlarinin artmasinda daha az etkin oldugu bilinmektedir
[41]. AB, yeni seker rejimi ile giindeme gelen seker iiretiminin daraltilmasi
konusunda biyoetanol iiretimini tesvik ederek seker pancari iiretiminin siirekliligini
saglamaktadir. Ciinkii seker pancar sosyal ve ekonomik katma degeri yiiksek bir
bitkidir. Cift¢iye daha fazla gelir sagladigi gibi her tiirlii atign ve yan iriinii de
kiymetli mali degere sahiptir. Aym alanda ¢cam ormanina nazaran 3 kat daha fazla
oksijen iiretir. Genis yapraklari nedeniyle etkili fotosentez saglamakla birlikte
topraktaki buharlasmayr engellemektedir. 1 hektar seker pancari, 30 ton CO
emerken, 19 ton O, aci8a ¢ikarmaktadir [19].

Diinyada 2. nesil biyoetanol {iiretimi icin lignoseliilozik maddeler
kullanilmaya bagslanmistir. Lignoseliilozik maddeler, dogada bol bulunan odun ve
bitkisel kaynakli maddeler veya atiklar gibi ucuz ham madde kaynaklardir.
Lignoseliilozik maddeler temel olarak seliiloz, hemiseliiloz, lignin, iironik asitler ve
asetil gruplardan olusmaktadirlar. Hemiseliilozik ve seliilozik kisimlar glikoz,
mannoz, galaktoz, ksiloz ve arabinozdan olusan monosakkaritleri icerirler ve
bilesimleri tamamen ham maddenin dogasina baghdir. Lignoseliilozik maddeler,
biyoetanol iiretimi i¢in parcalama, asidik veya enzimatik hidroliz gibi 6n islemlere
tabi tutulmalidirlar. Bundan sonra diger seker iceren biyokiitle kaynaklar1 gibi

mayalar yardimiyla fermantasyon islemi gerekmektedir [42].
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Diinyanin en biiyiikk biyoetanol iireticisi konumundaki Amerika’da toplam
biyoetanol iiretiminin biiyiik bir ¢cogunlugu misirdan saglanirken, Brezilyada seker
kamis1 ana iiriin olarak kullanilmaktadir. Tayland’da seker kamisi kullanimi daha

yayginken, Cin etanoliin % 80’ini misir ve bugdaydan iiretmektedir [43].

1.2.3. Etanoliin Kullamim Alanlari

Etanoliin yakit olarak kullammminin 6tesinde, icecek ve cesitli endiistriyel
uygulamalarda da yaygin kullanim alanmi vardir. Etanoliin kullanim amaclarn farklh

olsa da iiretim siirecleri birbirlerine benzerlik gostermektedir.

1.2.3.1. Endiistriyel Etanol

Etanoliin endiistriyel uygulamalarda en ¢ok kullanilan alanlardan biri kisisel
bakim iiriinleri sanayisidir. Sac spreyi, dis macunu, tiras losyonlari, kolonya, parfiim,
vb. bir¢ok iiriin biiyiik hacimlerde etanol icermektedir. Ayni zamanda, deodorantlar,
losyonlar, el dezenfektanlari, sabunlar ve sampuanlarin iiretimlerinde de etanol
kullanilmaktadir.

Endiistriyel alkoller ila¢ endiistrisinde de yaygin olarak kullanilmaktadir.
Etanoliin karakteristik Ozelliklerinden dolayr Oksiiriik ilaglari, burun acicilar, iyot
cozeltisi vb. birgok ilacta tagiyici olarak ve ¢oziicii olarak da antibiyotik, asi, tablet,
hap ve vitamin iiretiminde kullamilmaktadir. Yiiksek dereceli alkol mikroplar i¢in
kuvvetli zehir tesiri yaptigindan antiseptik ve dezenfekte edici olarak kullanilir.

Ayrica agr kesici olarak da kullanimi vardir.
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Pek cok temizlik iiriinii de yiiksek miktarlarda alkol icermektedir. Ornegin
bir sise sprey ev dezenfektani % 80 oraninda alkol icerebilmektedir.

Etanoliin laboratuvarlarda c¢oziicii olarak, ila¢ ve kozmetik sanayisinde,
ayrica sterilizasyon ajan1 olarak uygulama alanlar1 vardir.

Etanol, boyalar, vernik ve patlayicilar da dahil olmak iizere pek ¢ok diger

maddelerin iiretiminde ¢6ziicii olarak kullanilmaktadir [44].

1.2.3.2. icecek Etanol

Icecek etanol iiretimi saf etanol iiriinle karistirilmasiyla ya da icecek
tiretilirken ortamda aym1 zamanda etanoliin de olusmasiyla elde edilir. Glikoz igeren
ham maddelerin mikroorganizmalar araciligiyla fermantasyonlar1 sonucunda alkollii
icecekler iiretilebilmektedir. Bu icecekler kullanilan ham maddenin tiiriine ve

tiretilen alkol miktarina gore fakl sekillerde isimlendirilmektedirler.

1.1.3.3. Yakit Etanolii

Biyoetanol, simdiye kadar diinya capinda ulasim i¢in en yaygin olarak
kullanilan ve alternatif yakit olarak uzun bir ge¢misi olan bir biyoyakittir. Biyoetanol
sadece ulastirma sektoriinde degil elektrik iiretiminde, kojenerasyon uygulamalarinda
ve kimyasal maddelerin iiretiminde de kullanilabilen bir biyoyakattir.

Etanol dogrudan bir ulasim yakiti olarak kullanilabildigi gibi benzin ile
belirli oranlarda karigtirllarak da kullanilabilir. Biyoetanol igceren yakitlar “E”

simgesi ile gosterilmektedir ve yaninda da biyoetanoliin benzinle karistirilma yiizdesi
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sayisal olarak verilmektedir. Bu karisimlar % 2 (E2) ile % 100 (E100) arasinda
degismektedir [44-46].

Biyoetanol, iiretim yontemi, yanlis depolama ve kazara bir bulasmadan veya
acik bir kapta saklandigi zaman bile atmosferdeki suyu absorbe ettiginden dolayi
genellikle kiiciik bir miktar su icerir. Biyoetanol su igerigine gore genellikle iki
saflikta iiretilmektedir. Genellikle su icerigi % 5 ile 10 arasindaysa sulu biyoetanol,
su icerigi, yiizde 1'den az ise susuz biyoetanol denir. Kiitlece % 95,6’dan daha
yiiksek bir saflikta biyoetanol geleneksel damitma yontemleri ile elde edilemez.
Biyoetanoliin i¢indeki su iki yontemle uzaklastirilabilir. Birinci yontemde karisim
benzen karistirilarak tekrar damitma yapilir. Ikinci yontemde ise su ve etil alkol
molekiillerinin biiyiikliiklerinin birbirinden farkli olmasindan yararlanilarak karigim
molekiiler membran filtrelerden siiziilerek etil alkoliin suyu uzaklagtirilabilir. Ancak
bu islemler saflagtirma maliyetini arttiracagindan biyoetanoliin de fiyatin1 arttirmig
olur.

Biyoetanoliin sadece benzinli motorlarda kullanilmamaktadir. Dizel
motorlarda da % 15 oraninda etanol iceren motorin karisimi, motorda herhangi bir
degisime gerek duyulmadan kullanilabilmektedir. Biyoetanol ve dizel yakitin beraber
kullanildigr ve % 15 etanol, % 84,5 motorin ve % 0,5 katki maddesi iceren bu
karistma “Diesohol” denir. Ancak daha yiiksek oranlarda etanol kullanilan dizel
karisimlar teknik bazi problemlerden 6tiirii oldukga zor bir yontemdir [47].

Kiiresel olarak, biyoetanol tasimacilikta kullanilan yakitin sadece kiiciik bir
yiizdesini (yaklasik %2) olusturmasina ragmen bu rakam ¢ok hizli biiyiimektedir.
Uluslararasi Enerji Ajansi tarafindan biyoyakitlarin, 2013 yilinda diinyadaki benzinin
%35,4’iinti karsilayacagl tahmin edilmektedir. Kiiresel biyoetanol satislari, benzin

satiglarindan ¢ok daha hizli bitytimektedir [48].
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Sekil 1.3. Diinya’da 2000-2010 yillar arasinda biyoetanol ve biyodizel iiretimi [49]

2010 yilinda diinyada iiretilen biyoetanol miktar1 86 milyar litre biyodizel
miktart ise 19 milyar litredir. 2000 yilinda iiretilen miktarlar ile kiyaslandiginda
biyoetanoliin biyodizele gore ¢ok daha hizli ve biiyiikk bir gelisim gosterdigi

goriilmektedir.

Biyoetanoliin iistiin yonleri [50-53];

v" Yerli kaynaklardan iiretilen, yenilenebilir bir yakit kaynagidir.

v' lthal edilen petrole bagimlilig1 azaltir.

v" Motorlardan daha iyi verim almay1 saglar.

v' Araglarda modifikasyona gerek olmadan kullanilabilir.

v' Tarimsal iiriinlere olan talebi arttirarak, kirsal alanda istihdam saglar.
v Uretimi ve muhafaza edilmesi kolay ve giivenlidir.

v' Dabha az su kirliligi ve atik olusturur.
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v' Cevre ile ilgili sorun olusturan, hava kirliligini ve sera etkisi yapan

gaz emisyonlarini azaltir.

Biyoetanoliin zayif yonleri [54]

v' Benzine kiyasla enerjisi biraz daha diigiiktiir.
v' Korozyona neden olabilir.
v' Alev parlakhig: diisiiktiir.

v' Bubhar basinci diisiiktiir.

1.3. Mayalar

Mayalar, tomurcuklanarak ya da boliinerek ¢ogalan ve mantar ailesinin
genis bir boliimiinii olugturan bitkisel kokenli tek hiicreli mikroskobik canlilardir.
Mantarlar alemi, Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota, Deuteromycota,
Glomeromycota ve Zygomycota boliimlerine ayrilmaktadir. Cogu maya tiirii
Ascomycota bolimiine ait olmakla beraber, Basidiomycota bolimiine ait olan
mayalar da vardir. Mayalarin hiicresel yapilar1 temelde proteinler, lipidler,
aminoasitler ve polisakkaritlerden olusmaktadir. Mayalarin hiicreleri, boyutlari,
sekilleri ve renkleri yasadiklar yerlere gore farklilik gostermekle birlikte baz1 maya
gruplarmin boylart 2-3 pm iken bazi guruplarin 20-50 um araliginda degismektedir.
Mayalarin hiicre ¢aplari ise 1-10 um araliginda degismektedir [S5].

Mayalar dogada cok yaygindir. Toprakta 6zellikle de seker ve karbonhidrat

bakimindan zengin olan besin maddelerinde bulunurlar. Uziim ve meyve iizerinde
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yabani olarak yasarlar, meyvelerin sikilmasi ile 6z suya gecgerler, uygun sartlarda
cogalirlar, 1sitmakla (kaynatmak, pastorize etmek) oliirler.

Mayalar, bulunduklart1 ortamdaki besin maddelerini alarak hiicresel
bilesiklere doniistiiriirler ve ¢ogalirlar. Cogalma mikroorganizmalarin sayisal artist
veya Kkiitlesel artis1 seklinde olur. Mikroorganizmalarin kesikli sistemde tiremesinde

5 donem gozlenir (Sekil 1.4.) [56, 57].

Ln

Hiucre
Sais

=

Zatman

Sekil 1.4. Mayalarin ¢ogalma egrisi

1. Gecikme donemi: Mayalarin bulunduklar ortamda sayilar1 sabit olup,
boliinmenin olmadigi ve kendilerini tiremeye hazirladiklari, metabolik faaliyetlerini
arttirdiklar1 sathadir. Ekonomik agidan bu siirenin kisa olmasi istenir. Bu donemin
uzunluk ve kisaligi mikroorganizma cinsine ve substrat, pH, sicaklik vb. diger
faktorlere baglidir

2. Ustel ¢ogalma donemi: Bu dénemde hiicreler hizli bir boliinme durumuna
girdiklerinden, kisa siireler icinde boliinerek hizli bir biiylime ve ¢ogalma durumu
goriiliir. Bu donemde mikroorganizmalarin canli ve geng¢ oldugu kabul edilir ve 6lim

orani onemsenmez.
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3. Yavaslama donemi: Bu evrede mikroorganizmanin yaslanmasi ve 6liim
olayimnin artmasi nedeni ile logaritmik evreye kiyasla tireme hizinda azalma olur.

4. Durma (Sabit) donemi: Bu duruma ulaginca mikroorganizma bulundugu
ortamda baz1 degisiklikler meydana getirmis olmaktadir. Hizli biiylime sonucu
ortamdaki besin maddeleri azalmis ve hiicrelerin metabolik faaliyetleri sonucu
ortama verilen metabolitler artmistir. Bu donemde toplam hiicre kiitlesi sabit
kalmakla birlikte canli ve aktif hiicre derisimi genelde diiser. Dis ortamda yeteri
kadar besin maddesi kalmadigindan mikroorganizmalar hiicre i¢i kaynaklarn
tiiketirler.

5. Oliim donemi: Oliim dolayisiyla, 6lenlerin hiicrelerin sayisinin yeniden
meydana gelenlerin sayisindan fazla olmaya bagladigi donemdir. Bu donemde ortam
sartlari mayalarin cogalmalarini elverigsiz hale geldiginden hiicreler hizla 6lmekte ve
bu 6liim olay1 logaritmik olarak meydana gelmektedir. Oliim evresi baslamadan dnce
hiicreler yeni besin ortamina aktarilirsa yeniden biiyiiyebilirler.

Mayalar bir¢ok iiriinlerin iiretiminde yaygin bir sekilde kullanildiklart i¢in
ekonomik olarak cok oOnemlidirler. Mayalarin biyoteknolojik olarak uygulama
alanlart Sekil 1.5.te goOsterilmistir [58]. Siiphesiz S. cerevisiae tim yonleri ile
endiistriyel kullanimda mikroorganizmalarin en baskin temsilcisi olmustur. Ancak
mayalar arasindaki biiylik ¢esitlilik, modern mikrobiyolojik ve molekiiler
yaklagimlar, diger mayalarin biyoloji ve endiistriyel potansiyellerinin ortaya

cikmasina yol agmustir [59].
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Sekil 1.5. Mayalarin biyoteknolojik uygulama alanlar
1.3.1. Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae tomurcuklanarak c¢ogalan, yuvarlak bigimli, hiicre caplan
yaklasik 5-10 pm olan okaryotik bir maya tiiriidiir (Sekil 1.6.). Dogada her yerde
bulunabilir. Cok eski zamanlardan beri ekmek ve alkollii icecek yapiminda
kullanildig1  bilinmektedir. Taksonomisine bakildiginda mantarlar aleminin
Ascomycota boliimiinde bulunmaktadir. Okaryotik mikroorganizmalarin  hiicre
biyolojisi ve genetik bilgilerine ait ¢aligmalarda 6nemli bir rol oynamistir ve model

mikroorganizma olarak kullanilmistir [60].
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Sekil 1.6. S. cerevisiae’nin elektron mikroskop goriintiisii [61]

S. cerevisiae hiicre dongiisiiniin arastirilmasinda ¢ok kullanmighdir, ciinkii
hem Kkiiltiirlenmesi kolaydir, hem de, bir dkaryot oldugundan dolayr hayvan ve
bitkilerin karmagik hiicre ici yapilarina sahiptir. Ekmek mayas1 (S. cerevisiae) nin
yapisinda kuru madde, protein, glusidler, lipidler ve mineral maddeler mevcuttur.

En yaygin olarak kullanilan etanol iireticisi maya S. cerevisiae’dir. Yiiksek
etanol iiretimi ve yiiksek etanol derigimlerine kars1 daha dayanikli olmasi en énemli
ozelliklerindendir. Ayrica iyi spesifik biiylime oram ve yiiksek ozmotik faaliyetleri
ve yiiksek etanol tdretim hizi S. cerevisiae’'nin c¢ok tercih edilmesinin

sebeplerindendir [62].

