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ÖZET 

 

POLĐ(N-VĐNĐL-2-PĐROLĐDON) AŞILANMIŞ SODYUM 

KARBOKSĐMETĐLSELÜLOZUN BAZI MAYA TÜRLERĐNĐN 

TUTUKLANMASINDA MATRĐKS OLARAK KULLANILABĐLĐRLĐĞĐNĐN 

ARAŞTIRILMASI 

 

GÖKGÖZ, Murat 

Kırıkkale Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Kimya Anabilim Dalı, Doktora tezi 

Danışman: Prof. Dr. Mustafa YĐĞĐTOĞLU 

Aralık 2011, 113 sayfa 

 

Bu çalışmada modifiye edilmiş karboksimetilselüloz etanol üretimi için 

yeni bir destek materyali olarak kullanıldı. Yeni destek materyali olarak 

karboksimetilselüloz (CMC) ile N-vinil-2-pirolidonun (NVP) farklı aşılama 

yüzdelerinde aşı kopolimerleri hazırlandı. Bu kopolimerlerden çapraz bağlanarak 

oluşturulan küreler element analizi, Fourier transform infrared spektroskopisi 

(FTIR), termogravimetrik analiz (TGA), taramalı elektron mikroskobu (SEM) ve 

şişme deneyleri ile karakterize edildi. 

Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces bayanus ve Kluyveromyces 

marxianus mayaları etanol fermantasyonu için, karboksimetilselüloz-aşı-poli(N-

vinil-2-pirolidon) (CMC-aşı-PVP) aşı kopolimerlerine hapsetme yoluyla tutuklandı. 

Etanol üretimi üzerine aşılama yüzdesinin, başlangıç glikoz derişiminin ve çapraz 
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bağlayıcı derişiminin etkisi araştırıldı. Ayrıca S. cerevisiae, S. bayanus ve K. 

marxianus mayaları tutuklanmış kürelerin tekrar kullanılabilirlikleri araştırıldı ve S. 

cerevisiae tutuklanmış kürelerin 4 kez, S. bayanus tutuklanmış kürelerin 7 kez ve K. 

marxianus tutuklanmış kürelerin 6 kez aktifliklerini kaybetmeden tekrar 

kullanılabilecekleri bulundu. Etanol üretim miktarları S. cerevisiae, S. bayanus ve K. 

marxianus için sırasıyla 59,3, 46,88 ve 42,54 g/L olduğu tespit edildi. En yüksek 

etanol üretim hızı ise S. cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus için sırasıyla 2,25, 

8,23 ve 2,89 g/Lsaat olarak bulundu. Bu sonuçlar, maya tutuklanması için önerilen 

bu metodun endüstriyel uygulamalardaki etanol üretim proseslerinde kullanılma 

potansiyeli olduğunu göstermektedir.  

 

Anahtar Kelimeler: Etanol üretimi, fermantasyon, tutuklanma, Saccharomyces 

cerevisiae, Saccharomyces bayanus, Kluyveromyces 

marxianus, karboksimetilselüloz, N-vinil-2-pirolidon 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 iii

ABSTRACT 

 

INVESTIGATION OF USABILITY OF POLY(N-VINYL-2-PYRROLIDONE) 

GRAFTED SODIUM CARBOXYMETHYLCELLULOSE 

ON IMMOBILIZATION OF SOME YEAST SPECIES AS MATRIX 

 

GÖKGÖZ, Murat 

Kırıkkale University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Chemistry, Ph. D. Thesis 

Supervisor: Prof. Dr. Mustafa YĐĞĐTOĞLU 

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 
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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/L 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. GĐRĐŞ 

 

Dünya nüfusunun hızlı artışı ve teknolojinin gelişimi ile insanların enerji 

ihtiyaçları her gün artmaktadır [1]. Bu artışa zıt olarak petrol ve doğalgaz gibi 

oluşması çok uzun zaman alan fosil yakıtlar da gün geçtikçe tükenmektedir. Fosil 

yakıt kaynaklarının tükenmesi, fiyatlarının artması ve çevreye olan zararlı etkileri,  

insanları yenilenebilir ve daha temiz enerji kaynakları aramaya yönlendirmiştir [2]. 

Đnsanların enerji taleplerine, yenilenebilir ve temiz enerji kaynakları olarak 

rüzgar, güneş, hidrolitik enerji ve biyogaz, biyodizel, biyobenzin gibi biyoyakıtlar 

cevap vermiştir. Biyoyakıtların çevreyle dost olmaları ve egzoz emisyon değerlerinin 

çok düşük olması, artan hava kirliliğinin azaltılmasında önemlidir [3]. 

Biyoetanol, mikroorganizmalar (maya, bakteri, mantar) tarafından şekerin 

fermantasyonuyla elde edilen yüksek oktan sayısına sahip, çevre dostu bir yakıttır. 

Benzinle çeşitli oranlarda karıştırılarak oktan sayısını arttırır ve CO emisyonlarını 

azaltarak sera etkisini azaltıcı etki yapar. Ayrıca çeşitli kimyasal maddelerin 

üretiminde çözücü ve ham madde olarak da kullanılır [4]. 

Fermantasyon, tek mikroorganizma ile belirli optimum koşullarda 

gerçekleştirilen biyolojik değişimler yoluyla üretim teknolojisi olarak tanımlanır. 

Fermantasyon işlemleri ile mikroorganizmalardan, organik çözücüler, organik asitler, 

alkoller, aminoasitler, antibiyotikler, enzimler, vitaminler, biyoyakıtlar ve biyogazlar 

gibi ürünler elde edilebilir [5].  

Fermantasyonda esas amaç mümkün olan en kısa sürede, an az ham madde 

kullanarak en fazla ürün alınmasıdır. Uygulanan işlem ve kullanılan 

mikroorganizmaya bağlı olarak gerek besi yeri yapısı ve derişimleri, gerekse süreler 

farklılık gösterir [6].  
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Fermantasyon işlemlerinde ana bileşen mikroorganizmadır. Biyoetanol 

üretiminde biyokatalizör olarak Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), 

Saccharomyces bayanus (S. bayanus), Zymomonas mobilis (Z. mobilis) ve 

Kluyveromyces marxianus (K. marxianus) en çok kullanılan 

mikroorganizmalardandır. Bu mikroorganizmalar yüksek etanol üretimi, yüksek 

etanol ve inhibitör toleransı gibi avantajlarından dolayı endüstride yaygın kullanım 

alanı bulmuştur [7].  