1.3.2. Saccharomyces bayanus

Etanol fermantasyonunda c¢ok genis bir aralikta maya ve bakteri

kullanilabilmektedir. Saccharomyces genli mayalar yiiksek etanol verimi ve cesitli

sekerleri doniistiirebilme yetene8i olduklarindan etanol fermantasyonunda cok
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kullanilirlar [63, 64]. S. cerevisiae ve S. bayanus interspesifik hibrittirler. Bu
hibritlerin mitokondrial DNA’lar1 farklidir [65]. Sekil 1.7.de S. Bayanus

hiicrelerinin elektron mikroskop resimleri goriilmektedir.

Sekil 1.7. S. bayanus un elektron mikroskop gériintiisii [66]

S. cerevisiae, S. bayanus and Saccharomyces pastorianus 6zellikle alkollii
icecek sanayisi olmak {izere endiistriyel iiretimde yaygin olarak kullanilan mayalardir
[67-70]. S. bayanus’un genetik ve molekiiler analizine dayali olarak 2 alt gruba
farklillastirilmigtir [71]. S. bayanus suslar hibrid olarak gosterilmis ve ayri bir grup

olarak tarif edilmistir [72, 73].

1.3.3. Kluyveromyces marxianus

Kluyveromyces cinsine ait mayalar taksonomide Ascomycetes siifinda yer

almaktadir. Saccharomycetes sinifinin Saccharomycetaceae familyasina dahildir.

Kluyveromyces cinsi oldukc¢a heterojen olup, bugiine kadar 16 tiirii tanimlanmistir.
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Bu tiirlerin 10 tanesi filogenetik olarak Saccharomyces, Zygosaccharomyces,
Arxiozyma ve Candida cinslerine ait olan tiirlerle karismislardir [74]. Kluyveromyces
cinsinde bulunan bir¢ok maya tiirii 1900’lii yillarin baglarinda tanimlanmistir [75].
Bu maya tiirleri oval, kiiresel veya uzamis hiicre fenotiplerine sahip
olabilirler (Sekil 1.8.). Kluyveromyces sinifinda bulunan mayalar vejetatif olarak

tomurcuklanma ile iirerler. Diploid olan tiirler ise spor olusturabilir [76, 77].

Sekil 1.8. K. marxianus un elektron mikroskop goriintiisii [78]

Kluyveromyces ve Saccharomyces mayalar1 genetik olarak giiclii
benzerlikler gostermektedirler. Saccharomyces hiicrelerinden daha kiigiik yapida
olabilirler. Dogal yasam alanlar1 cesitli olabilir, meyvelerde ve siit iiriinlerinde
bulunabilirler. Karbon kaynag olarak galaktozu asimile yetenegi ortak bir gen seti
oldugunun bir belirtisidir [79]. K. marxianus’ta ise tiire gore degisen 6-12 arasinda

kromozom bulunmaktadir. K. marxianus var. marxianus’un 10 kromozomu vardir ve
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genom biiyiikliigii 14 Mb’dir [80]. Kromozomal DNA’s1 S. cerevisiae ile
karsilastirildiginda % 40 oraninda GC igerir. Genom biiyiikliigiiniin 14 Mb olmas1 S.
cerevisiae ile arasinda anlamli bir fark olusturmamaktadir. Biiyilk genom ve az
kromozom sayisi tipik non-Saccharomyces mayalarinin bir 6zelligidir [76, 81].

Endiistriyel amaglar i¢in yaygin olarak kullanilan Kluyveromyces tiirleri
Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces lactis var. drosphilarum, K. marxianus,
Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus ve Kluyveromyces thermotolerans olarak
siralanabilir.

K. marxianus mayasimin biyoteknolojik uygulamalarda yaygin olarak
kullanilmasim1 saglayan birgok oOzellikleri vardir. Bunlar hizli biiyiime orani,
sicaklifa dayanikli olmasi, genis bir yelpazedeki seker tiirlerini asimile etme
kapasitesi, ¢cok az ek besine ihtiya¢ duymasi, enzim (b-galaktosidaz, b-glukozidaz
iniilinaz ve poligalakturonaz, vb.), tek hiicre proteini, aroma maddeleri iiretimi,
biyoremediasyon ve tip uygulamalarinda kullanilmasi yan1 sira, parcalayici enzimleri
bulundurmasi ve fermantasyon ile etanol iiretiminde kullanilabilmesidir [59, 82-85].

Baz1 mayalar yiiksek sicakliklarda aktivitelerini koruyabilmektedirler.
Yiiksek sicakliklarda yapilan islemlerde kontaminasyon riski azalacagi igin sicaklik
bu mayalar i¢in bir avantajdir. K. marxianus tiirleri 52°C’ye kadar olan yiiksek
sicakliklarda bile biiyiiyebilirler. K. marxianus 37 °C’de zenginlestirilmis Kkiiltiir
ortaminda 1 saatte yaklagik 2 kat1 kadar biiyiimektedir [86, 87]. K. marxianus karbon
kaynag1 olarak glikoz, mannoz, galaktoz, ksiloz, laktoz ve arabinoz gibi cesitli
sekerleri kullanabilmektedir [88]. K. marxianus’un diger bazi Kluyveromyces tiirleri
ve S. cerevisiae ile kullanabildikleri karbon kaynagi ve aktif olduklart maksimum

sicakliklar Sekil 1.9.’da verilmektedir [59].
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Laktoz Glikoz Sicaklik

Saccharomyces cerevisiae - + 35°C

I Kluyveromyces aestaurri - + 35°C
r; Kluyveromyces nonfermentans - - 42°C
_L— Kluyveromyces wikerhamii - + 37°C
—— Kluyveromyces lactics + + 37°C

_L Kluyveromyces marxianus + + 52°C

Sekil 1.9. K. marxianus’un diger baz1 Kluyveromyces tiirleri ve S. cerevisiae ile

iliskisi [59]

1.4. Tutuklanma

Tutuklanma (immobilizasyon), enzim veya mikroorganizmalarin katalitik
aktivitelerini kaybetmeden fiziksel veya kimyasal olarak bir kat1 destek materyali
tizerine tutturulmasi olarak tanimlanir. Genel olarak tutuklanma uygulamalar1 enzim
veya mikroorganizma sistemleri haricinde, uygun destek materyallerine ilag, protein,
bitki ve hayvan hiicreleri, biyosensor ve biyoreaktor uygulamalar1 ve kontrollii ilag
salim sistemlerinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [89].

Mikroorganizmalar  bir destege tutturulduklarinda  tekrar tekrar
kullanilabilirler ve destegin icinde biriktikleri i¢in normal bir siispanse kiiltiirde
oldugundan daha yogun bir hiicre derisimine sahip olurlar. Bu sayede de hiicre
miktarinin artmasiyla reaktoriin verimini arttirirlar. Ayrica tutuklanmis hiicrelerin
kullanilmas1 genellikle katalizor aktivitesini de arttiran bir islemdir. Mikroorganizma

tutuklanmig sistemlerde ortamin heterojen olmasi elde edilen {iriiniin ve

29



biyokatalizoriin kolayca ortamdan uzaklastirilmasini, biyokatalizoriin  tekrar
kullanilmasin, siirekli tiretim sistemlerinde kullanilmasini ve ¢cok genis bir yelpazede
biyoreaktoér hazirlanmasini saglar. Bunlarin yani sira tutuklanma biyokatalizor icin
koruyucu bir mikro cevre saglar. Tutuklanmis sistemlerin bazi bazi iistiinliikleri ve

zayif yonleri sdyle 6zetlenebilir [90, 91].

Ustiinliikleri:
e Immobilize sistemlerin deneysel kararlilig1 yiiksektir.
e Yiiksek hiicre yogunlugu saglanabilir.
e Siirekli proseslere uygulanabilir.
e Uriiniin ve hiicrelerin mikrobiyal kontaminasyon riski azalir.
¢ Bircok kez ve uzun siire kullanilabilir.
e Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir (siizme, santrifiij vb).
e  Uriinler, tutuklanmis hiicrelerden kolaylikla yeniden elde edilebilir.
¢ Hiicreler tutuklanmis sistemlerden geri alinabilir.
e Cevre kosullarina (pH, sicaklik vb) kars1 daha dayaniklidir.
e Yiiksek reaksiyon hizlar1 ve yiiksek verimlilik saglar.
¢ Biyokatalizoriin ortamdan uzaklastirilmasi sonucu reaksiyon hizli bir sekilde

durdurulabilmektedir.

Zayif yonleri:

¢ Ek materyal, donanim ve zaman gerektirdiginden dolay1 maliyeti arttirir.

e Immobilizasyon siiresince biyokatalizor aktifligini kaybedebilir.
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e Hiicrelerin asir1 biiylimesi nedeniyle destek materyalinden sizmalar ve
parcalanmalar olabilir.
e Destek materyalinden olabilecek sizintilar kontaminasyona neden olabilir,

¢ Destek materyalinden substart ve iiriin gecisi sinirlanabilir.

Bu sinirlamalara ragmen tutuklanmis hiicre sistemleri bir¢ok {iistiin 6zelligi

ve potansiyel uygulamalar1 nedeniyle yaygin kullanim alanina sahiptir.

1.4.1. Mikroorganizma Destek Materyali

Bir tutuklanma islemi ic¢in destek malzemesi sec¢imine karar verirken,
biyokatalizoriin ve amaglanan uygulamanin 6zelliklerini dikkatli degerlendirmek
gerekir. Hemen hemen her tiirlii inorganik, organik, biyolojik ya da kullanim igin
modifiye edilmis materyaller mikroorganizmalarin tutuklanmasi icin destek olarak
kullanilabilmektedir. Cizelge 1.3’de hiicre tutuklanmasinda kullanilan bazi destek

materyalleri verilmistir [90-92].
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Cizelge 1.3. Hiicre tutuklanmasinda kullanilan baz1 destek materyalleri

Anorganik Organik Biyolojik Nanopartikiil
Aliimina Polietilen Seliiloz Altin nano partikiiller
Nikel oksit Polistren Nisasta Quantum dots
Paslanmaz celik Poliakrilat Aljinat Nanobodies
Por6z cam Nylon Karragenan Nanofiber

Silika Poliakrilamit Kollagen Nanoporoz silica
Kil Polipirol Jelatin Nanoprizma
Bentonit Polianilin Albiimin Nanotiipler
Kizelgur Poliester Dekstran Nanopargaciklar
Demir oksit Poli(vinil alkol) Agar

Titanyum oksit Polisiloksan Kitosan

Zirkonyum oksit Polipropilen

Ponza tasi Poliiiretan

Aktif karbon

Destek maddelerinin se¢iminde dikkat edilmesi gereken bazi ozellikler su

sekilde verilebilir [91]:

e Destegin, dayaniklilik, sikistirilma, yilizey alani, sekil, form, gozeneklilik

derecesi, gozenek hacmi, su gecirgenligi, yogunlugu gibi cesitli fiziksel

ozellikleri kullanimina uygun olmalidir.

¢ Destegin reaksiyon ortaminda ¢oziinmeme, hidrofilik karakter, biyokatalizore
kars1 inert olma ve modifiye edilebilmesi i¢in uygun fonksiyonel gruplara

sahip olma, yenilenme ve tekrar kullanim gibi uygun kimyasal ozellikleri

olmalidir.
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Destegin depolama dayamikliligi, hiicre verimliligi, biyokatalizoriin
aktivitesinin yenilenmesi, hiicre canliligmin ve mekanik biitiinliigiin
korunmasi gibi 6zellikleri olmalidir.

Biyokatalizor gerektiginde bakteri ve mantar saldirilarina, kimyasal madde,
pH, sicaklik ve organik coziicii tarafindan bozunmaya ve hiicresel savunma
mekanizmalarina (antikorlar, 6ldiiriicii hiicreler) kars1 direngli olmali.

Destek, gida, biyolojik sivilar, vb ile dogrudan veya dolayli temas edecek
olursa, biyouyumluluk, bilesen veya artik kimyasallarin toksisitesi gibi
konularda deneysel giivenligi olmalidir.

Destegin kendisinin ya da modifikasyon siirecinin, arastirmacilar ve son
iriinii  kullananlar icin saglik ve gilivenlik kaygilar yaratabileceginden,
biyokatalizor tutuklanmis destegin FDA (gida, ilag ve tibbi uygulamalar icin)
onayt icin GRAS (genel olarak giivenli kabul edilir) sartlarini tagimasi
gerekir.

Destek malzemesi, kimyasallar, 6zel donanim ve reaktifler, ayrica gerekli
teknik beceri, kullanilanlarin ¢evre iizerindeki etkileri, endiistriyel 6lgekli
kimyasal hazirlama, siirekli kullamim prosesleri, destegin yeniden
kullanilmas1 ve kontaminasyon maliyetleri gibi temel karsilasilabilecek
ekonomik sorunlar karsilanabilecek durumda olmalidir.

Akis hizi, hiicre yogunlugu, katalitik verimlilik, reaksiyon kinetigi, yan
reaksiyonlar, birden fazla enzim ve hiicre sistemleri, kesikli ya da siirekli
sistemler, reaktor tipi, kiitle transferi, {iiriin ve substratin difiizyon
sinirlamalart  gibi destek tarafindan etkilenebilecek genel reaksiyon

ozelliklerine dikkat edilmelidir.
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1.4.2. Hiicre Tutuklanma Yontemleri

Hiicreler tutuklandiklarinda, katalitik aktivitelerini koruyarak uzayda
fiziksel olarak hapsedilmis olurlar ve genellikle dogal olarak biiyiidiikleri sekilde
biiylimeye devam ederler. Zaten bir¢ok mikroorganizmanin dogada farkh yiizeylere
kendiliginden tutunma yetenegi vardir.

Hiicre tutuklanma yontemlerinin sematik gosterimi Sekil 1.10.°da

verilmektedir.
" Eleldrostatils
Yizeye - Kovalent
adsorpaiyon badlanma baglanma
n Dogal .
; Capraz badlatma
Hapzetme fokulasyon ile flolgilaszyon

ikroenkapsilasyon Kapsilasyon

Sekil 1.10. Hiicre tutuklanma yontemleri
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Genel olarak hiicre tutuklanma teknikleri tasiyicinin yapisina ve hiicre
yerlestirmenin fiziksel mekanizmasina gore 4 ana baglik altinda toplanmaktadir:

a) Kati bir tasiyici yiizeyine tutunma veya adsorpsiyon

b) Gozenekli bir matriks i¢ine hapsetme

c) Kendi kendine veya capraz baglayici ajanlar ile topaklanma ya da
koagiilasyon

d) Bir bariyerin arkasinda cevreleme ya da kapsiilasyon [11, 91, 93].

1.4.2.1. Tasiyic1 Yiizeyine Tutunma (Adsopsiyon)

Adsorpsiyon yoOntemiyle hiicre tutuklanmasi basit bir yontemdir ve
biyokatalizor ve destek malzemesi arasindaki elektrostatik kuvvetler nedeniyle geri
doniigiimlii fiziksel adsorpsiyon veya hiicre zar1 ve tasiyici arasindaki kovalent
baglama tarafindan yiiriitiilmektedir. Adsorpsiyon yonteminde tutuklanacak hiicre ve
tasiyict materyal uygun kosullarda (pH, iyonik gii¢, vb) belirli inkiibasyon siiresinde
etkilestirilerek hiicre biiyiimesinin destek {izerinde gerceklesmesi saglanir ve
baglanmayan hiicreler yikanarak uzaklagtirilirlar. Immobilize hiicreler tek tabakali ve
genellikle film kalinligi 1mm veya biraz daha fazla olabilir. Fiziksel adsorpsiyonda
tutuklanmay1 saglayan kuvvetler; elektrostatik etkilesimler, van der Waals
kuvvetleri, iyonik bag ve hidrojen bag: etkilesimleridir. Bu kuvvetler ayr ayr1 zayif
olmalarma ragmen, sayilan fazla oldugunda yeterli tutunma giiciine sahip olurlar.
Ornegin maya hiicrelerinin yiizeyi negatif yiiklii olduklarindan pozitif yiiklii
tasiyicilarla tutuklanma gerceklestirebilir. Bazen hiicrelerin tasiyiciya baglanmasi
icin baglayici ajanlar (metal oksitler, glutaraldehit veya aminosilanlar vb) kullanmak

gerekebilir. Adsorpsiyon yonteminde en ¢ok kullanilan tasiyici destek materyalleri;
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anyon ve katyon degistiricili regineler, aktif karbon, sentetik ve dogal polimerler,
seliiloz (odun, talas) silikajel, nisasta, killer, aliimina, bentonit, gozenekli seramikler
ve gozenekli camlardir. Adsorpsiyon yonteminin iistiinliiklerini ve zayif yonlerini

sOyle ozetleyebiliriz.