Hücrelerin fiziksel olarak katı bir destek içine hapsedilmesi veya katı 

yüzeyinin belirli yerlerine tutuklanmasına mikroorganizma tutuklanması denir. Bir 

desteğe tutuklanmış kültürde yürütülen fermantasyonun, serbest kültür ortamında 

yapılan fermantasyona göre ürün verimini daha çok arttırdığı bilinmektedir [8-11].  

Mikroorganizmaların tutuklanması için uygun bir destek materyaline ihtiyaç 

vardır. Bu destek materyali ortam koşullarında etkilenmemeli, toksik olmamalı, 

dayanıklı olmalı, mikroorganizmanın özelliklerini iyileştirici rol oynamalıdır. 

Tutuklanma işlemlerinde kullanılan destek maddeleri organik veya anorganik 

materyallerden oluşabilir. Bu materyaller selüloz, nişasta, aljinat, kitosan gibi doğal 

polimerler, stiren, akrilamit ve vinil polimerleri gibi sentetik polimerler ve kil, cam, 

silikajel ve metal oksitler gibi anorganik materyaller olabilir [9, 11-13]. 

Karboksimetilselüloz ucuz, yenilenebilir, biyolojik olarak parçalanabilir, 

biyolojik olarak uyumlu ve bitkisel oluşu, toksik olmamasından dolayı en önemli 

suda çözünebilen selüloz türevlerinden biridir. Serbest asit, sodyum tuzu veya 

ikisinin karışımı şeklinde bulunabilir. Sodyum karboksimetilselüloz (CMC) üretimi 

alkali selüloz ile monokloroasetik asit veya Na-monokloroasetat’ın reaksiyonu 

sonucu üretilmektedir. Deterjan, kozmetik, gıda, tekstil ve kâğıt endüstrilerinde 

yaygın kullanım alanı vardır [14]. 
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N-vinil-2-pirolidon (NVP) hidrofilik ve iyonik olmayan bir monomerdir, 

radikalik, termal ve foto başlatıcılarla kolaylıkla polimerleşebilir. Poli(N-vinil-2-

pirolidon) (PVP)  suda ve diğer polar çözücülerde çözünebilen, toksik olmayan, 

biyolojik olarak parçalanabilen hidrofilik bir polimerdir [15]. Monomer haliyle 

toksik olmasına rağmen, polimer haliyle insanlar tarafından yenilebilecek kadar 

güvenli bir maddedir. PVP yalnız başına kullanılabildiği gibi bir polimer üzerine 

aşılanarak da çeşitli endüstriyel uygulamalarda kullanılmaktadır.  

 

1.1. Biyoyakıtlar 

 

Enerji kaynakları genel olarak yenilenebilir ve yenilenemeyen enerji 

kaynakları olarak iki temel sınıfa ayrılmaktadır. Oluşması çok uzun yıllar alan petrol, 

kömür, doğal gaz gibi klasik enerji kaynakları ile radyoaktif atomların oluşturduğu 

nükleer kaynaklar yenilenemez enerji kaynaklarıdır. Oluşmaları ve yenilenmeleri çok 

uzun bir süre aldığı için yenilenemez denilen bu enerji kaynakları kendi içinde fosil 

yakıtlar ve radyoaktif elementler olarak sınıflandırılabilir. Yenilenebilir enerji 

kaynakları ise, oluşumları fosil ve radyoaktif kökenli enerji kaynaklarına göre çok 

daha kısa zaman alan kaynaklardır. Bu enerji kaynakları da su, rüzgâr, güneş, 

jeotermal ve biyolojik kütle (biyokütle) alt sınıflarından oluşmaktadır [16].  

Dünyada nüfus artışı, sanayileşme ve kentleşme olguları, küreselleşme 

sonucu artan ticaret olanakları, doğal kaynaklara ve enerjiye olan talebi giderek 

arttırmaktadır. Uluslararası Enerji Ajansı (IEA) tarafından yapılan tahminlere göre 

dünya enerji talebinin 2030 yılında 2007 yılındakine göre %40 oranında artacağı 

belirtilmektedir. Bu senaryoya göre yıllık ortalama %1,5 düzeyinde talep artışına 
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karşılık gelen bu enerji talebi 2007 yılındaki 12 milyar ton eşdeğeri petrol (tep) 

düzeyinden 2030 yılında 16,8 milyar tep düzeyine ulaşacaktır [17]. 

Dünyadaki enerji ihtiyacının yaklaşık %70’ini karşılayan fosil kökenli 

yakıtların, özellikle petrol kaynaklarının gelecek 40-50 yıl içerisinde tükeneceğinin 

tahmin edilmesi ve fosil kökenli yakıtların çevre üzerine olumsuz etkilerinin olması 

dünya genelinde alternatif, yenilenebilir enerji kaynakları kullanmaya doğru bir 

eğilime sebep olmuştur. 

Alternatif ve yenilenebilir enerji kaynaklarının içinde biyokütleden elde 

edilen biyokütle enerjisi büyük pay sahibidir. Yenilenebilir enerji kaynaklarından 

birisi olan biyokütle, 100 yıllık periyottan daha kısa sürede yenilenebilen, karada ve 

suda yetişen bitkiler, hayvan artıkları, besin endüstrisi ve orman ürünleri ile kentsel 

atıkları içeren tüm organik maddeler olarak tanımlanmaktadır [18].  

Fosilleşmemiş bitkisel ve hayvansal organik maddelerden oluşan biyokütle 

enerji kaynakları, enerjiye dönüştürülürken bulundukları fiziksel hale göre katı 

biyokütle, sıvı biyokütle ve gaz biyokütle olarak üç temel kısma ayrılmaktadır. Katı 

biyokütle enerji kaynaklarından odun, bitki artıkları ve tezek gibi maddeler zaten çok 

eski zamanlardan beri enerji kaynağı olarak kullanılmaktadırlar. Sıvı ve gaz 

biyokütle enerjilerinin ise 21. yüzyılın başlarından beri kullanımı gün geçtikçe 

artmaktadır. Gaz biyokütle enerjileri ise biyohidrojen, biyogaz (metan), singaz 

denilen gazlardan oluşmaktadır. Sıvı biyokütleler genellikle taşıt motorlarında yakıt 

ham maddesi olarak kullanıldıkları için “biyoyakıt” olarak isimlendirilirler ve 

biyoetanol, biyodizel, biyometanol, biyodimetileter, biyoetiltersiyerbutileter ve 

bitkisel yağlardan oluşmaktadır [19].  

Tarihte kullanılan ilk biyoyakıt hint tohumu yağı (castorbean oil) olup, 

Mısırlılar lambalarda aydınlatma amacıyla kullanılmıştır. 10 Ağustos 1893'te Rudolf 
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Diesel ilk dizel motorun denemesini yapmış ve 1898'de yer fıstığı yağını dizel yakıtı 

olarak kullanmıştır [19].  

Biyodizel gelişimindeki ikinci adım ise Belçikalı bilim adamı G. Chavanne 

tarafından atılmıştır. Brüksel Üniversitesi’nde bitkisel yağlardan esterleşme 

yöntemiyle elde ettiği ve “biyodizel” olarak adlandırdığı yakıt için ilk patenti 

“Bitkisel Yağların Yakıt Olarak Kullanımındaki Dönüşüm Đşlemi Patenti” ismiyle 

1937 yılında almıştır [20]. Ancak o dönem petrol ürünlerin kullanımlarının 

yaygınlaşması ve fiyatlarının düşük olması sebebiyle biyodizelin gelişmesi 

gecikmiştir.  

19. yüzyılın ikinci yarısından itibaren aydınlatma lambalarında yaygın bir 

enerji kaynağı olarak kullanılan etil alkolün motorlarda da kullanılabileceği fikri, 

biyoetanolün ortaya çıkışına ilham kaynağı olmuştur. Biyoetanol otomobil 

motorlarında yakıt olarak ilk defa ABD’de Henry Ford tarafından üretilen araçlarda 

kullanılmaya başlamıştır. 1908 yılında Model T adındaki araçların biyoetanolü yakıt 

olarak kullanması motor sanayinde büyük bir gelişmedir. Ancak bu gelişmeye 

rağmen biyoetanolün o dönemlerde kullanımı vergilerden, yasaklamalardan ve 

tarımsal ham madde fiyatlarının yüksek olmasından dolayı ciddi bir ilerleme 

kaydedememiştir [21].  

Petrol Đhraç Eden Ülkeler Teşkilatı (OPEC) 1973 yılında Viyana’da 

düzenlediği konferansta aldığı kararlarla petrolün varil fiyatının 3 dolardan 12 dolara 

yükseltmesi tüm dünyada şok etkisi yaratmıştır. Bu kriz özellikle sanayileşmiş 

ülkeler olmak üzere bütün dünyadaki petrol ithal eden bütün ülkeleri etkilemiştir. Bu 

olay literatüre 1973 petrol krizi olarak yerini kaydedilmiştir ve o zamana kadar henüz 

ilerlemelerini sağlayamamış biyoyakıtlar için dönüm noktası olmuştur. Bu krizin 
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yükünden kurtulmak isteyen birçok ülke çareyi alternatif ve yenilenebilir 

biyoyakıtlara yönlenmekte bulmuştur [21].  

Petrol krizinden kurtulma yolundaki en büyük adımı 1970’li yıllarda 

Brezilya ve ABD atmıştır. Bu ülkeler uygulamış oldukları biyoyakıt programlarına 

ek olarak, vergi indirimleri çeşitli teşvik ve desteklerle biyoyakıtların gelişmesine ve 

yaygınlaşmasına öncülük etmişlerdir. 1990’lı yılların başından itibaren Avrupa 

Birliği ülkelerinden Almanya ve Fransa’nın başlattığı biyodizel üretimi ile 

Avrupa’da da biyoyakıta yöneliş başlamıştır [21]. Daha sonraki yıllarda yaşanan 

petroldeki fiyat artışları, petrol kökenli yakıtların çevreye zarlı etkilerini insanların 

dikkate alması ve biyokütle kaynaklarının artması, biyoyakıt sektörüne olan ilgiyi 

daha da arttırmıştır. 21. yüzyılın başlarında ise biyoyakıt sektörü tarihinin en parlak 

dönemine girmiştir. Artık dünya enerji gündeminin en önemli konusu olan 

biyoyakıtlar, dünyadaki diğer birçok ülkenin de gündemine girmiştir.  

2010 yılında dünya genelinde üretilen biyoyakıt (biyoetanol+biyodizel) 

miktarı 59,261 milyon ton eşdeğeri petroldür (mtep)(Şekil 1.1.). Bu üretimde en 

büyük pay 25,351 mtep üretimle Amerika Birleşik Devletleri (ABD)’nindir. Toplam 

üretimin % 43’ünü tek başına karşılayan ABD’den sonraki en büyük üretici % 26 ile 

Brezilya’dır. Avrupa’da ise Almanya, Fransa ve Đspanya en büyük biyoyakıt 

üreticileri konumundadırlar [22]. 
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43%

Arjantin

3%

Almanya

5%

Diğer
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4%

 

Şekil 1.1. Dünyadaki ülkelerin biyoyakıt üretme oranları [22] 

 

Ülkemizde biyoyakıtlar ilgili çalışmalar 2000’li yıllardan sonra hızlanmıştır. 

2001 yılında Sanayi ve Ticaret Bakanlığı’nda “Biyodizel Çalışma Grubu” 

oluşturulmuş ve ilk kez biyodizel ismi 4.12.2003 tarihinde 5015 Sayılı Petrol 

Piyasası Kanunu’nda harmanlanan ürünler arasında yer almıştır. 

Ülkemiz açısından biyoyakıtlarla ilgili en sevindirici haber içinde 

bulunduğumuz yıl içinde alınmıştır. Enerji piyasası Düzenleme Kurumu’nun (EPDK) 

19 Eylül 2011 tarihinde aldığı bir karar ile 2013 yılından itibaren akaryakıta her yıl 

artan oranlarda yerli tarım ürünlerinden üretilen etanol ve biyodizel katılması zorunlu 

hale getirilmektedir. Bu alınan karar ile biyoetanol ve biyodizel tesis sayısı 

artırılacak, biyoyakıtların üretimi daha istikrarlı bir şekilde devam edebilecek, ayrıca 

petrol ithalatına ödenen döviz miktarı azalacaktır [23]. 

Ülkemizde hali hazırda Tütün ve Alkol Piyasası Düzenleme Kurumu’ndan 

(TAPDK) etanol üretim izni alıp üretim yapan firma sayısı onikidir. Bu firmalardan 
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dokuz tanesi endüstriyel kullanım için etanol üretirken 3 tanesi yakıt alkolü yani 

biyoetanol üretmektedirler. Bu firmalar sırasıyla; Tarımsal Kimya Teknolojileri San. 

ve Tic. A.Ş. (Tarkim), Tezkim Tarımsal Kimya Đnş. San. ve Tic. A.Ş. (Tezkim) ve 

Konya Şeker San. ve Tic. A.Ş.’dir. Söz konusu bu firmalar aynı zamanda üretmiş 

oldukları biyoetanolü piyasaya sürmek etmek için TAPDK’dan dağıtım yetki belgesi 

de almışlardır [24].  