Ustiinliikleri:
e Immobilizasyon siiresince hiicreler hi¢ zarar gormezler ve aktivite kaybi
olmaz;
e Diger tutuklanma yontemlerine gore hizli, kolay ve ucuzdur;
e Destek veya hiicre kimyasal degismeye ugramaz;

e Hiicreler bagli olduklar tagiyicidan kolaylikla geri alinabilir.

Zayif yonleri:
e Immobilize hiicrelerde kayip ve iiriin kirlenmesi s6z konusu olabilir.
e Hiicre tasiyici lizerinde koagiile olarak asir yiiklenebilir.

e Tasiyict lizerindeki gruplarin sterik etkisi baglanmay1 zorlastirabilir.

1.4.2.2. Gozenekli Bir Matriks Icine Hapsetme

Bu yontemle tutuklanma, hiicrenin bir polimer matriksin orgii yapist i¢cinde
alikonulmasi esasma dayanir. Bu yontemde polimerik matriksin yapisi, substrat ve
tiriin ¢ikisina izin verdigi halde hiicrelerin digartya kagmasini engelleyecek yapidadir.
Bu yontemin kovalent ve ¢apraz baglanma yontemlerinden fark: hiicre ile jel matriks
arasinda bir kimyasal bag olmamasidir. Bu yontem her tiir enzimi, biyokatalizorleri,

bazi canli hiicreleri ve farkli biiyiikliikteki mikroorganizmalar1 hapsetmek igin
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kullanilabilen genel bir yontemdir. Bu yontem ¢ok kolay uygulanabilen fiziksel bir
yontemdir. Kimyasal baglanma olmadigindan yiiklii tasiyicilara ihtiya¢ yoktur [94].

Bu yontemde ilk olarak, hiicreler, onceden olusturulmus gozenekli bir
matriks icine hapsedilir. Immobilize hiicreler uygun besiyerinde biiyiimeye
basladiktan sonra, hiicrelerin hareketliligi diger hiicrelerin varlig1 ve matriksin kafes
yapisi tarafindan engellendigi i¢in etkili bir sekilde hapsetme islemi yapilmis olur.

Hiicrelerin hapsedilmesi icin tasiyici destek maddesi secilirken cesitli
faktorlerin géz Oniinde bulundurulmasi gerekmektedir. Bunlar; tasiyicinin fiziksel
yapisi, sertligi ve dayanikliligi gibi mekanik ozellikleri, kimyasal ve mikrobiyal
etkilere karsi direng, hidrofilik ya da hidrofobik 6zelligi, gecirgenlik, yiizey alani,
maliyet ve kolay bulunabilirliktir.

Hapsetme yonteminde en ¢ok kullanilan tasiyici destek materyalleri seliiloz,
aljinat, karregenan gibi dogal polisakkarit kokenli polimerler ve poliiiretan,
polistiren, poliakrilatlar, vinil ve allil polimerler ve poliamitler gibi sentetik
polimerlerdir.

Hapsetme yoOnteminde matriks icinde yiiksek biyokiitle degeri elde
edilebilmesine ragmen, jel ya da kiire seklinde olan matriksten besin iiriiniin ve

oksijen gecisinde difiizyon sinirlamalar olabilir.

1.4.2.3. Hiicre Topaklanmasi (Flokiilasyon)

Hiicre topaklanmasi, hiicrelerin 6zelliklerini koruyarak daha biiyiik birimler

olusturmak iizere bir siispansiyonun icinde hizla kiimelenmeleri veya bir araya

gelmeleri olarak tamimlanmaktadir [95]. Topaklanmis hiicrelerin biiyiikliigii, bu

hiicrelerin ¢esitli tiirlerdeki reaktorlerde kullanilmasina olanak saglar. Bu tutuklanma
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teknigi dolgu yatak, akiskan yatakli ve siirekli karistirmali tank tipi reaktorlerde
kullanilabilir. Topaklanma yetenegi 6zellikle kiif, maya, mantar ve bitki hiicrelerinde
goriilmektedir. Hiicrelerin topaklanma miktarlarini arttirmak i¢in yapay topaklastiric
ajanlar veya capraz baglayicilar kullanilabilir [96]. Topaklanma icin poliaminler,
polietilenimin, polistiren siilfonat ve cesitli fosfatlar gibi pihtilastirma ajanlar1 yaygin
olarak kullanilmaktadir. Topaklanmis hiicrelerin mekanik o6zelliklerinin zayif ve
dayanikliligmin diisiik olmas1 dezavantajlar1 olmasma ragmen yiiksek hiicre
yogunluguna yol agmasi en biiyiik avantajidir. Capraz baglanarak topaklanma, daha
cok diger tutuklanma sistemlerindeki hiicre veya enzim kacaklarin azaltmada
yardimc1 olarak ve diger tutuklanma yontemlerini gelistirmek icin kullanilir.

Maya topaklanmasi, fermantasyon verimliligini, tiriin kalitesini ve mayanin
ortamdan uzaklastirnlmasin etkiledigi icin ozellikle alkollii icecek endiistrisi i¢in
biiylik 6neme sahiptir. Ayrica topaklanma hiicre duvar1 kompozisyonu, pH, sicaklik,
¢cOziinmiis oksijen ve besiyeri bilesimi de dahil olmak iizere pek cok faktor tarafindan
etkilenir [95-97]. Maya hiicrelerinin birbirlerine yapisarak topaklanma gibi dogal bir
yetenegi vardir. Binlerce hiicrenin bir araya gelerek topaklanmasi geri doniisiimlii ve
kalsiyum bagimli bir siirectir [98]. Maya hiicre duvar bitisik hiicre duvarlarindaki
mannoz kalintilarin1 baglayabilen lektin benzeri proteinler icerir. Maya flokiilasyon
FLOI, FLOS, FLOS ve Lg-FLOI1 gibi spesifik genlere baghh karmasik bir siirectir

[99].

1.4.2.4. Bir Bariyerin Arkasinda Cevreleme (Kapsiilasyon)

Canli hiicrelerin mikro kapsiiller veya mikro gozenekli bir membran ile

cevrelenerek tutuklanmasina kapsiilleme denir. Bu tiir tutuklanma, hiicrenin {iriinle
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karismamasi istendiginde ya da yiiksek mol Kkiitleli iriinler elde edildiginde
kullanilabilecek en uygun yontemlerdendir. Bu tiir tutuklanma verimlilik agisindan
caziptir, ama kiitle transferi sinirlamalari, hiicre biiylimesi nedeniyle membranin
kirlenmesi ve yiiksek performansli membranlarin maliyetinin de yiiksek olmas1 gibi
dezavantajlar1 vardir [99-101]. Bu tiir tutuklanmis sistemler hiicrelerin tekrar tekrar
kullanilmasina imkan sagladig1 gibi siirekli fermantasyon siireclerinde de yaygin

olarak kullanilmaktadir [102, 103].

1.5. As1 Kopolimerler

Cok sayida monomerin kovalent baglarla baglanarak bir araya gelmesi
sonucu olusan biiyiikk molekiillere polimer denir. Tek tiir monomer biriminin
tekrarlanmasi ile olusan polimerlere homopolimer denir. Eger polimer birden fazla
tirde monomer biriminin tekrarlanmasiyla olusuyorsa kopolimer adini alir.
Kopolimerler zincirindeki monomerlerin dizilisine gore ardisik, blok ve rastgele
olabilirler [104].

Bir polimerin ana zincirinin sonunda degil de zincir boyunca herhangi bir
yerden ikinci bir polimerin katilmasi ile elde edilen kopolimerler, as1 (graft)
kopolimerler seklinde tanimlanir. Ana zincirde ve yan zincirlerde yer alan monomer
tiirlerinin sayisina bagh olarak cok degisik yapilarda as1 kopolimerler elde etmek
miimkiindiir. Ana zincirin tek tiir monomerden, yan zincirlerin bagka bir monomer
tiiriinden olusmasi, ana zinciri ve yan dallar1 homopolimerik olan bir as1 kopolimer
Verir.

As1 kopolimerlerin eldesi genellikle iki sekilde gerceklestirilir. Bunlar tek

bir monomerle asilama ve iki veya daha fazla tiir monomer karigimi ile asilamadir.
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Tek bir monomerle agilama tek basamakta gerceklesirken, iki tiir monomer
oldugunda birlikte veya ayr1 ayr1 asilanmalart miimkiindiir [105].

Asilama polimerlerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin modifiye edilmesi
icin kullanilan 6nemli bir yontemdir. Bir as1 kopolimer genellikle kendini olusturan
homopolimerler arasinda bir davramg gosterir. Bu sayede asi kopolimerlesme
islemiyle polimerlerin 6zellikleri iyilestirilebilir veya istenilen Ozellikte as1
kopolimerler elde edilebilir [106, 107].

Ast kopolimerlesme isleminde baslatici ¢ok biiyiik 6nem tagimaktadir.
Baslaticinin olusturdugu aktif merkezler bir serbest radikal olabildigi gibi, anyonik
veya katyonik ayrica kondensasyon polimerizasyonunu baslatabilecek bir kimyasal
grup da olabilir. Asilama i¢in polimer zincirinde aktif merkezlerin olusturulmasinda
ana polimere radikal etkisi, ana polimerin hidroperoksidasyonu, redoks tepkimeleri,
fotokimyasal yontemler ve iyonlastirict 1sinlar kullanilabilir.

Ast kopolimerlesme tepkimelerinde genellikle kimyasal baglatici olarak;
2,2’-azobisizobutironitril (AIBN), benzoil peroksit (BPO), amonyum persiilfat
(APS), potasyum persiilfat (PPS), seryum amonyum nitrat (CAN), gibi maddeler

kullamilmaktadir [15, 108-111].

1.6. Karboksimetilseliiloz

Seliilloz dogada en bol bulunan yenilenebilir kaynaklardan bir tanesidir.
Seliiloz, B-1,4 baglariyla baglanmis D-glukopiranoz birimlerinin lineer yapidaki
polimer (poli(B-1,4-D-glikoz)) bilesikleridir (Sekil 1.11.). Seliilozun ortalama mol

kiitlesi ve molekiiler biiyiikliigii selillozun kaynagina gore degisim gostermektedir.
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Seliiloz molekiiliinde hidroksil gruplar zincirden disariya dogru yonelerek birbiriyle
hidrojen baglar1 olusturmaktadir. Molekiiller kolaylikla yan yana dizilebilmekte ve

bu yap1 ¢ok sayida giiclii hidrojen baglar igerdiginden oldukga kararli olmaktadir.
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Sekil 1.11. Seliilozun kimyasal yapist

Seliiloz kimyasal olarak modifiye edildiginde seliiloz tiirevleri elde edilir.
Modifikasyon sayesinde seliilozun kuru ve 1slak saglamhigi, yiizey ozellikleri,
kimyasal diren¢ vb oOzellikleri iyilestirilebilmektedir. En ¢ok kullanilan seliiloz

turevlerinden biri de karboksimetilseliilozdur [112-114].

Karboksimetilseliilloz (CMC) (Sekil 1.12.), anyonik, dogrusal, ucuz,
yenilenebilir, biyolojik olarak pargalanabilir, biyolojik olarak uyumlu ve bitkisel bir
polimer olmasi ve toksik olmamasindan dolayi ticari degeri olan en 6nemli suda
¢oziinebilen seliiloz tiirevlerinden biridir. Serbest asit, sodyum tuzu veya ikisinin
karistmi geklinde bulunabilir. Serbest asit formunda suda ¢oziinmez. Gidalarda
kullanim1 i¢in en yaygin tiirii ise sodyum tuzu olamidir [115]. CMC, 3 degerli
katyonlarla etkilestirildiginde suda c¢oziinmeyen, seffaf, dayamkli ve organik

maddelerden etkilenmeyen jel veya kiire formunda yapilar olusturur.
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COO'Na*

Sekil 1.12. CMC’nin kimyasal yapist

CMC, sicak ve soguk suda c¢oziinebilir, organik c¢oziiciilerde ¢oziinmez.
CMC’nin fonksiyonel 6zellikleri seliillozun yapisal 6zelliklerine (6rnegin; igerdigi
hidroksil gruplarina) baghdir. Kullanildigr {iiriinlerde viskoziteyi jellestirmeden
arttinir. CMC’nin dogal pH’1 8,25 iken ticari olarak daha iyi ¢oziinmesi amaciyla 7-
7,5 pH’ta iiretilir. Uriiniin pH’1 diisiiriildiikge, ¢oziiniirliigii de azalir, 4 ve altindaki

pH’larda suda ¢6ziinmez hale gelir.

Sodyum karboksimetilseliiloz (CMC) alkali seliiloz ile monokloroasetik asit
veya Na-monokloroasetat’in reaksiyonu ile iiretilmektedir. Hidroksil grubunun
reaksiyona girme dereceleri, polimer zincirinin uzunlugu gibi faktorlerle degisik tipte

CMC’ler elde edilebilir.

CMC baslangigta jelatinin yerine kullanilmak iizere Almanya'da iiretilmistir.

1935 yilinda ¢amagir deterjanlarinin etkinligini arttirdigi bulunmus ve bu amagla
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ticari kullanimi artrmigtir. Gidalarda ilk defa kullanimi ise 1946 yilinda Hercules

firmas1 tarafindan uygun safliktaki CMC iiretilerek olmustur [116].

CMC koyulagtirici, su tutucu, sabitleyici, koloit engelleyici, siispansiyon
halini koruyucu, akicilign kontrol edici 6zelliklerinden dolay1 deterjan, kozmetik,

gida, tekstil ve kagit endiistrilerinde yaygin kullanim alani vardir [14, 117].

1.7. N-Vinil-2-Pirolidon

N-vinil-2-pirolidon (NVP), asetilen ve 2-pirolidonun reaksiyonu sonucu
elde edilen, hafif sarimsi1 renkte, kendine has bir kokusu olan, hidrofilik ve iyonik
olmayan bir vinil monomeridir. Suda ya da alkol i¢inde uygun bir baslatici ile serbest
radikalik polimerizasyon yontemiyle polimerlestiginde poli(N-vinil-2-pirolidon)
(PVP) polimeri elde edilir. Monomer haliyle cok toksik ve kanserojen olmasina
ragmen, polimer haliyle kisisel bakim {iiriinlerinde kullanilabilecek kadar giivenli bir
maddedir. IUPAC isimlendirmesine gore 1-etilen-2-pirolidon homopolimeri ve
poli[1-(2-okso-1-pirolidinil)etilen] yaygin isimlendirmelere goére ise polividon,
poli(N-vinil-2-pirolidon), 1-vinil-2-pirolidon polimeri veya polivinilpirolidon
seklinde kullanilmaktadir ve PVP kisaltmasiyla gosterilmektedir. Sekil 1.13.’de NVP

ve PVP’nin molekiil yapilart gosterilmektedir.
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Sekil 1.13. NVP ve PVP’nin molekiil yapist

PVP, beyaz, nem cekici ve kendine has zayif bir kokusu olan bir polimerdir.
Bir ¢ok polimerin aksine suda ve alkoller, aminler, asitler, klorlu hidrokarbonlar, vb.
bircok polar organik coziiciide c¢oziinebilir. Toksik olmayan, biyolojik olarak
parcalanabilen, biyolojik olarak uyumlu, yiiksek jellesme oOzelligine ve ayrica iyi
kompleks olusturma yetenegine sahip hidrofilik bir polimerdir. PVP capraz
baglandiginda mekanik dayanmklilig: diisiik ancak yiiksek su absorplama kapasitesine
sahip bir hidrojel olusturur. [118-121].