Ülkemizde ilk biyoetanol üretimi Bursa’da kurulu olan Tarkim tarafından, 

2004 yılında gerçekleştirilmiştir. Tarkim biyoetanol üretiminde ham madde olarak 

buğday ve mısırı kullanmaktadır ve yıllık üretim kapasitesi yaklaşık 40 milyon litre 

civarındadır [25]. 

Türkiye’nin ikinci biyoetanol tesisi ise 2007 yılında Adana’da Tezkim 

firması tarafında faaliyete geçirilmiştir. Biyoetanol üretimini mısır kullanarak 

gerçekleştiren Tezkim günde 100 bin litre üretimiyle yıllık yaklaşık 35 milyon litre 

biyoetanol üretmektedir. Biyoetanol üretirken günlük 75 ton da yem sanayi için 

önemli bir ürün olan mısır küspesi elde edilmektedir [26]. 

Ülkemizdeki üçüncü tesis ise yine 2007 yılında faaliyete geçen Konya Şeker 

San. ve Tic. A.Ş.’nin Konya’da kurduğu Çumra Şeker Fabrikası’dır. Bu tesis şu an 

için ülkemizdeki en büyük biyoetanol üretim tesisidir ve yıllık 84 milyon litre üretim 

ile Türkiye ihtiyacının yarısından çoğunu karşılamaktadır. Çumra Şeker Fabrikası 

ham madde olarak diğer biyoetanol fabrikalarından farklı olarak şeker pancarı 

kullanmaktadır. Ayrıca biyoetanol üretim sürecinde yan ürün olarak elde edilen koyu 

şilempenin hayvan yemi ve gübre olarak kullanılması da sağlanmıştır [27]. 
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1.1. Biyoetanol 

 

Etanol kimyasal formülü C2H5OH olan, renksiz ve yanıcı bir bileşiktir. 

Genellikle kimyasal tepkimeler yoluyla elde ediliyorsa “etanol”, mikroorganizmalar 

tarafından fermantasyon yoluyla elde ediliyorsa “biyoetanol” olarak 

isimlendirilmektedir. Ancak etanol çoğunlukla 2 türün yerine de kullanılmaktadır.  

Biyoetanol, şeker, nişasta veya selüloz içeren, şeker pancarı, mısır, buğday 

ve odunsu bitkiler gibi tarımsal ürünlerin fermantasyonu ile elde edilen ve benzinle 

belirli oranlarda harmanlanarak kullanılan yenilenebilir bir yakıttır. Biyoetanolün 

bazı fiziksel, kimyasal ve termal özellikleri Çizelge 1.1.’de özetlenmiştir [28-30].  

 

Çizelge 1.1. Biyoetanolün bazı özellikleri 

 
Özellik Değer 

Mol Kütlesi (g/mol) 46,07 

% C 

% H 

% O 

Yoğunluğu (20oC’de, g/mL) 

52,2 

13,1 

34,7 

0,792 

Suda Çözünme Sonsuz 

Kaynama Noktası (1 atm’de, oC) 78,4 

Donma Noktası (1 atm’de, oC) -115 

Alevlenme Sıcaklığı ( oC) 425 

Özgül Isı (kj/kg oC) 2,5 

CO2 Emisyonu ( kg / kg etanol) 1,9 
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1.2.1. Etanolün Üretim Yolları 

 

Etanolün üç önemli üretim şekli vardır; sentetik olarak etilenin hidrasyonu 

ve asetaldehitin indirgenmesi ile ve biyolojik olarak da mikroorganizmalar 

aracılığıyla şekerlerin fermantasyonu sonucu üretilebilir. 

 

1.2.1.1. Etilenin Hidrasyonu 

 

Endüstriyel üretimde kullanılan bir metottur. Bir petrol ürünü olan etilenin 

hidrasyonu, katalizör varlığında, 300 °C’de ve yüksek basınç altında su buharı 

etkisiyle etanol sentezi gerçekleştirilen bir işlemdir. Katı katalizör olarak çoğunlukla 

metal oksitler kullanılır.  

 

C C

H

H

H

H

H2O C C

H

H

H

H

OHH
Kat.

 

 

Daha önceki yıllarda katalizör olarak fosforik asit kullanılmaktaydı. Etilen 

100 °C’de derişik sülfürik asitle tepkimeye sokulduğunda ara basamakta etil hidrojen 

sülfat meydana gelir ve reaksiyon karışımı sıcak su ile hidroliz edilirse etanol elde 

edilir. Bu yöntem günümüzde çok fazla kullanılmamaktadır [31]. 

 

H2C CH2 H2SO4 CH3CH2OSO3H

CH3CH2OSO3H H2O CH3CH2OH H2SO4  
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1.2.1.2. Asetaldehitin Đndirgenmesi 

 

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

indirgendiğinde etanol elde edilir. 

 

C C

H

H

H

H

OHHC C

HH

H

H2H O
Ni

 

 

1.2.1.3. Fermantasyon Yolu ile Üretim 

Fermantasyon bir substratı ürünlere dönüştürmek için mikroorganizmaların 

kullanıldığı süreçlerdir [32]. Fermantasyonda esas amaç mümkün olan en kısa 

sürede, en az ham madde kullanarak en fazla ürün alınmasıdır. Uygulanan işlem ve 

kullanılan mikroorganizmaya bağlı olarak gerek besi yeri yapısı ve derişimleri, 

gerekse süreler farklılık gösterir [6].  

Fermantasyon prosesleri ile pek çok farklı türde ürünler elde edilebilmektedir. 

Ekmek, peynir, bira, kahve, tıbbi ve endüstriyel enzimler, amino asitler, 

antibiyotikler, soya sosu, biyopolimerler, mikrobiyal yağlar, tatlandırıcılar, 

renklendiriciler, özel kimyasallar, aşılar, terapötik proteinler vb. türler bunlardan 

bazılarıdır [33]. Çizelge 1.2.’de fermantasyon prosesleri ile üretilen bazı ürünler 

verilmektedir. 

Fermantasyon işlemleri ile en yaygın olarak üretilen ürünlerden bir tanesi de 

etanoldür. Fermantasyon ile etanol üretimi, bilinen en eski fermantasyon 

proseslerindendir. Etanol tarih öncesinden beri insanlar tarafından sarhoş eden olarak 

bilinir. Kuzey Çin de bulunan 9000 yıllık çömleklerde neolitik çağda insanların 
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alkolik karışımlar yaptığı görülmüştür. 6000 yıl öncesinde, Sümerler ve Mısırlıların 

meyve ve tahıllardaki şekerden etanol elde ettikleri bulunmuştur [34]. 

 

Çizelge 1.2. Fermantasyon prosesleri ile üretilen bazı ürünler 

 

Gıda 
maddeleri 

Endüstriyel 
ürünler 

Tıbbi 
ürünler 

Enzimler Vitaminler 

Ekmek 

Peynir 

Yoğurt 

Kakao 

Kahve 

Sirke 

Turşu 

 

Biyoetanol 

Biyodizel 

Metan gazı 

Asetik asit 

Aspartik asit 

Đtakonik asit 

Laktik asit 

Sitrik asit 

Penisilin 

Parasetamol 

Nistatin 

Streptomisin 

Vankomisin 

Polimisin 

Eritromisin 

 

Lakkaz 

Amilaz 

Đnvertaz 

Maltaz 

Selülaz 

Proteaz 

Lipaz 

 

B12 

B2 

A 

Riboflavin 

 

Etanol fermantasyonu, şekerin mayalar tarafından etanol ve karbondioksite 

parçalanmasıdır. Gay-Lussac tarafından 1810 yılında, ilk defa tanımlanan glikozdan 

etanolün oluşma reaksiyonu aşağıda gösterilmiştir [34]. 

 

CH3CH2OH CO2C6H12O6 2 2
 

 

Bu reaksiyona göre 1 kg glikozdan 0,51 kg etanol ve 0,49 kg karbon dioksit 

oluşmaktadır [35]. Bu teorik verim olarak da adlandırılabilir. Bununla birlikte 

mikroorganizmalar glikozun bir kısmını büyümek ve hayati faaliyetlerini sürdürmek 

için de kullandıklarından gerçekte bu verim % 51’den daha küçüktür [36]. Ancak 

yapılan çalışmalarda mikroorganizma türü, ortam şartları, karbon kaynağının 
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bileşimi gibi pek çok unsurun etanol üretim verimi üzerinde etkili olduğu 

görülmüştür [37].  

Fermantasyon işlemlerinde ana bileşen mikroorganizmadır. Etanol üretimi 

için en çok kullanılan mikroorganizmalar mayalardır. Biyoetanol üretiminde 

biyokatalizör olarak S. cerevisiae, Z. mobilis ve K. marxianus en çok kullanılan 

mikroorganizmalardandır. S. cerevisiae, yüksek etanol üretimi, yüksek etanol ve 

inhibitör toleransı gibi avantajlarından dolayı endüstride yaygın kullanım alanı 

bulmuştur [38]. 

Bütün canlılar hayati faaliyetlerini sürdürebilmek için enerji elde etmek 

zorundadırlar. Enerjiyi de besin maddelerini yakarak yani daha küçük moleküllere 

parçalayarak elde edebilirler. Canlıların besin maddelerinden enerji elde olayına 

solunum denir. Bazı canlılar ortamda da oksijen varsa besinleri CO2 ve H2O’ya kadar 

yakabilirlerken, oksijen kullanmayan bazı canlılar ise 1 mol glikoz molekülünü 

ancak 2 mol pürivata kadar parçalayabilirler [39]. Pürivat molekülünü tam olarak 

yakamayan canlılar pürivatı tamamen parçalayabilenlere göre daha az enerji elde 

ederler. 

Glikoz maya hücrelerine girdiğinde stoplazmada bir seri tepkimeye girerek 

pürivata dönüşür. Maya hücreleri oksijensiz solunum yapabildikleri için, pürivik asit 

kademesinden daha ileri bir parçalanmayı gerçekleştirebilirler. Fermantasyonda son 

elektron alıcısı, mayalarda etanol hayvanlarda laktik asit, bazı bakterilerde gliserol ya 

da sirke bakterilerinde asetik asittir. Mayalardaki glikoliz olayında, pürivik asit önce 

CO2 gazı çıkararak asetaldehite dönüşür. Daha sonra da asetaldehit etanole 

indirgenir. Hayvanlarda ve insanlarda gerekli enzimler olmadığı için asetaldehit ve 

etanol meydana gelmez [35]. Şekil 1.2.’de görülen bu oksijensiz solunuma “Etanol 

Fermantasyonu” denir.  
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Şekil 1.2. Glikozdan etanol oluşum mekanizması 
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Etanol endüstriyel olarak kesikli, sürekli, beslemeli sürekli ve yarı sürekli 

olmak üzere dört tip fermantasyon yöntemiyle üretilebilir. Kesikli fermantasyonda 

maya kültürü ve substrat diğer besinlerle birlikte bir reaktör içinde bulundurulur. 

Yatırım maliyetinin düşük ve çok fazla kontrol gerektirmemesinden dolayı 

günümüzde etanol üretimlerinin çoğu kesikli sistemlerle yapılmaktadır [40]. Sistemin 

tamamen sterilizasyonu diğer proseslerden daha kolaydır. Kesikli sistemin başka bir 

avantajı da esnek ürün çeşitliliği yani çok çeşitli özellikteki ürünlerin elde 

edilmesinde kullanılabilmesidir [36]. 

Optimum mayalanma şartları maya hücrelerinin yasama şartları ile 

belirlenir. Besiyerindeki belirli protein ve mineral madde miktarı maya gelişmesini 

teşvik eder. Optimum mayalanma sıcaklığı maya çeşidine göre, 20°C ile 30°C 

arasında bulunur. Etanol fermantasyonunda, etil alkol miktarı 100-180 g/L arasında 

olduğu zaman etanol mikroorganizmaların hayati faaliyetlerini engellemektedir. 

Endüstride alkolik fermantasyonda başlama maddesi olarak glikoz ve glikoz içeren 

ürünler (melas, mısır, şeker pancarı, buğday, patates, vb) kullanılmaktadır. Nişasta 

içeren ürünler önce bir ön işleme tabi tutularak glikoza dönüştürülür, arkasından 

fermantasyonda kullanılır. Fermantasyon neticesinde etanol çözeltisi elde edilir. 

Etanol daha sonra damıtma ile fermantasyon ortamından ayrılır.  

 

1.2.2. Biyoetanolün Elde Edilebildiği Ham Madde Kaynakları   

 

Biyoetanol mikroorganizmalar tarafından bir fermantasyon prosesi 

sonucunda oluşturulduğu için bu işlemde mikroorganizmaların kullanacağı ham 

maddeye ihtiyaç vardır. Biyoetanol üretimi için kullanılabilecek ham maddeler şeker 
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pancarı, şeker kamışı, mısır, patates, buğday, odunsu bitkiler ve tarımsal atıklar gibi 

şeker, nişasta veya selüloz özlü ürünlerdir.  