PVP yalniz basina kullanilabildigi gibi, bir polimer iizerine asilanarak veya
polimerlerle kopolimeri olusturularak da cesitli endiistriyel uygulamalarda
kullanilmaktadir. Capraz baglanmis sekliyle metal iyonlarinin zenginlestirilmesi,
ayrilmast ve fabrika atik sularindan metal iyonlarinin uzaklastirnilmasinda, gida
endiistrisinde stabilizator olarak, emiilsiyon katki maddesi ve renk algilayici olarak
fotografcilikta, antistatik ajan olarak boyama islemlerinde, tekstil ve fiber
endiistrisinde ve bunlarin yaninda yapistirici, kagit, seramik ve metal endiistrilerinde

de genis kullanim alanlan vardir [118, 119].
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Ayrica giliniimiizde eczacilikta tentiirdiyodun yerine antiseptik olarak

kullanilan batticon ; % 10 serbest iyot iceren 10g PVP-iyot kompleksi icermektedir.

1.8. Etanol Uretimi ile ilgili Yapilan Cahsmalar

Son yillarda serbest veya tutuklanmis mayalarin etanol iiretiminde
kullanilmas1 giderek yaygmlasmistir. Literatiirde mayalar kullanilarak farkli ham
maddelerden etanol iiretilmesi ile ilgili bircok ¢alisma bulunmaktadir.

Chendel ve arkadaslart 1siya dayanmikli S. cerevisiae’yr seker kamisi
saplarina tutuklamiglar ve maksimum etanol tiretimini 22,85 g/L, etanol verimini ise
0,45 olarak bulmuslardir [122].

Liu ve arkadaslan aljinata tutuklanmis S. Cerevisiae ile tath sorgum
suyundan etanol iiretmiglerdir. 100g/L glikoz ve siikroz karisimindan akigkan yatak
reaktor kullanarak 5 saatte hacimce %6,2 etanol iiretmislerdir [123].

Nigam ve arkadaglar1 agara S. cerevisiae tutuklayarak yaptiklari
fermantasyonda 255 g/l glikoz kullandiklarinda 94.4 g etanol (iirettiklerini
belirtmisler ve etanol verimini 0,37 g/g olarak bulmuslardir [124].

Oztop ve arkadaslart HEMA/AAm hidrojellerine S. cerevisiae tutuklayarak
yaptiklar1 fermantasyonda, hidrojeldeki hidrofilik karakteri arttiran AAm yiizdesi
arttik¢a etanol tiretiminin arttigim ve 3-6 g/L/g jel araliginda oldugunu bulmuslardir
[125].

Caceres-Farfan ve arkadaslan yaptiklar1 calismada serbest iki maya karisimi

kullandiklarinda 48 saatte 20-52 g/L araliginda etanol iiretmislerdir [6].
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Yine Nigam yaptig1 baska bir calismada S. cerevisiae’y1 x-karregenana
tukladiktan sonra siirekli fermantasyonda kullanmis ve yaklasik olarak 48 g/L etanol
irettigini bildirmistir [126].

Yu ve arkadaslar1 dogal siipiirge darisina S. cerevisiae hiicrelerini
adsorpsiyon yoluyla tutuklamiglardir. Kesikli fermantasyon deneylerinde baslangic
seker derisimi 200g/L oldugunda fermantasyonun 16 saatte tamamlandigin1 ve etanol
verimi ve etanol {retim hizin1 swrasiyla 4,9 g/g ve 5,72 g/Lsaat oldugunu
bulmuslardir. Iimmobilize hiicrelerin etanol iiretim hizinin serbest hiicrelerden 2,24
kat daha biiyiik oldugunu belitmislerdir [9].

Guimaraes ve arkadaslar1 150g/L laktoz dan S. cerevisiae ile % 8 (v/v)
etanol iretmigler ve etanol tiretim hizim 1,5-2 g/Lsaat olarak bulmuslardir [127].

Nabais ve arkadaglar serbest haldeki S. bayanus’un etanol iiretimi {izerine
ortamdaki kalsiyum iyonlarimin etkisini incelemislerdir. 320 g/L glikoz
kullandiklarinda % 13-17 (v/v) aralifinda etanol iiretmisler ve optimum kalsiyum
derisimini 0,75 M olarak bulmuslardir [128].

Castellar ve arkadaslar1 da karbon kaynagi olarak glikoz kullanarak S.
bayanus ile etanol {retimine ortama eklenen zeolit miktarimin etkisini
incelemislerdir. 220-350 g/L aralifinda glikoz kullandiklar fermantasyonun sonunda
90-120 g/L etanol iiretimine ulagsmiglardir. Ayrica etanol verimi 0,39-0,43 ve etanol
iretim hiz1 da 1,5 -3,0 g/Lsaat araliginda degismektedir [129].

Kilonzo ve arkadaslar1 farkli bir S. tiirii olan S. diastaticus mayasim
poliiiretan kopiige tutuklayarak, hem kesikli hem de siirekli sistemde tutuklanmis
mayadan etanol iiretmislerdir [130]. Karbon kaynagi olarak 240 g/L. dekstrin
kullandiklarinda kesikli sistemde 92 g/L etanol iiretirlerken, siirekli sistemde 83 g/L

etanol iiretmislerdir.
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Brady ve arkadaslan1 Fe;O, ile magnetik 6zellik kazandirdiklan1 kalsiyum
aljinat kiirelerine K. marxianus tutuklamislar ve bu tutuklanmig sistemin etanol
iiretimine Mn** iyonlar1 etkisini arastirmislardir [131]. Karbon kaynagi olarak 40 g/L.
laktoz kullandiklarinda aljinat kiirelerde 16 g/L, manyetik aljinat kiirelerde 18 g/L ve
ortamda Mn** iyonlar1 varliginda 20 g/L etanol iiretmislerdir.

Limtong ve arkadaslar1, 37 °C’de %22 seker igeren seker kamisi suyunda
serbest haldeki K. marxianus mayasin1 fermante ettiklerinde elde ettikleri etanol
miktarin1 % 8,7 (w/v) ve etanol tiretim hizim 1,45 g/Lsaat olarak bulmuslardir [132].

Yine Brady ve arkadaslar1 % 40’lik laktoz kullanarak serbest haldeki K.
marxianus ile 5 g/L. etanol iretirken, manyetik aljinat kiirelerine tutukladiklarinda
etanol iiretimini 12 g/L’ye yiikseltmislerdir [133].

Christensen ve arkadaslar aljinata tutuklanmis K. marxianus kullanarak
peynir alti suyundan etanol iiretmislerdir [134]. Kesikli sistemde 47 g laktoz
kullanarak 20 g/L. etanol elde etmisler ve etanol verimini 0,47 g/g olarak
bulmuslardir. Siirekli sistemde yaptiklar1 deneylerde ise en yiiksek etanol verimini
0,50 g/g ve etanol iiretim hizin1 2,5-4,5 g/Lsaat araliginda bulmuslardir.

Guo ve arkadaslart K. marxianus ve S. cerevisiae kiiltiir karisimini aljinata
tutuklamis ve 100 g/L toplam sekerden serbest K. Marxianus % 3,8 (v/v) etanol
tiretirken, tutuklanmis karigik  kiiltiirin - % 5,3 (v/v) etanol iirettigini

belirlemislerdir[135].

1.9. Calismanin Amaci

CMC iizerine PVP agilanmasi literatiirde calisilmistir [15]. Ancak literatiirde

bu asilama islemi ile elde edilen CMC-as1-PVP kopolimerinin kullanimina yonelik
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calismalar yer almamaktadir. Bu calismada, farkli asilama yiizdelerinde CMC-asi-
PVP as1 kopolimerlerinin, etanol iiretimi i¢in yeni bir destek materyali olarak
kullanilmasi amaclanmistir. Bu kopolimerler capraz baglanarak kiire haline getirilip,
elde edilen kiirelerin element analizi, Fourier transform infrared spektroskopi (FTIR),
termogravimetrik analiz (TGA), taramali elektron mikroskop (SEM) ve sisme
deneyleri ile karakterize edilmistir.

Sonraki basamakta S. cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus mayalari
etanol fermantasyonu i¢in, CMC-as1-PVP as1 kopolimerlerine hapsetme yoluyla
tutuklanmigtir. Maya tutuklanmig bu sistemlerin etanol tretimi {izerine asilama
yiizdesinin, baslangi¢ glikoz derisiminin ve ¢apraz baglayici derisiminin etkisi ve

maya tutuklanmis kiirelerin tekrar kullanilabilirliklerinin aragtirllmasi amag¢lanmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Sodyum karboksimetilseliiloz (25°C’de %2’lik sulu ¢6zeltisinin viskozitesi
400-800 cps) Sigma (Amerika) firmasindan temin edildi.

N-vinil-2-pirolidon (Mol Kiitlesi: 111,14 g/mol ve d: 1,040 g/mL) Merck
(Almanya) firmasindan temin edildi ve 2 mmHg vakum altinda ve 65 °C’de
distilasyon ile saflastirildi.

Aliiminyum kloriir (AICI3, Saflik > %98, Mol Kiitlesi: 133,34 g/mol) aseton
ve dinitrosalisilik asit Fluka (1svigre) firmasindan ve D-glikoz monohidrat (C¢H;,0g .
H,0, Mol Kiitlesi: 198,17 g/mol), asetik asit, aseton, etanol, hidroklorik asit ve
sodyum kloriir Riedel-de Haen (Almanya) firmasindan temin edildi.

Sodyum potasyum tartarat, azobisizobiitironitril (AIBN), hidrokinon ve
sodyum hidroksit Merck (Almanya) firmasindan temin edildi. AIBN asetondan
kristallendirilerek kullanildi.

S. cerevisiae Pakmaya (Tiirkiye) firmasindan ve S. bayanus (IA) ve K.
Marxianus (NCYL 587) suslar1 Ankara Universitesi Gida Miihendisligi Kiiltiir
Koleksiyonu’ndan elde edildi.

Maya oziitii, malt 6ziitii, pepton Difco (Amerika) firmasindan ve agar Lab

M (ingiltere) firmasindan temin edildi.
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2.1.2. Kullamlan Cihazlar

Element Analizi: Elde edilen CMC-as1-PVP as1 kopolimerinin %C, %H ve %N
miktarlarinin tayini LECO CHNS-932 marka (Amerika) elementel analiz cihazi ile
gerceklestirildi.
UV spektrofotometresi: Bu calismada, ¢ozeltilerin renk yogunlugu Shimadzu UV
1800 marka (Japonya) UV/goriiniir bolge spektrofotometre kullanilarak belirlendi.
TGA: CMC, NVP, CMC-asi-PVP;, CMC-asi-PVP, ve CMC-as1-PVP;’nin
termogravimetrik analizini yapmak i¢in TA Q500 marka cihaz kullanildi. Sicaklik
artisina karst ornegin kiitlesindeki degisim Olciilerek elde edilen termogramlardan
analiz yapildi.
SEM: Hazirlanan kiirelerin taramali elektron mikroskop (SEM) goriintiileri JEOL
JSM 5600 marka (Japonya) cihaz ile elde edildi.
BET Analizi: Kuru kiirelerin gozenek boyutlarini belirlemek icin Brunauer, Emmett
ve Teller (BET) analizi ASAP 2020M (A) marka cihaz ile gerceklestirildi.
GC: Mayalarn iirettikleri etanol miktarlarinin tayini, HP 6890 marka (ABD) gaz
kromatografi cihazi ile yapildi. DB-FFAP (30m x 0,32mm, 0,5um film, 40-250°C)
kolon (Agilent Technologies, ABD) ve alev iyonlastirma detektorii (FID) kullanilda.
Tas1yic1 gaz olarak 1,2 mL/dak akis hizinda azot gaz1 kullanildi.

Yukaridaki temel cihazlarin yaninda asagidaki cihazlar da kullanilmistir;

- Calkalamali su banyosu (Medline BS-21, Kore)

- Manyetik karistirict (Corning PC-420, Amerika)

- Etiiv (Nive FN-120, Tiirkiye)

- pH metre (Hanna instruments HI 221, Romanya)

- Analitik terazi (Sartorius CP224 S, Almanya)
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- Santrifiij (Niive NF 1215, Tiirkiye)

- Otoklav (Niive, Tiirkiye)

2.2. Deneysel Yontem

2.2.1. CMC-as1-PVP As1 Kopolimerinin Sentezi

Asilama iglemi azot gazi atmosferinde, 250 mL’lik iic boyunlu balonda, geri
sogutucu altinda su banyosunda gergeklestirildi. 1g CMC saf su ile 50 mL’lik balon
jojede, oda sicakliginda, manyetik kanstirici ile 24 saat karistirilarak ¢oziildii. Olusan
¢oOzelti bir miktar saf su ile ti¢ boyunlu balona aktarildi. Cozeltiye gerekli miktarda
NVP ilave edilerek 70 °C’deki su banyosunda karisimdan 30 dakika azot gazi
gecirildi. Sonra karisitma 2 mL asetonda ¢o6ziilmiis olan AIBN baglaticisi ilave
edilerek toplam ¢6zelti hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi. Reaksiyon boyunca
ortamdan siirekli azot gazi gecirilmeye devam edildi. Asilama reaksiyonu siiresi 2
saatte sabitlendi. Bu siire bitiminde ortama 5 mL doymus hidrokinon ¢ozeltisi ilave
edilerek reaksiyon durduruldu. Olusan iiriin asetonda coktiiriildii. Uriin siiziildii ve
¢oken homopolimerin uzaklastirilmasi igin etil alkolle soksletde 48 saat yikandi.
Homopolimeri uzaklastirilan ag1 kopolimer 40 °C’de etiivde sabit tartima gelene
kadar kurutuldu. CMC-as1-PVP’nin  sentezi sematik olarak Sekil 2.1.°de

gosterilmistir.
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Sekil 2.1. CMC iizerine NVP asilama semasi [15]

2.2.2. Asilama Yiizdesine Monomer Derisiminin Etkisi

CMC-as1-PVP  kopolimerindeki PVP miktarin1 dolayisiyla asilama
yiizdesini degistirmek i¢in asilama isleminde 3 farkli NVP monomer derisimi (0,27
M, 0,46 M ve 0,65 M) kullanildi. Agilama islemi béliim 2.2.1.”de anlatilan yonteme
gore yapildi. Elde edilen as1 kopolimerlerdeki C, H ve N yiizdeleri elementel analiz
cihazi ile belirlendi. Asilama deneylerinde elde edilen 3 farkli asilama yiizdesindeki
kopolimerlere asilama yiizdesi degerlerine gore CMC-as1-PVP,, CMC-as1-PVP, ve

CMC-as1-PVP; kisaltmalariyla gosterileceklerdir.
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2.2.3. CMC ve CMC-as1-PVP Kiirelerinin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilacak CMC ve CMC-as1-PVP;, CMC-as1-PVP, ve CMC-
as1-PVP; kopolimerlerinin bos kiireleri sivida olgunlastirma yontemi ile olusturuldu.
CMC-as1-PVP;, CMC-as1-PVP, ve CMC-as1-PVP; kopolimerlerinin %3 (m/v)’lik,
CMC’nin ise %2 (m/v)’lik sulu ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin, 0,1 M, 0,3 M
ve 0,5 M AICI; ¢ozeltilerinin iizerine pipetle damlatilmasi ile as1 kopolimer AP
iyonlan ile capraz baglandi ve kiireleri olusturuldu. Kiireler 30 dakika capraz
baglandiklan ¢ozeltilerde bekletildikten sonra 15 dakika da saf su icinde bekletildi ve

yikandiktan sonra kurutuldu.