Avrupa Birliği (AB) ülkelerinde biyoetanol ağırlıklı olarak ithal edilen şeker 

kamışı ile mısır, buğday, arpa ve şeker pancarından üretilmektedir. Ancak şeker 

pancarından daha fazla biyoetanol verimi elde edildiği için şeker pancarının buğdaya 

göre daha verimli ve sera gazlarının artmasında daha az etkin olduğu bilinmektedir 

[41]. AB, yeni seker rejimi ile gündeme gelen şeker üretiminin daraltılması 

konusunda biyoetanol üretimini teşvik ederek seker pancarı üretiminin sürekliliğini 

sağlamaktadır. Çünkü şeker pancarı sosyal ve ekonomik katma değeri yüksek bir 

bitkidir. Çiftçiye daha fazla gelir sağladığı gibi her türlü atığı ve yan ürünü de 

kıymetli mali değere sahiptir. Aynı alanda çam ormanına nazaran 3 kat daha fazla 

oksijen üretir. Geniş yaprakları nedeniyle etkili fotosentez sağlamakla birlikte 

topraktaki buharlaşmayı engellemektedir. 1 hektar şeker pancarı, 30 ton CO 

emerken, 19 ton O2 açığa çıkarmaktadır [19]. 

Dünyada 2. nesil biyoetanol üretimi için lignoselülozik maddeler 

kullanılmaya başlanmıştır. Lignoselülozik maddeler, doğada bol bulunan odun ve 

bitkisel kaynaklı maddeler veya atıklar gibi ucuz ham madde kaynaklarıdır. 

Lignoselülozik maddeler temel olarak selüloz, hemiselüloz, lignin, üronik asitler ve 

asetil gruplardan oluşmaktadırlar. Hemiselülozik ve selülozik kısımlar glikoz, 

mannoz, galaktoz, ksiloz ve arabinozdan oluşan monosakkaritleri içerirler ve 

bileşimleri tamamen ham maddenin doğasına bağlıdır. Lignoselülozik maddeler, 

biyoetanol üretimi için parçalama, asidik veya enzimatik hidroliz gibi ön işlemlere 

tabi tutulmalıdırlar. Bundan sonra diğer şeker içeren biyokütle kaynakları gibi 

mayalar yardımıyla fermantasyon işlemi gerekmektedir [42]. 
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Dünyanın en büyük biyoetanol üreticisi konumundaki Amerika’da toplam 

biyoetanol üretiminin büyük bir çoğunluğu mısırdan sağlanırken, Brezilyada şeker 

kamışı ana ürün olarak kullanılmaktadır. Tayland’da şeker kamışı kullanımı daha 

yaygınken, Çin etanolün % 80’ini mısır ve buğdaydan üretmektedir [43]. 

  

1.2.3. Etanolün Kullanım Alanları 

 

Etanolün yakıt olarak kullanımının ötesinde, içecek ve çeşitli endüstriyel 

uygulamalarda da yaygın kullanım alanı vardır. Etanolün kullanım amaçları farklı 

olsa da üretim süreçleri birbirlerine benzerlik göstermektedir. 

 

1.2.3.1. Endüstriyel Etanol 

 

Etanolün endüstriyel uygulamalarda en çok kullanılan alanlardan biri kişisel 

bakım ürünleri sanayisidir. Saç spreyi, diş macunu, tıraş losyonları, kolonya, parfüm, 

vb. birçok ürün büyük hacimlerde etanol içermektedir. Aynı zamanda, deodorantlar, 

losyonlar, el dezenfektanları, sabunlar ve şampuanların üretimlerinde de etanol 

kullanılmaktadır. 

Endüstriyel alkoller ilaç endüstrisinde de yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Etanolün karakteristik özelliklerinden dolayı öksürük ilaçları, burun açıcılar, iyot 

çözeltisi vb. birçok ilaçta taşıyıcı olarak ve çözücü olarak da antibiyotik, aşı, tablet, 

hap ve vitamin üretiminde kullanılmaktadır. Yüksek dereceli alkol mikroplar için 

kuvvetli zehir tesiri yaptığından antiseptik ve dezenfekte edici olarak kullanılır. 

Ayrıca ağrı kesici olarak da kullanımı vardır. 
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Pek çok temizlik ürünü de yüksek miktarlarda alkol içermektedir. Örneğin 

bir şişe sprey ev dezenfektanı % 80 oranında alkol içerebilmektedir.  

Etanolün laboratuvarlarda çözücü olarak, ilaç ve kozmetik sanayisinde, 

ayrıca sterilizasyon ajanı olarak uygulama alanları vardır. 

Etanol, boyalar, vernik ve patlayıcılar da dâhil olmak üzere pek çok diğer 

maddelerin üretiminde çözücü olarak kullanılmaktadır [44].  

 

1.2.3.2. Đçecek Etanol  

 

Đçecek etanol üretimi saf etanol ürünle karıştırılmasıyla ya da içecek 

üretilirken ortamda aynı zamanda etanolün de oluşmasıyla elde edilir. Glikoz içeren 

ham maddelerin mikroorganizmalar aracılığıyla fermantasyonları sonucunda alkollü 

içecekler üretilebilmektedir. Bu içecekler kullanılan ham maddenin türüne ve 

üretilen alkol miktarına göre faklı şekillerde isimlendirilmektedirler. 

 

1.1.3.3. Yakıt Etanolü 

 

Biyoetanol, şimdiye kadar dünya çapında ulaşım için en yaygın olarak 

kullanılan ve alternatif yakıt olarak uzun bir geçmişi olan bir biyoyakıttır. Biyoetanol 

sadece ulaştırma sektöründe değil elektrik üretiminde, kojenerasyon uygulamalarında 

ve kimyasal maddelerin üretiminde de kullanılabilen bir biyoyakıttır. 

Etanol doğrudan bir ulaşım yakıtı olarak kullanılabildiği gibi benzin ile 

belirli oranlarda karıştırılarak da kullanılabilir. Biyoetanol içeren yakıtlar “E” 

simgesi ile gösterilmektedir ve yanında da biyoetanolün benzinle karıştırılma yüzdesi 
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sayısal olarak verilmektedir. Bu karışımlar % 2 (E2) ile % 100 (E100) arasında 

değişmektedir [44-46]. 