2.2.4. Kiirelerin Sisme Derecesinin Belirlenmesi

Boliim 2.2.3.”de anlatilan yonteme gore hazirlanan CMC ve CMC-as1-PVPy,
CMC-as1-PVP, ve CMC-as1-PVP; bos Kkiirelerinin % sisme dereceleri etanol
tiretiminde kullanilacak besiyerinde belirlendi. Besiyer 10 g glikoz, 0,5 g maya 6ziitii
ve 0,5 g malt dziitiiniin 100 ml saf suda c¢oziilmesiyle hazirland1 ve ¢ozeltinin pH’s1
5,0 degerine ayarlanarak 121°C’de 15 dakika sterilize edildi. Besiyere farkli agilama
yiizdelerindeki kiirelerden belirli miktarlarda atildi. Degisik zaman araliklarinda
kiireler besiyerden c¢ikarilarak yiizeysel olarak kurulanip tartildi ve tekrar
bulunduklar1 ortamlara atilarak sisme deneylerine devam edildi. Besiyerdeki
kiirelerin kiitleleri degismedigi zaman deney sonlandirildi. Sigsme derecesi asagidaki

formiil kullanilarak hesaplandi.
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Sigmis kiire kiitlesi - Kuru kiire kiitlesi <100 2.1)

% Sisme derecesi = -
Kuru kiire kiitlesi

2.2.5. Mayalar icin Kiiltiir Ortamlar

2.2.5.1. Kat1 Besi Ortam

Kat1 besi ortami icin 0,3 g maya oziitii, 0,3 g malt 6ziitii, 0,5 g pepton, 1,5 g
agar ve 1 g glikoz 100 mL saf suda ¢oziildii ve 121°C’de 15 dakika sterilize edilerek
steril petri kabina dokiildii. S. cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus mayasi platin
tel ile agar ortamina ekildi. Kati ortam 30°C’de 48 saat inkiibatorde mayalarin
gelismesi i¢in bekletildi ve daha sonra +4°C’de depolandi. Mayalar kati ortamda her

ay yeniden iiretilerek saklandi.

2.2.5.2. Biiyiime Ortam

Kat1 ortamda depolanan mayalar fermantasyonda kullanilmadan 6nce bir 6n
bilylime ortamina ekilerek biiyiitiiliirler. Bilylime ortamu i¢in 5 g glikoz, 1 g maya
oziitii, 1 g pepton ve 0,1 g MgSOy. 7 HO 100 mL saf suda ¢oziildii ve 121°C’de 15
dakika sterilize edilerek hazirlandi. Kati ortamdan platin tel ile alinan mayalar
bilyiime ortamina ekildi ve 30°C’de 125 rpm hizla Karistirilarak belirli siirelerde
inkiibatorde biiyiitiildii. Mayalarin biiylime ortaminda biiyiitiilme siireleri onlarin
biiylime egrilerinden logaritmik evrenin sonu olarak belirlendi. Buna gore bilyiime
ortamina ekilen mayalardan S. cerevisiae 12 saat, S. bayanus 16 saat ve K. marxianus

15 saat biiyiitiildii.
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2.2.5.3. Fermantasyon Ortami

Fermantasyon ortami biiyiime ortami ile aymi bilesime sahip olmasina
ragmen madde miktarlar1 degistirilmistir. Belirli miktarda glikoz, 0,5 g maya oziitil,
0,5 g pepton ve 0,1 g MgSO, . 7 HO 100 mL saf suda coziilerek pH’1 5,0 degerine
ayarlandi ve 121°C’de 15 dakika sterilize edildikten sonra maya tutuklanmig

kiirelerin fermantasyonlarinda kullanildi.

2.2.6. Maya Uremesinin Takibi

S. cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus serbest hiicrelerinin biiylime
ortamlarinda, miktarindaki zamana bagh artis UV-goriiniir bolge spektrofotometresi
ile Olciilmiistiir. Mayalar biiylime ortamlarina ekildikten sonra belirli zaman
araliklarinda ortamdan alinan Orneklerin 620 nm’de verdigi absorbans degerleri

oOlciilerek zamana karsi grafige geg¢irilmistir [8].

2.2.7. Maya Kuru Kiitlesinin Belirlenmesi

Fermantasyon sirasinda kullanmlacak asi mikroorganizma miktarim g/L
olarak belirlemek amaciyla biiyiime ortami hazirlandi ve sterilize edildikten sonra
mikroorganizma asilanarak 30°C’de 125 rpm hizla Kkaristirilarak inkiibatorde
mikroorganizmalar biiyiitiildii. Onceden bos agirliklar1 tartilmis olan santrifiij
tiiplerine belirli zaman araliklarinda bilirli hacimlerde 6rnekler alindi. Maya bulunan
tiipler 3000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi. Ustteki sulu kisim atild1 ve iizerlerine %

0,9’luk NaCl’den 5 mL ilave edilip tekrar 3000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi.
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Ustteki kisim yine atild1 ve tiipler mikrodalga firinda kurutuldu. Kurutulan tiiplerin
agirliklan sabit tartima gelene kadar tartildi [122]. Asagidaki esitlikten yararlanilarak

kuru hiicre agirlig1 g/L olarak belirlendi.

Dolu tiip kiitlesi - Bos tiip kiitlesi

Kuru Kiitle (g/L)= x1000 (2.2)

Alinan 6rnek hacmi

2.2.8. Mayalarin Polimerik Desteklere Tutuklanmasi

CMC-as1-PVP;, CMC-as1-PVP, ve CMC-as1-PVP; kopolimerlerinden % 3
(m/v)’liikk, CMC den ise % 2 (m/v)’lik ¢ozeltiler hacimleri gerekli miktardan 5 mL az
olmak kosulu ile hazirlandi. Biiylime ortaminda gerekli siire boyunca iiretilen
mayalar santrifiijlenerek sivi kisim ayrildiktan sonra %0,9’luk NaCl ile yikandu.
Mayalarin iizerlerine tekrar 5 mL %0,9’luk NaCl ¢ozeltisi eklenerek daha Once
hazirlanan kopolimer cozeltilerine eklenmistir. Polimerlerin ¢apraz baglanmasi igin
0,5 M AICI3.6H,0O ¢ozeltilerine, maya ile karigtirilmis 4 farkli polimer pipetle ayri
ayrt damlatilarak kiireleri olusturuldu. Kiireler 30 dakika c¢apraz baglandiklari
cozeltilerde bekletildikten sonra 15 dakika da saf su icinde bekletilip yikandi ve

kurutuldu.

2.2.9. Fermantasyon Deneyleri

Maya tutuklanmis CMC, CMC-as1-PVP;, CMC-as1-PVP, ve CMC-as1-PVP;
kiireleri, hazirlanan fermantasyon ortamlarina eklendi. Calkalamali su banyosunda
30°C’de 125 rpm hizli karigtirilarak inkiibe edildi. Fermantasyon ortamindan belirli

siirelerde Ornekler alindi ve bu orneklerden tutuklanmis mayalarin zamanla glikoz
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tilketim ve etanol iiretim miktarlar1 ile fermantasyon verimi ile etanol iiretim hizlar
tayin edildi.

Tutuklanmis mayalarin etanol {iretimleri iizerine baslangic glikoz
miktarlarinin etkisini arastirmak i¢in boliim 2.2.5.3.’de anlatilan fermantasyon
ortamlarindaki glikoz miktarlar1 50, 100, 150 ve 200 g/L olacak sekilde hazirland1 ve
yukarida anlatilan islemler bu dort farkli derisimde glikoz iceren fermantasyon
ortami1 kullanilarak yiiriitildii.

Tutuklanmis mayalarin etanol {dretimleri iizerine c¢apraz baglayici
derisiminin etkisini arastirmak i¢in boliim 2.2.7.’de anlatilan ¢ozeltiler hazirlandi.
Gerekli miktarlarda maya siispansiyonlarn ile kangstirilan bu ¢ozeltilerin farkh
derigimlerdeki (0,1, 0,3 ve 0,5 M) A" cozeltileriyle kiireleri olusturuldu. Maya
tutuklanmig bu kiireler 10 g glikoz, 0,5 g maya oziitii, 0,5 g malt oziitii ve 0,1 g
MgSO,. 7 H,O (100 mL, pH= 5,0) iceren fermantasyon ortaminda etanol iiretiminde
kullanildi.

Kiirelerin tekrar kullanilabilirliklerini belirlemek amaciyla 0,5 M AlP ile
capraz baglanarak hazirlanmig kiireler 10 g glikoz, 0,5 g maya oziitii, 0,5 g malt
oziiti ve 0,1 g MgSO4. 7 H,O (100 mL, pH= 5,0) iceren fermantasyon ortaminda
inkiibe edildi. Fermantasyonun bitiminde kiireler ortamdan ¢ikarilarak 0,9’luk NaCl
cozeltisi ile yikandi ve yeni fermantasyon ortamina atilarak tekrar inkiibe edildi.
Tekrar kullamim islemine kiireler mekanik dayanikliliklarim1 veya mayalar

aktifliklerini kaybedinceye kadar devam edildi.

2.2.10. Glikoz Analizi

Fermantasyon ortamlarindaki glikoz miktarlari, dinitro salisilik asit reaktifi

ile glikozun olusturdugu kahverengi ¢ozeltinin 540 nm’deki renk yogunlugunun UV
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spektrofotometresinde Ol¢iilmesiyle belirlendi [136]. Glikoz iceren ¢ozeltiden 0,5 mL
deney tiipiine alind1 ve tizerine 1,5 mL DNS reaktifi (1 g dinitro salisilik asit, 2 g
NaOH ve 30 g sodyum potasyum tartarat saf suda ¢oziilerek toplam hacim 100 mL
ye seyreltildi) eklenerek 5 dakika kaynayan su igerisinde bekletildi. Oda sicakligina
soguyan kahverengi ¢ozeltiye 5 mL saf su eklendi. Cozeltinin renk yogunlugu 540
nm dalga boyunda 1 cm 151k yollu kiivetler kullanilarak belirlendi. Kalibrasyon
grafigi i¢in 0,5-2,5 mg/L derisim aralifinda glikoz ¢ozeltileri hazirlanarak DNS
reaktifi ile verdikleri renklerin absorbans degerleri grafige gecirildi. Derigimi
bilinmeyen glikoz c¢ozeltilerinin 540 nm’de absorbans degerleri Olgiildii ve

kalibrasyon grafigi yardimiyla bu ¢6zeltilerin derisimleri bulundu.

2.2.11. Gaz Kromatografisi ile Etanol Tayini

Gaz kromatografisinde detektor tarafindan algilanan veriler elektrik
sinyaline cevrilerek pik olarak kaydedilir. Piklerin biiyiikliigli her zaman detektdrden
gecen madde miktariyla dogru orantilidir.

Fermantasyon ortamlarinda iiretilen etanol miktarlarinin tayini kalibrasyon
grafigi yontemiyle belirlendi. Bu islem i¢in belirli derisimlerdeki etanol ¢ozeltileri
gaz kromatografi cihazina enjekte edildi ve elde edilen piklerin alanlarina gore
kalibrasyon egrisi olusturuldu. Derisimi bilinmeyen etanol ¢ozeltileri GC cihazina
enjekte edildikten sonra cihazdan elde edilen pik alanlarina gore kalibrasyon

egrisinden yararlanilarak etanol ¢ozeltilerinin derisimleri belirlendi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

3.1. CMC-as1-PVP kopolimerlerinin Kiirelerinin Karakterizasyonu

CMC-as1-PVP kopolimerlerinin kullandigimiz yontemle sentezi ve genel
karakterizasyonu laboratuarimizda yapilmistir [15]. Bu calismada ise farkli
miktarlarda monomer kullanilarak farkli asilama yiizdelerinde kopolimerler elde
edilmis ve elde edilen as1 kopolimerlerin kiireleri olusturularak bu kiireler element
analizi, Fourier transform infrared spektroskopisi (FTIR), termogravimetrik analiz
(TGA), taramali elektron mikroskop (SEM) ve sisme deneyleri ile karakterize edildi.

Asilama deneylerinde ii¢ farkli derisimde monomer kullanilarak ti¢ farklh
asilama yiizdesinde kopolimer elde edildi. Cizelge 3.1.°de asilama sirasinda
kullanilan monomer (NVP) derisimleri ile bu asilama deneylerinde elde edilen CMC-
as1-PVP kopolimerlerinin element analizi sonuglar1 ve asilama yiizdeleri (GY)
goriilmektedir. Bu kopolimerlerin asilama yiizdeleri 20% (CMC-as1-PVP)), 24%
(CMC-as1-PVP,), ve 32% (CMC-as1-PVP3) olarak hesaplanmistir. Asilama
isleminde kullanilan monomer derisimi dolayisiyla azot yiizdesi arttikca asilama
yiizdesinin arttifi goriilmektedir. Biitiin maya tutuklanma deneylerinde bu

kopolimerler ve karsilagtirmak icin asillanmamis CMC kullanilmistir.
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Cizelge 3.1. CMC-as1-PVP kopolimerlerinin elementel analiz sonuglar1 ve agilama

yiizdeleri
Monomer
Kopolimer GY (%) C (%) H (%) N (%)
Derisimi (M)
CMC-as1-PVP, 0,27 20 40.85 5.95 2.78
CMC-as1-PVP, 0,46 24 42.16 6.30 3.36
CMC-as1-PVP; 0,65 32 44.35 6.49 4.50

3.1.1. CMC ve CMC-as1-PVP Kiirelerinin FTIR Analizleri

Sekil 3.1’de CMC ve CMC-as1-PVP (%32 as1 yiizdesine sahip kopolimer
icin) FTIR spektrumlari goriilmektedir. CMC’nin FTIR spektrumunda, 3500 cm™’de
gdzlenen genis band (O-H) gerilmesine ve 2917 cm™’de gozlenen diisiik siddetteki
bandin alifatik (C-H) gerilmesine ait oldugu diistiniilmektedir. 1656 ve 1499 cm’
deki keskin ve siddetli bantlarin (—COQO") grubuna ait simetrik ve asimetrik
gerilmelere, 1330 cm™ deki bandin (O-H) egilmesine ve 1050 ile 1100 cm™de
gozlenen genis bantlarin glikozit baglarimin (C-O-C) gerilmelerine ve alkol
gruplarinin (C-O) gerilmelerine ait oldugu belirlenmistir [121, 137].

CMC-as1-PVP’nin FTIR spektrumunda 3509 cm ™’ de gdzlenen genis bandin
CMC tizerindeki (-OH) gruplarindan kaynaklanan (O-H) gerilmesine, 2919 cm ™’ de
gdzlenen bandin PVP ve CMC iizerindeki alifatik (C-H) gerilmelerine, 1646 cm™de
goriilen genis bandin PVP ve CMC iizerindeki (C=0) gerilmelerine, 1477 cm™’de

gozlenen bantlarin CMC iizerindeki (-COQO™) grubuna ait asimetrik gerilmelere,
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1423 ve 1294 cm™ deki 2 pik asilanmis CMC’deki PVP nin yapisinda olan alifatik
(C-N) gerilme ve egilmelerine aittir. Ayrica 1050 ile 1100 cm™’de gozlenen genis
bantlarin CMC {izerindeki (C-O) gerilmelerine ait oldugu belirlenmistir. CMC-asi-
PVP kopolimerinin FTIR spektrumunda PVP’nin karakteristik gerilme bantlar

asilamanin gerceklestigini gostermektedir [119,138].
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Sekil 3.1. CMC ve CMC-as1-PVP kiirelerinin FTIR spektrumlari

3.1.2. As1 Kopolimerin Termogravimetrik Analiz Sonuclari

CMC, PVP homopolimerleri ile CMC-as1-PVP;, CMC-as1-PVP, ve CMC-

as1-PVP; kopolimerlerinin termal bozunmalariyla, kiitle kayiplar1 arasindaki iliskiyi

belirlemek i¢in termogravimetrik analizleri yapilmistir.
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Sekil 3.2. CMC, PVP ve CMC-as1-PVP’nin TGA termogramlari

CMC, PVP ve CMC-as1-PVP; (%32 as1 yiizdesine sahip kopolimer icin)
termogravimetrik analiz sonuglar1 Sekil 3.2.’de gosterilmistir. CMC’nin termogrami
incelendiginde ii¢ asamali bozunma piki gozlenmistir. Sicaklik 30°C’den 150°C’ye
yiikseldiginde CMC’nin kiitlesinin %12,42’sini kaybettigi goriilmiis ve bu kaybin
yapisindaki suyun uzaklasmasindan kaynaklandig1 belirlenmistir. 275°C’de gozlenen
bozunmada ise polimer Kkiitlesinin %52,29’unu ve 500 ile 900°C arasinda da
kiitlesinin %?24,82’sini kaybetmistir. Bu bozunma pikleri CMC polimerindeki
zincirlerin kopmasindan ve yapinin tamamen bozunmasindan kaynaklanmaktadir.

PVP’nin termograminda 20-110°C ve 300-450°C sicaklik araliklarinda iki
agamali bozunma piki gozlenmistir. 20-110°C sicaklik araliginda PVP polimeri
kiitlesinin %10,84’tinii kaybetmis ve bu kaybin polimerin yapisindaki suyun

uzaklagsmasindan kaynaklandigi belirlenmistir. 400°C’de gozlenen bozunmada ise
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polimerin kiitlesinin %88,07’sini kaybetmis ve polimer termal olarak tamamen
bozunmustur.

CMC-as1-PVP5’lin termograminda dort temel bozunma piki goriilmektedir.
Bu piklerden 30-120°C arasindaki pik kopolimerin yapisindaki suyun
uzaklagmasindan kaynaklanmakta olup polimerin kiitlesinin %7,91’ine karsilik
gelmektedir. 250°C’de gozlenen bozunmanin kopolimerdeki CMC zincirlerinin
kopmasindan kaynaklandigi diistiniilmiis olup bu pike karsilik gelen kiitle azalmasi
%26,67°dir. 325-600°C sicaklik araliginda kopolimerin Kiitlesinde %40,90’lik bir
azalma olup bu azalmanin kopolimerdeki PVP’nin bozunmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmiistiir. Termogramdaki son pik ise kalan CMC’nin tamamen bozundugunu
diisiindiiren ve %18,46’1lik kiitle artisina karsilik gelen piktir.

CMC, PVP ve CMC-as1-PVP; polimerleri kiitlelerinin %50’sini yaklasik
olarak sirastyla 300, 420 ve 375°C’de kaybetmislerdir. Baslangi¢ bozunma
sicakliklarina gore 1si1l kararliligi en yiiksek olan 400°C ile PVP, en diisiik olan ise
yaklasik 250°C ile CMC-ag1-PVP5’tiir. CMC’nin baglangi¢ bozunma sicakhigi ise
275°Cdir.

Asilama ile elde edilen CMC-as1-PVP;, CMC-as1-PVP, ve CMC-as1-PVP;
kopolimerlerinin termal kararliliklarnn kendi aralarinda karsilastirildiginda ise
kopolimerlerin tamaminda aym sicaklik araliklarinda dort tiir bozunma piki
gozlenmektedir (Sekil 3.3.). Farkli olan deger, asilama ylizdesine bagl olarak ayni
sicaklik araliklarinda farkli miktarda kiitle kayiplarinin olmasidir. Burada dikkat
ceken pikler 200-325°C sicaklik araliginda ve kopolimerdeki CMC’nin
bozunmasindan kaynaklanan pikler ile 325-600°C sicaklik araligindaki PVP’nin
bozunmasindan kaynaklanan piklerdir. Kopolimerler CMC-as1-PVP;, CMC-agsi-

PVP, ve CMC-as1-PVP; sirasina gore incelendiginde asilama yiizdesi dolayisiyla
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kopolimerdeki PVP miktar1 artmaktadir. Buna paralel olarak da CMC miktar
diismektedir. Dolayisiyla PVP’nin kopolimerdeki miktarinin artmasi veya diismesine
paralel olarak kopolimerdeki kiitle kayiplarinin degismesi gerekir. CMC-as1-PVP;,
CMC-as1-PVP, ve CMC-as1-PVP; kopolimerlerinin 200-325°C sicaklik araliginda
kiitle ayiplar1 sirasiyla %33,95, %27,66 ve %?26,67°dir. Bu pik CMC’ye ait
oldugundan asilama yiizdesinin artmasiyla kopolimerdeki CMC kiitlesinin diigsmesi
gercegini dogrulamig olur. Benzer sekilde kopolimerlerin 325-600°C sicaklik
araliginda kiitle kayiplart sirasiyla %24,03, %36,06 ve %40,46’dir. Bu sicaklik
araligindaki pik de kopolimerdeki PVP’nin bozunmasindan kaynaklandigindan
asilama yiizdesi arttikca daha fazla PVP bozunmustur. Bu sonu¢ aynmi zamanda
kopolimerdeki PVP miktarinin artmasiyla asilama yiizdesinin arttiginin bir kaniti
olarak da diistiniilebilir.

Literatiirde de benzer sonuclar bulunmaktadir. De Britto ve Assis [139]
karboksimetilseliillozun farkli tuzlarmin 1s11 degradasyonlarini incelediklerinde
sodyum karboksimetilseliillozun baslangic bozunma sicakligini bizim calismamiza
benzer sekilde yaklasik 250°C, kalsiyum tuzununkini ise yaklasik 270°C olarak
bulmuslardir. Patel ve arkadagslar1 [140], sodyum karboksimetilaljinata, metil akrilat
agilamiglardir. Bu kopolimerin termogrami incelendiginde, 75-215°C’de yapidaki
suyun c¢ikisini gosteren ve 250-630°C’de aljinatin depolimerizasyonu gosteren iki
tane 1s1l bozunma piki gozlendigini ve aljinatin kiitlesinin %50’sini kaybettigi

sicakligin 340°C oldugunu rapor etmislerdir.
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Sekil 3.3. CMC-as1-PVP;, CMC-as1-PVP, ve CMC-as1-PVP; kopolimerlerinin

karsilastirilmali TGA ve DTGA termogramlari
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3.1.3. CMC, CMC-as1-PVP;, CMC-as1-PVP, ve CMC-as1-PVP; Kiirelerin Sisme

Derecelerinin Belirlenmesi

Sisme deneylerinin ilk kisminda CMC ile CMC-as1-PVP;, CMC-as1-PVP,
ve CMC-as1-PVPs kopolimerlerinin 0,5 M AP cozeltisinde, ¢ozeltide olgunlastirma
yontemiyle kiireleri olusturuldu. Capraz baglanmis bos kiirelerin sisme dereceleri
30°C’deki su banyosunda gravimetrik olarak belirlendi. Bu amagla fermantasyon
ortamina atilan kiireler belirli siirelerde cikarilarak tartildi ve kiirelerin kiitlelerinin
artisgina gore esitlik 2.1 kullamilarak % sisme dereceleri hesaplandi. % Sigsme
derecesinin zamanla degisimini iceren grafikler Sekil 3.4. ve Sekil 3.5.°de
verilmektedir. Sekillerdeki ortak nokta ise biitiin kiireler i¢in denge sisme derecesine
yaklagik 3 saatte ulasilmis olmasidir.

Capraz baglayici derisimi sabit tutuldugunda (Sekil 3.4.), CMC’nin % sisme
derecesi %94 iken, %20 PVP asilandiginda %141, %24 PVP asilandiginda %181 ve
%32 PVP asilandiginda %225’e yiikselmistir. Bu sonuclara gore sisme derecesi
asilama ylizdesinin artmasiyla artmaktadir. Bu artisin nedeni CMC’ye asilanan
PVP’nin hidrofilik karakterde bir polimer olmasi ve aym zamanda asilamanin
dallanma seklinde olup, dallanmanin da kopolimerdeki serbest hacimleri

arttirmasidir. Bu sayede kopolimerin daha fazla su tutmasi saglanmaktadir.
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Sekil 3.4. CMC, CMC-as1-PVP;, CMC-as1-PVP, ve CMC-as1-PVP; kiirelerinin %

sisme derecelerinin zamanla degisimi

Model olarak secilen CMC-as1-PVP; kopolimerinin farkli derisimlerdeki
capraz baglayicilarla olusturulan kiirelerinin % sisme derecelerinin zamanla degisimi
ise Sekil 3.5.’de verilmistir. Sekil incelendiginde capraz baglayici derisiminin 0,5
M’dan 0,3 ve 0,1 M’a diismesiyle, % sisme derecesi de %225’ten %317 ve %386’ya
artmistir. Capraz baglayic1 ne kadar az olursa kiireler o kadar fazla sismektedirler.
Capraz baglanma CMC’nin yapisinda bulunan —OH gruplar iizerinden olmaktadir.
Dolayisiyla ortamda capraz baglayici ne kadar ¢ok olursa o kadar ¢ok —OH grubu

baglanacak ve kopolimerin serbest hacmi azalarak daha az sisecektir.
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Sekil 3.5. CMC-as1-PVP; kiirelerinin % sisme derecelerinin capraz baglayici

derigimiyle degisimi

Bu konuda yapilan ¢alismalar incelendiginde benzer sonuglar goriilmektedir
[141-143]. Isiklan ve arkadaslann [141] yaptiklan calismada CMC gibi dogal
polisakkarit kokenli bir polimer olan aljinata PVP asiladiklarinda, asilama ile %

sisme derecesinin % 142’den % 227’ye yiikseldigini belirtmislerdir.

3.14. CMC ve CMC-as1-PVP Kiirelerinin Taramal Elektron Mikroskop

Goriintiileri

CMC ve agsilanmig CMC’den elde edilen kiirelerin yiizey ozelliklerinin
gozlenmesi icin SEM fotograflan ¢ekilmistir. Ancak fotograflar ¢ekilmeden Once
kiirelerin i¢ yapisinin da gozlenebilmesi kiireler ortadan ikiye kesilmis ve kurutularak

fotograflanmistir (Sekil 3.6.). Sekil 3.6. A ve B’de kiirelerin ortadan ikiye kesilmis
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resimleri goriilmektedir. Bu resimler incelendiginde, CMC’den elde edilen kiirenin
icinin, diiz homopolimer zincirlerinden olustugu icin bosluksuz, dolgulu bir sekilde
oldugu goriilmektedir. CMC-as1-PVP kopolimerinin i¢ yapisina bakildiginda ise,
kenarlardan merkeze dogru kanallarin oldugu piiriizlii, girintili bir sekil

goriilmektedir. Ast kopolimerdeki bu girintili yapinin sebebi ise PVP’nin dallanma

seklinde asilanmas1 ve bu yiizden kopolimer i¢cinde serbest hacimlerin artmasidir.

Sekil 3.6. A) CMC kiirelerinin SEM goriintiileri B) CMC-as1-PVP kiirelerinin SEM

goriintiileri

3.1.5. CMC ve CMC-as1-PVP Kiirelerinin Gozenek Analizleri

Kiirelerin gozenek boyutu Brunauer, Emmett ve Teller (BET) analizi ile
belirlendi. Bu analiz i¢gin kiirelerin kuru olmasi gerektigi icin kiireler kurutulmusg
ancak kiireler kurutuldugunda yapisindaki su tamamen uzaklastig1 icin kiireler
biiziilmiis ve gozenek boyutlari normalden daha kiiciik cikmustir. Cizelge 3.3.

incelendiginde, CMC’nin gozenek boyutu 3,589 nm iken asilama ile gozenek boyutu
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artmig ve 5,876 nm’ye kadar yiikselmistir. Asilamanin gozenek boyutunu arttirmasi
kiirelerin SEM fotograflarindaki girintileri agiklamak icin de yeterlidir.

Kiirelerin gézenek hacmi ise sigmis kiirelerin adsorpladiklar1 su miktarina
gore hesaplanarak bulundu. bu sonuclar incelendiginde CMC polimerine PVP’nin

(%32) asilanmasiyla gdozenek hacmi %63’liik bir artig gostermistir.

Cizelge 3.2. Kiirelerin gozenek boyutu ve gozenek hacmi

CMC-as1- CMC-as1- CMC-asi-

CMC
PVP, PVP, PVP;
Gozenek boyutu (nm) 3,589 4,431 5,153 5,876
Gozenek hacmi (cm3/g kiire) 1,390 1,426 1,820 2,266

3.2. Fermantasyon Deneyleri

3.2.1. Kiirelere Maya Tutuklanmasi

Maya tutuklanmasinda CMC ile CMC-as1-PVP;, CMC-as1-PVP, ve CMC-
as1-PVP; kopolimerleri destek materyali olarak kullanilmislardir. Bu materyallere S.
cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus mayalari tutuklanmistir. immobilizasyonun
gerceklesmesinin ispatlamak icin maya tutuklanmis kiirelerin yine i¢ kesitleri
alindiktan sonra SEM fotograflar1 ¢ekilmistir. Sekil 3.7. A, C ve E swrasiyla S.

cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus tutuklanmis CMC ile Sekil 3.7. B, D ve F ise
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sirasiyla S. cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus tutuklanmis CMC-as1-PVP
kiirelerine ait resimleri gostermektedir.

S. cerevisiae (Sekil 3.7. A ve B) ve S. bayanus (Sekil 3.7. C ve D) mayasi
resimlerde kolayca secilebilirken K. marxianus (Sekil 3.7. E ve F) hiicreleri yiizeye
yakin bolgelerde koloniler seklinde ve iizerleri polimer kapli, kabartilar seklinde
goriilmektedirler. Ayrica K. marxianus’ un boyutlarimin diger mayalara gore cok
daha kii¢iikk olmast Sekil 3.7. E ve F resimlerinin 2000 biiyiitmeyle c¢ekilmesine
neden olmustur. Yine CMC Kiirelerine ait resimler (Sekil 3.7. A, C, E) ile CMC-asi-
PVP kiirelerine ait resimler (Sekil 3.7. B, D, F) karsilastirildiginda daha once
bahsedilen agilamanin yiizeyi girintili-cikintih yaptig: tezi burada da dogrulanmstir.
CMC-as1-PVP Kkiirelerinin yiizeyleri digerlerine gore daha girintili ve piiriizliidiir.
Bunun nedeni diizgiin bir sekilde siralanan CMC polimerlerine PVP’nin dallanma

seklinde asilanmasi ve dallanmanin da yiizeyi piiriizlestirmesidir.
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Sekil 3.7. Maya tutuklanmis kiirerin SEM fotograflar1 A) S. cerevisiae tutuklanmig
CMC B) S. cerevisiae tutuklanmis CMC-as1-PVP C) S. bayanus
tutuklanmig CMC D) S. bayanus tutuklanmig CMC-asi-PVP E) K.

marxianus tutuklanmig CMC F) K. marxianus tutuklanmig CMC-as1-PVP
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3.2.2. Maya Tutuklanms Kiirelerin Fiziksel Ozellikleri

S. cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus mayalart tutuklanmig CMC ile
CMC-as1-PVP;, CMC-as1-PVP, ve CMC-as1-PVP; kopolimerlerinin kiirelerinin
karakterizasyonu i¢in fermantasyondan dnce ve sonra kiirelerin ¢aplar1 dl¢iilmiistiir.
Bu islem i¢in fermantasyondan once ve fermantasyondan sonra ortamlardan 10’ar
adet kiire rastgele alinarak elektronik bir mikrometre (Mitutoyo IP.65) ile caplari
Olciildii ve bu degerlerin ortalamalar1 alinarak kiirelerin ¢aplar1 hesaplandi.

Ayrica kiirelerin icine tutuklanan mayalarin fermantasyon siiresince, kiire
icinde ve fermantasyon ortamindaki miktarlarinin bulunmasi i¢in tutuklanma yiizdesi

esitlik 3.1.”e gore hesapland.

Tutuklanma yiizdesi (%) = Tutuklanan kuru kiitle x 100 (3.1)

Toplam kuru kiitle

Elde edilen veriler her maya icin ayr1 ayr hesaplanarak Cizelge 3.3., 3.4. ve 3.5.°de

verilmistir.
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Cizelge 3.3. S. cerevisiae tutuklanmis kiirelerin ¢aplan ve tutuklanma yiizdeleri

CMC-asi1- CMC-asi1- CMC-asi1-
CMC
PVP, PVP, PVP;
Fermantasyondan once kiire 2.655 2.859 3.064 3.206
caplart (mm)
Fermantasyondan sonra kiire 3.862 4123 4393 4,667
caplart (mm)
Serbest kuru kiitle (g/L) 0,448 0,45 0,5154 0,525
Tutuklanmis kuru kiitle (g/L) 3 3,792 4,728 5,988
Tutuklanma yiizdesi (%) 87 89 90 92

Cizelge 3.4. S. bayanus tutuklanmis kiirelerin ¢aplar ve tutuklanma yiizdeleri

CMC-as1- CMC-as1- CMC-asi1-
CMC
PVP, PVP, PVP;
Fermantasyondan once kiire
2,941 3,216 3,304 3,563
caplari (mm)
Fermantasyondan sonra kiire
4,134 4,327 4,682 4,875
caplart (mm)
Serbest kuru kiitle (g/L) 0,621 0,708 0,815 0,891
Tutuklanmis kuru kiitle (g/L) 3,163 4,244 5,392 6,943
Tutuklanma yiizdesi (%) 84 86 87 89
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Cizelge 3.5. K. marxianus tutuklanmis kiirelerin ¢aplan ve tutuklanma yiizdeleri

CMC-asi1- CMC-asi1- CMC-asi1-

CMC
PVP, PVP, PVP;
Fermantasyondan once kiire
3,153 3,267 3,459 3,784
caplari (mm)
Fermantasyondan sonra kiire
4,255 4,538 4,798 4,940
caplari (mm)
Serbest kuru kiitle (g/L) 0,768 0,817 0,864 0,901
Tutuklanmis kuru kiitle (g/L) 3,099 4,198 4,695 5,851
Tutuklanma yiizdesi (%) 80 83 84 86

S. cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus tutuklanmis kiirelerin
fermantasyondan onceki ¢aplar karsilastirildiginda, cap en biiyiik olan K. marxianus,
sonraki S. bayanus ve en kiicilk olan da S. cerevisiae tutuklanmig kiirelerdir.
Kiirelerin hazirlanig bi¢imleri ayni olduguna gore bu farklilik 6n biiyiitme sirasinda
cap1 biiyiik olan kiiredeki mayanin daha fazla cogaldigimi gosterir. Kiire caplari
incelendiginde mayalarin ¢ogalma miktarlarinin fermantasyondan sonra da ayni
oranda degistigi goriilmektedir.