Biyoetanol, üretim yöntemi, yanlış depolama ve kazara bir bulaşmadan veya 

açık bir kapta saklandığı zaman bile atmosferdeki suyu absorbe ettiğinden dolayı 

genellikle küçük bir miktar su içerir. Biyoetanol su içeriğine göre genellikle iki 

saflıkta üretilmektedir. Genellikle su içeriği % 5 ile 10 arasındaysa sulu biyoetanol, 

su içeriği, yüzde 1'den az ise susuz biyoetanol denir. Kütlece % 95,6’dan daha 

yüksek bir saflıkta biyoetanol geleneksel damıtma yöntemleri ile elde edilemez. 

Biyoetanolün içindeki su iki yöntemle uzaklaştırılabilir. Birinci yöntemde karışım 

benzen karıştırılarak tekrar damıtma yapılır. Đkinci yöntemde ise su ve etil alkol 

moleküllerinin büyüklüklerinin birbirinden farklı olmasından yararlanılarak karışım 

moleküler membran filtrelerden süzülerek etil alkolün suyu uzaklaştırılabilir. Ancak 

bu işlemler saflaştırma maliyetini arttıracağından biyoetanolün de fiyatını arttırmış 

olur. 

Biyoetanolün sadece benzinli motorlarda kullanılmamaktadır. Dizel 

motorlarda da % 15 oranında etanol içeren motorin karışımı, motorda herhangi bir 

değişime gerek duyulmadan kullanılabilmektedir. Biyoetanol ve dizel yakıtın beraber 

kullanıldığı ve % 15 etanol, % 84,5 motorin ve % 0,5 katkı maddesi içeren bu 

karışıma “Diesohol” denir. Ancak daha yüksek oranlarda etanol kullanılan dizel 

karışımlar teknik bazı problemlerden ötürü oldukça zor bir yöntemdir [47]. 

Küresel olarak, biyoetanol taşımacılıkta kullanılan yakıtın sadece küçük bir 

yüzdesini (yaklaşık %2) oluşturmasına rağmen bu rakam çok hızlı büyümektedir. 

Uluslararası Enerji Ajansı tarafından biyoyakıtların, 2013 yılında dünyadaki benzinin 

%5,4’ünü karşılayacağı tahmin edilmektedir. Küresel biyoetanol satışları, benzin 

satışlarından çok daha hızlı büyümektedir [48].  
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Şekil 1.3. Dünya’da 2000-2010 yılları arasında biyoetanol ve biyodizel üretimi [49] 

 

2010 yılında dünyada üretilen biyoetanol miktarı 86 milyar litre biyodizel 

miktarı ise 19 milyar litredir. 2000 yılında üretilen miktarlar ile kıyaslandığında 

biyoetanolün biyodizele göre çok daha hızlı ve büyük bir gelişim gösterdiği 

görülmektedir. 

 

Biyoetanolün üstün yönleri [50-53]; 

 
� Yerli kaynaklardan üretilen, yenilenebilir bir yakıt kaynağıdır. 

� Đthal edilen petrole bağımlılığı azaltır. 

� Motorlardan daha iyi verim almayı sağlar. 

� Araçlarda modifikasyona gerek olmadan kullanılabilir. 

� Tarımsal ürünlere olan talebi arttırarak, kırsal alanda istihdam sağlar.  

� Üretimi ve muhafaza edilmesi kolay ve güvenlidir. 

� Daha az su kirliliği ve atık oluşturur. 
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� Çevre ile ilgili sorun oluşturan, hava kirliliğini ve sera etkisi yapan 

gaz emisyonlarını azaltır. 

 

Biyoetanolün zayıf yönleri [54] 

 
� Benzine kıyasla enerjisi biraz daha düşüktür. 

� Korozyona neden olabilir. 

� Alev parlaklığı düşüktür. 

� Buhar basıncı düşüktür. 

 

1.3. Mayalar 

 

Mayalar, tomurcuklanarak ya da bölünerek çoğalan ve mantar ailesinin 

geniş bir bölümünü oluşturan bitkisel kökenli tek hücreli mikroskobik canlılardır. 

Mantarlar alemi, Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota, Deuteromycota, 

Glomeromycota ve Zygomycota bölümlerine ayrılmaktadır. Çoğu maya türü 

Ascomycota bölümüne ait olmakla beraber, Basidiomycota bölümüne ait olan 

mayalar da vardır. Mayaların hücresel yapıları temelde proteinler, lipidler, 

aminoasitler ve polisakkaritlerden oluşmaktadır. Mayaların hücreleri, boyutları, 

şekilleri ve renkleri yaşadıkları yerlere göre farklılık göstermekle birlikte bazı maya 

gruplarının boyları 2-3 µm iken bazı gurupların 20-50 µm aralığında değişmektedir. 

Mayaların hücre çapları ise 1-10 µm aralığında değişmektedir [55].  

Mayalar doğada çok yaygındır. Toprakta özellikle de şeker ve karbonhidrat 

bakımından zengin olan besin maddelerinde bulunurlar. Üzüm ve meyve üzerinde 
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yabani olarak yaşarlar, meyvelerin sıkılması ile öz suya geçerler, uygun şartlarda 

çoğalırlar, ısıtmakla (kaynatmak, pastörize etmek) ölürler. 

Mayalar, bulundukları ortamdaki besin maddelerini alarak hücresel 

bileşiklere dönüştürürler ve çoğalırlar. Çoğalma mikroorganizmaların sayısal artışı 

veya kütlesel artışı şeklinde olur. Mikroorganizmaların kesikli sistemde üremesinde 

5 dönem gözlenir (Şekil 1.4.) [56, 57]. 

 

 

Şekil 1.4. Mayaların çoğalma eğrisi 

 

1. Gecikme dönemi: Mayaların bulundukları ortamda sayıları sabit olup, 

bölünmenin olmadığı ve kendilerini üremeye hazırladıkları, metabolik faaliyetlerini 

arttırdıkları safhadır. Ekonomik açıdan bu sürenin kısa olması istenir. Bu dönemin 

uzunluk ve kısalığı mikroorganizma cinsine ve substrat, pH, sıcaklık vb. diğer 

faktörlere bağlıdır  

2. Üstel çoğalma dönemi: Bu dönemde hücreler hızlı bir bölünme durumuna 

girdiklerinden, kısa süreler içinde bölünerek hızlı bir büyüme ve çoğalma durumu 

görülür. Bu dönemde mikroorganizmaların canlı ve genç olduğu kabul edilir ve ölüm 

oranı önemsenmez. 
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3. Yavaşlama dönemi: Bu evrede mikroorganizmanın yaşlanması ve ölüm 

olayının artması nedeni ile logaritmik evreye kıyasla üreme hızında azalma olur. 