Ayrica tutuklanma yiizdeleri incelendiginde ise bu defa durum yukarida
anlatilanin tersi sekilde gelismistir. Immobilizasyon yiizdesi en biiyiik olan S.
cerevisiae tutuklanmis kiireler sonra S. bayanus ve sonra da K. marxianus
tutuklanmug kiireler gelmektedir. S. bayanus ve K. marxianus tutuklanmis kiirelerde
daha fazla miktarda maya iiremesine ragmen Kkiirelerin biiyiikliikleri arttigr igin

kiirelerden disartya maya hiicreleri sizmis ve disaridaki serbest maya hiicrelerinin de
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¢ok iiremesi sonucu, tutuklanma yiizdeleri S. cerevisiae tutuklanmig kiirelere gore
daha diisik cikmistir. K. marxianus tutuklanmig kiirelerden disariya maya
hiicrelerinin sizmasinin baska br nedeni ise K. marxianus hiicrelerinin boyutlarinin
diger maya hiicrelerine gore daha kiiciik olmasi ve bu ylizden kiirelerdeki
gozeneklerden daha kolay bir sekilde ve daha fazla miktarda disariya sizmig
olmalardir.

Maya tutuklanmig kiireler kendi aralarinda karsilastirildiginda CMC’ye
asilanan PVP miktan arttik¢a kiirelerin biiyiikliikleri, hiicre miktarlar1 ve tutuklanma
yiizdeleri artmistir. Kiirelerin biiyiiklikklerinin artmasinin temel nedeni sisme
ozellikleriyle ilgilidir. Asilama ile sisme derecesi artar ve kiire daha ¢ok sisecegi i¢in
icinde daha fazla maya iireyebilir. Bu sayede de asilama yiizdesi ile hem maya

miktar1 hem de tutuklanma yiizdesi artmis olur.

3.2.3. Mayalarin Cogalma Egrileri

Mayalarin  polimerlerle karnstirilip tutuklanmadan ©nce ne kadar
biiyiitiilmesi gerektigini belirlemek icin zamanla mayalarin tiremeleri takip edildi.
Serbest mayalarin biiylime ortamlarinda zamanla kiitlelerindeki artis hem UV-
goriintir bolge spektroskopisi ile hem de ortamdan alinan orneklerdeki maya
kiitlelerinin Ol¢iilmesi yoluyla belirlendi. Mayalar biiyiime ortaminda, biiyiime
egrisinde logaritmik evrenin sonlarina kadar olan siire bilyiiltiiliip ortamdan alindilar
ve tutuklanma islemlerinde kullanildilar. Sekil 3.8.’de S. cerevisiae, S. bayanus ve K.
marxianus mayalarinin biiylime egrileri goriilmektedir. Cogalma egrilerinde
logaritmik fazin sonu S. cerevisiae i¢in 12 saat, S. bayanus i¢in 16 saat ve K.

marxianus i¢in 15 saat olarak belirlenmistir. Ayrica ¢ogalma egrileri incelendiginde
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biiylime ortaminda en fazla hiicre artisi K. marxianus’ta sonra S. bayanus’ta ve en az

da S. cerevisiae’dadir.

Absorbans
=
W
|

1 —
——S. cerevisiae
0,5 —a—S. bayanus
—— K. marxianus
0 \ \ \ \

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33

Zaman (saat)

Sekil 3.8. Mayalarin ¢ogalma egrileri

3.2.4. Tutuklannus Mayalarin Etanol Uretimlerinin Baslangic Glikoz Derisimi

Ile Degisimi

CMC ile PVP agillanmig CMC-as1-PVP;, CMC-as1-PVP, ve CMC-as1-PVP;
kopolimerin kiirelerine tutuklanmis S. cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus
mayalar1 ayni fermantasyon ortamlarinda, 30°C sicaklikta, pH 5,0’te ve 125 rpm
calkalama hizinda inkiibe edilmislerdir. Fermantasyon boyunca belirli siirelerde
ortamdan sivi Ornek alinarak bu Orneklerde mayalarin zamanla glikoz tiiketim

miktarlar ve etanol iiretim miktarlan tayin edilmistir. Cizelge 3.6.’de S. cerevisiae
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tutuklanmig kopolimerlerin, ¢izelge 3.7.’de S. bayanus tutuklanmis kopolimerlerin ve
cizelge 3.8.da da K. marxianus tutuklanmig kopolimerlerin farkli glikoz derisimleri
kullanildigindaki fermantasyon sonuclari gosterilmistir. Bu sonuglarda baslangig
glikoz derisimine kars1 fermantasyonun siiresi ve o fermantasyonda ne kadar etanol
tiretildigi verilmektedir.

Cizelge 3.6. incelendiginde tutuklanmis S. cerevisiae’nm 50, 100, 150 ve
200 g/L glikozu sirasiyla 18, 27, 42 ve 48 saatte tiikettigi ve maksimum etanol
tiretiminin ise sirasiyla 27,4, 59,3, 82,0 ve 108,1 g/L oldugu belirlenmistir.

Cizelge 3.7. incelendiginde tutuklanmis S. bayanus’un 50, 100, 150 ve 200
g/L glikozu sirasiyla 3, 6, 9 ve 12 saatte tiikettigi ve maksimum etanol iiretimlerinin
ise sirasiyla 22,80, 46,88, 64,61 ve 98,78 g/L olarak bulundugu goriilmektedir.

Cizelge 3.8.’dan ise tutuklanmig K. marxianus’un 50, 100, 150 ve 200 g/L
glikozu sirastyla 10, 18, 24 ve 33 saatte tiikettigi ve maksimum etanol iiretimlerinin
ise sirasiyla 22,32, 42,54, 69,58 ve 94,33 g/L olarak bulundugu goriilmektedir.

Baslangic glikoz derisimi arttikca dogal olarak iiretilen etanol miktar1 da
artmaktadir. Immobilize mayalarin etanol iiretimleri karsilastirildiginda en fazla
miktarda etanolii S. cerevisiae ve en az miktarda etanolil ise K. marxianus’un Urettigi
goriilmektedir. Ancak fermantasyon siirelerine bakildiginda en kisa siirede glikozu

tilketen maya dolayisiyla en hizli etanol iireten maya S. bayanus’tur.
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Cizelge 3.6. S. cerevisiae tutuklanmis kiirelerin baslangic glikoz derisimi ve asilama

yiizdesi ile fermantasyon siiresi ve etanol iiretiminin degisimi

Polimerlerin Baslangic glikoz Fermantasyon Etanol Uretimi

ismi derigimi (g/L) Siiresi (saat) (g/L)
CMC 50 18 22,8
CMC-as1-PVP, 50 18 23,7
CMC-as1-PVP, 50 18 24,9
CMC-as1-PVP; 50 18 27,4
CMC 100 27 46,4
CMC-as1-PVP, 100 27 50,7
CMC-as1-PVP, 100 27 54,4
CMC-as1-PVPs 100 27 59,3
CMC 150 42 67,0
CMC-as1-PVP, 150 42 71,1
CMC-as1-PVP, 150 42 75,8
CMC-as1-PVP; 150 42 82,0
CMC 200 48 84,4
CMC-as1-PVP, 200 48 90,0
CMC-as1-PVP, 200 48 95,7
CMC-as1-PVP; 200 48 108,1
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Cizelge 3.7. S. bayanus tutuklanmis kiirelerin baslangi¢ glikoz derisimi ve asilama

yiizdesi ile fermantasyon siiresi ve etanol iiretiminin degisimi

Polimerlerin Baslangic glikoz Fermantasyon Etanol Uretimi

ismi derigimi (g/L) Siiresi (saat) (g/L)
CMC 50 3 21,81
CMC-as1-PVP, 50 3 22,11
CMC-as1-PVP, 50 3 22,35
CMC-as1-PVP; 50 3 22,80
CMC 100 6 43,72
CMC-as1-PVP, 100 6 44,91
CMC-as1-PVP, 100 6 45,22
CMC-as1-PVPs 100 6 46,88
CMC 150 9 60,80
CMC-as1-PVP, 150 9 61,56
CMC-as1-PVP; 150 9 63,77
CMC-as1-PVP; 150 9 64,61
CMC 200 12 92,12
CMC-as1-PVP, 200 12 94,43
CMC-as1-PVP, 200 12 96,11
CMC-as1-PVP; 200 12 98,78
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Cizelge 3.8. K. marxianus tutuklanmis kiirelerin baglangi¢ glikoz derisimi ve asilama

yiizdesi ile fermantasyon siiresi ve etanol iiretiminin degisimi

Baslangic¢ glikoz Fermantasyon Etanol Uretimi

Polimerler derigimi (g/L) Siiresi (saat) (g/L)
CMC 50 10 20,05
CMC-as1-PVP, 50 10 21,14
CMC-as1-PVP, 50 10 21,96
CMC-as1-PVPs 50 10 22,32
CMC 100 18 37,95
CMC-as1-PVP, 100 18 40,15
CMC-as1-PVP, 100 18 41,51
CMC-as1-PVPs 100 18 42,54
CMC 150 24 61,52
CMC-as1-PVP, 150 24 65,25
CMC-as1-PVP; 150 24 68,54
CMC-as1-PVP; 150 24 69,38
CMC 200 33 85,34
CMC-as1-PVP, 200 33 90,41
CMC-as1-PVP, 200 33 92,14
CMC-as1-PVPs 200 33 94,33

Etanol verimi (Ypss) ve etanol tretim hizi (Qp) fermantasyon

proseslerindeki en onemli etanol iiretim parametrelerindendir. Bu calismada da S.
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cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus tutuklanmig kiirelerin fermantasyonunda elde
edilen sonuglardan etanol iiretim parametreleri (Yp/s ve Qp) esitlik 3.2 ve esitlik 3.3’e

gore hesaplanmis ve sonuglar sirasiyla Cizelge 3.9., 3.10. ve 3.11°de gosterilmistir.

Uretilen etanol miktari (g/L)
Tiiketilen glikoz miktar (g/L)

Etanol verimi (Ypss) = 3.2)

Uretilen etanol miktari (g/L)

Etanol iiretim hiz1 (Qp) = 3.3)

Fermantasyon siiresi (saat)

Yps fermantasyon sonunda ka¢ gram glikozdan, ka¢ gram etanol tiretildigini
belirten bir degerdir. Fermantasyon deneylerinde Yp;s degerleri genellikle 0,4 ile
0,6 g etanol/g glikoz araliginda bulunmustur. Bu teorik verim ve literatiirdeki
degerlerle uyum icindedir. Yp;s degerleri en yiiksek olan maya S. cerevisiae’dir.
Ancak bu mayanin da dezavantaj1 fermantasyon siiresinin uzun olmasidir.

Qp ise mayanin ne kadar siirede ne kadar etanol iirettiginin bir Ol¢iisiidiir.
Qp’nin bilyiik olmasi o mayanin daha verimli oldugunu yani daha kisa siirede daha
cok etanol iiretebildigini gostermektedir. Asagidaki cizelgeler incelendiginde en
yiiksek Qp degerleri S. cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus mayalar i¢in sirasiyla
2,25, 8,23 ve 2,85 g/L.saat olarak bulunmustur. Bu sonuglara gére en hizli etanol
lireten maya S. bayanus‘tur ve Qp degerleri 6,75 ile 8,23 g/L.saat araliginda
degismektedir.

Kiireler asilama yiizdelerine gore karsilagtirildiginda ise CMC’ye gore
asitlanmig CMC’lerin Ypis ve Qp degerlerinin daha yiiksek olduklar1 goriilmektedir.
As1 kopolimerler kendi aralarinda karsilastirildiklarinda ise asilama yiizdesi arttikca

Ypis ve Qp degerlerinin arttign gozlenmektedir. Ayrica Cizelge 3.9., 3.10. ve 3.11
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incelendiginde model olarak sectigimiz CMC-as1-PVP; kopolimerinin tiim mayalar
icin ve biitiin glikoz derisimlerinde en verimli ve en hizli etanol iiretilmesini saglayan
destek materyali oldugu goriilmektedir. Asilama ile kiirelerin serbest hacmi,
dolayisiyla biiyiikliikleri ve sisme dereceleri arttig icin kiireler icin daha konforlu ve
daha fazla hiicrenin iireyebilecegi bir ortam olusturulmustur. Bu sayede de asilama

Ypss ve Qp degerlerini arttirmistir.

Cizelge 3.9. S. cerevisiae tutuklanmis kiirelerin baslangi¢ glikoz derigimi ve

asilama ylizdesi ile etanol iiretim parametrelerinin degisimi

Polimerlerin Baslangic glikoz Etanol Verimi Etanol Uretim

ismi derisimi (g/L) (Ypss) Hiz1 (g/Lsaat)
CMC 50 0,466 1,266
CMC-as1-PVP, 50 0,487 1,316
CMC-as1-PVP; 50 0,510 1,383
CMC-as1-PVP; 50 0,559 1,522
CMC 100 0,471 1,718
CMC-as1-PVP, 100 0,516 1,877
CMC-as1-PVP; 100 0,552 2,014
CMC-as1-PVP; 100 0,602 2,196
CMC 150 0,453 1,595
CMC-as1-PVP, 150 0,479 1,690
CMC-as1-PVP; 150 0,510 1,804
CMC-as1-PVPs 150 0,434 1,952
CMC 200 0,426 1,758
CMC-as1-PVP, 200 0,454 1,875
CMC-as1-PVP; 200 0,551 1,990
CMC-as1-PVPs 200 0,543 2,250
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Cizelge 3.10. S. bayanus tutuklanmis kiirelerin baslangic glikoz derisimi ve

asilama ylizdesi ile etanol iiretim parametrelerinin degisimi

Polimerlerin Baslangic glikoz Etanol Verimi Etanol Uretim
ismi derigimi (g/L) (Yprs) Hiz1 (g/Lsaat)
CMC 50 0,436 7,27
CMC-as1-PVP, 50 0,442 7,37
CMC-as1-PVP, 50 0,447 7,45
CMC-as1-PVPs 50 0,456 7,6
CMC 100 0,437 7,287
CMC-as1-PVP, 100 0,449 7,485
CMC-as1-PVP, 100 0,452 7,537
CMC-as1-PVPs 100 0,459 7,647
CMC 150 0,405 6,756
CMC-as1-PVP, 150 0,410 6,84
CMC-as1-PVP, 150 0,425 7,086
CMC-as1-PVPs 150 0,431 7,179
CMC 200 0,461 7,68
CMC-as1-PVP, 200 0,472 7,87
CMC-as1-PVP, 200 0,481 8,01
CMC-as1-PVP; 200 0,494 8,23
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Cizelge 3.11. K. marxianus tutuklanmis kiirelerin baslangic glikoz derigimi ve

asilama ylizdesi ile etanol iiretim parametrelerinin degisimi

Polimerlerin Baslangic glikoz Etanol Verimi Etanol Uretim

ismi derigimi (g/L) (Yprs) Hiz1 (g/Lsaat)
CMC 50 0,401 2,005
CMC-as1-PVP, 50 0,423 2,114
CMC-as1-PVP, 50 0,439 2,196
CMC-as1-PVPs 50 0,446 2,232
CMC 100 0,38 2,108
CMC-as1-PVP, 100 0,402 2,231
CMC-as1-PVP, 100 0,415 2,306
CMC-as1-PVPs 100 0,425 2,363
CMC 150 0,41 2,563
CMC-as1-PVP, 150 0,435 2,719
CMC-as1-PVP, 150 0,457 2,856
CMC-as1-PVPs 150 0,463 2,891
CMC 200 0,427 2,586
CMC-as1-PVP, 200 0,452 2,74
CMC-as1-PVP, 200 0,461 2,792
CMC-as1-PVP; 200 0,472 2,858

Kullanilan tutuklanmis mayalarin 100 g/L. glikoz igeren fermantasyon

ortaminda etanol iiretim miktarlar1 ve etanol iiretim hizlan ¢izelge 3.12.°de
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karsilastirilmistir. Fermantasyonu en kisa siirede tamamlaya ve en hizli atanol iireten

maya S. bayanus, ancak en yiiksek miktarda etanol iireten maya ise S. cerevisiae’dir.

Cizelge 3.12. Tutuklanmis mayalarin asilama yiizdesi ile fermantasyon siiresi ve

etanol iiretiminin degisiminin karsilastirilmasi

Kullanilan Polimerlerin | Fermantasyon Etanol Etanol tiretim
maya ismi siiresi (saat) derisimi hiz1 (g/Lsaat)
(g/L)
CMC 27 46,4 1,718
CMC-as1-PVP, 27 50,7 1,877
S. cerevisiae
CMC-as1-PVP, 27 54,4 2,014
CMC-as1-PVP; 27 59,3 2,196
CMC 6 43,72 7,287
CMC-as1-PVP, 6 4491 7,485
S. bayanus
CMC-as1-PVP, 6 45,22 7,537
CMC-as1-PVP; 6 46,88 7,647
CMC 18 37,95 2,108
CMC-as1-PVP, 18 40,15 2,231
K. marxianus
CMC-as1-PVP, 18 41,51 2,306
CMC-as1-PVP; 18 42,54 2,363

Literatiirdeki S. cerevisiae ile yapilan calismalar incelendiginde bizim
calismamizda buldugumuz etanol {iretim miktarlari ve etanol verimleri

literatiirdekilerden daha yiiksek olmasina ragmen, fermantasyon siiresinin uzun
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olmasindan dolay1 buldugumuz etanol iiretim hizlar literatiirdekilere yakin veya
disiik cikmistir. Agara tutuklanmis S. cerevisiae ile yapilan bir calismada 255 g/L
glikozdan 94.4 g etanol iiretilirken ve etanol verimi 0,37 g/g olarak bulunmustur
[124]. Baska bir calismada S. cerevisiae k-karregenana tuktuklandiktan sonra siirekli
fermantasyonda yaklasik 48 g/L. etanol iiretilmistir [126]. Baska bir ¢alismada 1s1ya
dayanikli S. cerevisiae seker kamis1 saplarina tutuklandiktan sonra maksimum etanol
tiretimi 22,85 g/L., etanol verimi ise 0,45 olarak bulunmustur. [122]. Yu ve
arkadaslann dogal siipiirge darisina tutukladiklan S. cerevisiae ile 200g/L seker
kullanarak yiriittiikleri fermantasyon 16 saatte tamamlanmis ve etanol verimi ve
etanol tiretim hizin sirasiyla 4,9 g/g ve 5,72 g/Lsaat olarak bulunmustur [9]. Diger bir
calismada da 150g/L laktoz dan S. cerevisiae ile % 8 (v/v) etanol iiretilmis ve etanol
tiretim hizini 1,5-2 g/Lsaat olarak bulunmustur [127].

S. bayanus ile yapilan fermantasyonlardan elde edilen veriler literatiirdeki
verilerle kiyaslandiginda etanol verimleri ¢ok farklilik géstermemekle birlikte, etanol
tretim hizlarimin  literatiirdeki  degerlere gore oldukga yiliksek olduklar
goriilmektedir. Literatiirde etanol iiretim hizlart 0,4 ile 3 g/Lsaat araliginda
degismekteyken, bizim caligmamizda 6,7-8,2 g/lsaat araligina kadar yiikselmistir.
Buda kullanilan S. bayanus tutuklanmis destek materyallerinin etanol iiretiminde
literatiirdekilere gore cok daha verimli oldugunu gostermektedir.

Nabais ve arkadaslar serbest haldeki S. bayanus’un fermantasyonunda 320
g/LL glikoz kullandiklarinda % 13-17 (v/v) araliginda etanol iiretmislerdir [128].
Bagka bir ¢alismada 220-350 g/L. arali§inda S. bayanus ile yiiriitiilen fermantasyonda
etanol veriminin 0,39-0,43 ve etanol iiretim hizinin da 1,5-3,0 g/Lsaat araliinda

bulundugu bildirilmistir [129].
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Literatirdeki K. marxianus ile yapilan calismalara bakildiginda bizim
caligmamizdakilerle benzer sonuclara rastlanmaktadir. Brady ve arkadaslan
manyetik aljinat kiirelerine K. marxianus tutuklamislar ve 40 g/L. laktozdan 18 g/L
etanol iiretmislerdir [131].

Diger bir ¢alismada ise 37 °C’de %22 seker iceren seker kamisi suyunda
serbest haldeki K. marxianus mayasim fermante edildiginde % 8,7 (w/v) etanol
iretilmis ve etanol liretim hiz1 1,45 g/Lsaat olarak bulunmustur [132].

Aljinata tutuklanmis K. marxianus kullanarak peynir alti suyunun kesikli
fermantasyonunda 47 g laktoz iceren peynir alt1 suyundan 20 g/L etanol elde edilmis
ve etanol verimi 0,47 g/g olarak bulunmustur. Siirekli sistemde yapilan deneylerde
ise en yiiksek etanol verimi 0,50 g/g ve etanol iiretim hiz1 2,5-4,5 g/Lsaat araliinda

bulunmustur [134].

3.2.5. Tutuklannms Mayalarin Etanol Uretimlerine Capraz Baglayial

Derisiminin EtKisi

Capraz baglayic1 derisiminin etanol {iiretimi iizerine etkisini incelemek
amaciyla 0,1, 0,3 ve 0,5 M AP cozeltileriyle, model olarak se¢ilen CMC-as1-PVP;
kopolimerinin kiireleri olusturularak bu kiirelere S. cerevisiae, S. bayanus ve K.
marxianus mayalar tutuklanmis ve 100 g/L glikoz iceren fermantasyon ortaminda
fermante edilmistir. Fermantasyon boyunca ortamdan alinan Orneklerden etanol
derisimleri Ol¢iilmiis ve etanol iiretim hizlart hesaplanmistir. Cizelge 3.13.°de
mayalarin capraz baglayic1 derisimine karsi etanol iiretim hizlan ve etanol

derisimlerindeki degisimler verilmektedir.
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S. cerevisiae tutuklanmis kiirelerin ¢apraz baglayici derisimi 0,5 M’dan 0,3
ve 0,1 M’a azaldiginda fermantasyon siireleri 27 saatten sirasiyla 24 ve 20 saate
diismiistiir. Etanol iiretim hizi ise 2,19 g/Lsaat’ten 2,21 ve 2,51 g/Lsaate
yiikselmistir. Ancak diger maya hiicrelerinde fermantasyon siiresinde bir degisiklik
gbdzlenmemistir.

S. bayanus tutuklanmis kiirelerin ¢apraz baglayici derisiminin 0,5 M’dan 0,3
ve 0,1 M’ azalmasiyla 9 saatlik fermantasyon siiresinde etanol iiretimleri 45,88
g/L’den 46,86 g/L ve 47,32 g/L’ye ¢ok kiiciik artiglarla yiikselmistir. Benzer sekilde
etanol iiretim hizlar da 7,64 g/Lsaatten 7,81 ve 7,88 g/Lsaate yiikselmistir.

K. marxianus tutuklanmig kiireler incelendiginde ise 18 saatlik
fermantasyon siiresinde c¢apraz baglayici derisiminin 0,5 M’dan 0,3 ve 0,1 M
degerine azalmasiyla etanol tretimleri sirasiyla 42,54, 44,86 ve 47,75 g/L’ye
yiikselmis ve yaklasik olarak %5,17 ve %10,91 artmistir.

Capraz baglayic1 derisimi azaldiginda kiirelerin biiyiikliikkleri ve sisme
dereceleri artmaktadir. Dolayisiyla bu da kiirelerdeki godzenek biiyiikliiklerinin
artmasina ve bu sayede kiirelerin icine substratin daha kolay difiizlenip, {iriiniinde
daha kolay disariya cikmasina neden olur. Bu sayede maya tutuklanmis kiirelerin
capraz baglayici derisimleri azaldikca etanol iiretim hizlan artmistir. Ancak capraz
baglayicit derisiminin diisiik olmasmin dezavantaji kiirelerin dayanikliliklarinin
azalmasidir. Bu yiizden fermantasyon deneylerinde daha dayanikli kiireler i¢in

yiiksek derisimde ¢apraz baglayici kullanilmustir.
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Cizelge 3.13. Tutuklanmis mayalarmm etanol {iretimine capraz baglayici

derigiminin etkisi

Kullanilan maya Capraz baglayici Etanol derisimi | Etanol iiretim hizi
derisimi (M) (g/L) (g/Lsaat)

0,5 59,30 2,19

S. cerevisiae 0,3 53,04 2,21
0,1 50,20 2,51

0,5 45,88 7,64

S. bayanus 0,3 46,86 7,81
0,1 47,32 7,88

0,5 42,54 2,36

K. marxianus 0.3 44,86 2,49
0,1 47,75 2,65

3.2.6. Maya Tutuklanmis Kiirelerin Tekrar Kullamlabilirlikleri

S. cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus tutuklanmis CMC ile CMC-asi-
PVP;  CMC-as1-PVP, ve CMC-as1-PVP; kopolimerinin kiireleri 100 g/L glikoz
iceren fermantasyon ortaminda fermante edilmistir. Fermantasyon siireleri S.
cerevisiae igin 27 saat, S. bayanus i¢in 6 saat ve K. marxianus igin 18 saat olarak
sinirlandirlmistir. Fermantasyon siiresinin sonunda kiireler ortamdan aliarak steril
izotonik su ile yikandiktan sonra yeni fermantasyon ortamlarina koyularak
fermantasyona devam edilmistir. Elde edilen sonuclar Sekil 3.9., 3.10. ve 3.11.de

gosterilmektedir.
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Sekil 3.9. S. cerevisiae tutuklanmis kiirelerin tekrar kullamim sayilarini
gostermektedir. Bu sonuglara gore biitiin kiireler aktivitelerini kaybetmeden 4 kez
tekrar kullanilabilirler. 4. kullanimda kiirelerin etanol iiretimleri, ilk kullanimdaki
degerlerden yaklasik %4-11 oraninda diigmiistiir.

S. bayanus tutuklanmis kiirelerin tekrar kullanim sayilar1 Sekil 3.10.’da
gostermektedir. Bu sonuclara gore S. bayanus tutuklanmig biitiin - kiireler
aktivitelerini kaybetmeden 7 kez tekrar kullanilabilirler. 7. kullanimda ise kiirelerin
etanol iiretimleri, ilk kullammdaki degerlerden yaklasik olarak % 4-6 oraninda
diismiistiir.

Sekil 3.11.’de ise K. marxianus tutuklanmis Kkiirelerin tekrar kullanim
sayilar1  gosterilmektedir. K. marxianus tutuklanmis kiireler aktivitelerini
kaybetmeden 6 kez tekrar kullamilabilmektedirler 6. kullamimda kiirelerin etanol

tiretimleri, ilk kullanimdaki degerlerden yaklasik olarak % 2-7 oraninda diigmiistiir.

Fianol derisiri (gL

Tekrar bt sasna

[[] cnc CMC-&;—PVPI [omMe-apPYE) ] CMC-ap PYP 5

Sekil 3.9. S. cerevisiae tutuklanmis kiirelerin tekrar kullanim sayilari
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[[] cnac ] cMC- ap-PVE, [[]CMC-ap-FVF, R CMC-ap PVE 5

Sekil 3.10. S. bayanus tutuklanmis kiirelerin tekrar kullanim sayilari

Etenol derigimi (gl

Tekrar knllarmm says

1] cuc ElCMC- ap-PVF, [[ICMC-aq-FVE; Y CMC-a PVF 3
Sekil 3.11. K. marxianus tutuklanmus kiirelerin tekrar kullanim sayilari
Kiirelerin sekillerde verilen tekrar kullanim sayilarindan daha fazla

kullanilamamasinin nedeni ise kiirelerin mekanik dayanikliliklarim kaybetmeleridir.

Kiirelerin icindeki maya hiicrelerinin arka arkaya yapilan fermantasyonlarda
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tiremeleri devam etmis ve ¢ogalarak kiirelerin mekanik dayanikliligini azaltmistir.
Bu kullanimlarin sonunda kiireler yavas yavas par¢alanmaya baglamislardir. Ama bu
deneylerde elde edilen tekrar kullanim sayilarina ulagsmak bile bu kiirelerin
endiistriyel uygulamalarda kullanilmas i¢in yeterli sebep teskil etmektedir. Literatiir

incelendiginde benzer sonuglar ve uygulamalar mevcuttur [144, 145].

93



4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada, karboksimetilseliilloz tizerine N-vinil-2-pirolidon monomeri
asiland1 ve elde edilen kopolimerin ve karboksimetilselillozun, ¢apraz baglanma
yontemiyle kiireleri olusturuldu ve bu kiirelere hapsetme yoluyla cesitli mayalar
tutuklandi. Sonrasinda maya tutuklanmais kiireler etanol fermantasyonunda kullanilda.

Bu calismalardan elde edilen sonuclar asagida 6zetlenmistir.

1. CMC’ye PVP asilandiginda olusan kopolimerlerin sisme dereceleri
asilama yiizdesi ile dogru orantili olarak artmaktadir.

2. Maya tutuklanmis as1 kopolimer kiirelerinin, CMC kiirelerine gore daha
biiyiik olmasi ve i¢ yapisimin da daha girintili ve dalgali olmasi
fermantasyon isleminde substratin ve iiriiniin tasinmasi i¢cin 6nemli bir
ozelliktir.

3.  Maya tutuklanmis kiirelerden tutuklanma ozellikleri ve etanol iiretimi
acisindan en verimli olan kiire asilama yiizdesi % 32 olan CMC-as1-PVP3
kiiresidir.

4. 8. cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus tutuklanmis Kkiirelerin
maksimum etanol tretimleri sirasiyla 108,1, 98,78 ve 94,33 g/L olarak
bulunmustur.

5. S. cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus tutuklanmis kiirelerde en
yiiksek etanol iiretim hizi sirasiyla 2,25, 8,23 ve 2,89 g/Lsaat olarak

bulunmustur.
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10.

Kiireler olusturulurken kullanilan ¢apraz baglayici derisiminin azalmasi
etanol tiretimini arttirmasina ragmen kiirelerin mekanik dayanikliliklarim
diisirmektedir.

Arka arkaya yapilan fermantasyonlarda S. cerevisiae tutuklanmis kiireler
4 kez, S. bayanus tutuklanmis kiireler 7 kez ve K. marxianus tutuklanmig
kiireler de 6 kez tekrar kullanilabilmektedir.

Kiirelerin tekrar kullanim sayilarina ve etanol {iretim hizlarina
bakildiginda en verimli maya tiiriiniin S. bayanus oldugu goriilmektedir.
Bu sonuglar, farkli asilama yiizdelerinde hazirlanan kopolimerlerin maya
tutuklanmas1 icin destek metaryali olarak, etanol fermantasyonlarinda
basariyla kullanilabildigini gostermektedir.

Ayrica bu tutuklanmis sistemlerin endiistriyel etanol iiretiminde verimli

olarak kullanilabilme 6zelliklerinin oldugu diistiniilmektedir.
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