4. Durma (Sabit) dönemi: Bu duruma ulaşınca mikroorganizma bulunduğu 

ortamda bazı değişiklikler meydana getirmiş olmaktadır. Hızlı büyüme sonucu 

ortamdaki besin maddeleri azalmış ve hücrelerin metabolik faaliyetleri sonucu 

ortama verilen metabolitler artmıştır. Bu dönemde toplam hücre kütlesi sabit 

kalmakla birlikte canlı ve aktif hücre derişimi genelde düşer. Dış ortamda yeteri 

kadar besin maddesi kalmadığından mikroorganizmalar hücre içi kaynakları 

tüketirler. 

5. Ölüm dönemi: Ölüm dolayısıyla, ölenlerin hücrelerin sayısının yeniden 

meydana gelenlerin sayısından fazla olmaya başladığı dönemdir. Bu dönemde ortam 

şartları mayaların çoğalmalarını elverişsiz hale geldiğinden hücreler hızla ölmekte ve 

bu ölüm olayı logaritmik olarak meydana gelmektedir. Ölüm evresi başlamadan önce 

hücreler yeni besin ortamına aktarılırsa yeniden büyüyebilirler.  

Mayalar birçok ürünlerin üretiminde yaygın bir şekilde kullanıldıkları için 

ekonomik olarak çok önemlidirler. Mayaların biyoteknolojik olarak uygulama 

alanları Şekil 1.5.’te gösterilmiştir [58]. Şüphesiz S. cerevisiae tüm yönleri ile 

endüstriyel kullanımda mikroorganizmaların en baskın temsilcisi olmuştur. Ancak 

mayalar arasındaki büyük çeşitlilik, modern mikrobiyolojik ve moleküler 

yaklaşımlar, diğer mayaların biyoloji ve endüstriyel potansiyellerinin ortaya 

çıkmasına yol açmıştır [59]. 
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Şekil 1.5. Mayaların biyoteknolojik uygulama alanları 

 

1.3.1. Saccharomyces cerevisiae 

 

S. cerevisiae tomurcuklanarak çoğalan, yuvarlak biçimli, hücre çapları 

yaklasık 5-10 µm olan ökaryotik bir maya türüdür (Şekil 1.6.). Doğada her yerde 

bulunabilir. Çok eski zamanlardan beri ekmek ve alkollü içecek yapımında 

kullanıldığı bilinmektedir. Taksonomisine bakıldığında mantarlar âleminin 

Ascomycota bölümünde bulunmaktadır. Ökaryotik mikroorganizmaların hücre 

biyolojisi ve genetik bilgilerine ait çalışmalarda önemli bir rol oynamıştır ve model 

mikroorganizma olarak kullanılmıştır [60].  
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Şekil 1.6. S. cerevisiae’nın elektron mikroskop görüntüsü [61] 

 

S. cerevisiae hücre döngüsünün araştırılmasında çok kullanışlıdır, çünkü 

hem kültürlenmesi kolaydır, hem de, bir ökaryot olduğundan dolayı hayvan ve 

bitkilerin karmaşık hücre içi yapılarına sahiptir. Ekmek mayası (S. cerevisiae)’nın 

yapısında kuru madde, protein, glusidler, lipidler ve mineral maddeler mevcuttur.  

En yaygın olarak kullanılan etanol üreticisi maya S. cerevisiae’dır. Yüksek 

etanol üretimi ve yüksek etanol derişimlerine karşı daha dayanıklı olması en önemli 

özelliklerindendir. Ayrıca iyi spesifik büyüme oranı ve yüksek ozmotik faaliyetleri 

ve yüksek etanol üretim hızı S. cerevisiae’nın çok tercih edilmesinin 

sebeplerindendir [62]. 

 

1.3.2. Saccharomyces bayanus 

 

Etanol fermantasyonunda çok geniş bir aralıkta maya ve bakteri 

kullanılabilmektedir. Saccharomyces genli mayalar yüksek etanol verimi ve çeşitli 

şekerleri dönüştürebilme yeteneği olduklarından etanol fermantasyonunda çok 
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kullanılırlar [63, 64]. S. cerevisiae ve S. bayanus interspesifik hibrittirler. Bu 

hibritlerin mitokondrial DNA’ları farklıdır [65]. Şekil 1.7.’de S. Bayanus 

hücrelerinin elektron mikroskop resimleri görülmektedir. 

 

 

 

Şekil 1.7. S. bayanus
’un elektron mikroskop görüntüsü [66] 

 

S. cerevisiae, S. bayanus and Saccharomyces pastorianus özellikle alkollü 

içecek sanayisi olmak üzere endüstriyel üretimde yaygın olarak kullanılan mayalardır 

[67-70]. S. bayanus’un genetik ve moleküler analizine dayalı olarak 2 alt gruba 

farklılaştırılmıştır [71]. S. bayanus suşları hibrid olarak gösterilmiş ve ayrı bir grup 

olarak tarif edilmiştir [72, 73]. 

 

1.3.3. Kluyveromyces marxianus 

 

Kluyveromyces cinsine ait mayalar taksonomide Ascomycetes sınıfında yer 

almaktadır. Saccharomycetes sınıfının Saccharomycetaceae familyasına dahildir. 

Kluyveromyces cinsi oldukça heterojen olup, bugüne kadar 16 türü tanımlanmıştır. 
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Bu türlerin 10 tanesi filogenetik olarak Saccharomyces, Zygosaccharomyces, 

Arxiozyma ve Candida cinslerine ait olan türlerle karışmışlardır [74]. Kluyveromyces 

cinsinde bulunan birçok maya türü 1900’lü yılların başlarında tanımlanmıştır [75].  

Bu maya türleri oval, küresel veya uzamış hücre fenotiplerine sahip 

olabilirler (Şekil 1.8.). Kluyveromyces sınıfında bulunan mayalar vejetatif olarak 

tomurcuklanma ile ürerler. Diploid olan türler ise spor oluşturabilir [76, 77].  

 

 

 

Şekil 1.8. K. marxianus
’un elektron mikroskop görüntüsü [78] 

 

Kluyveromyces ve Saccharomyces mayaları genetik olarak güçlü 

benzerlikler göstermektedirler. Saccharomyces hücrelerinden daha küçük yapıda 

olabilirler. Doğal yasam alanları çeşitli olabilir, meyvelerde ve süt ürünlerinde 

bulunabilirler. Karbon kaynağı olarak galaktozu asimile yeteneği ortak bir gen seti 

olduğunun bir belirtisidir [79]. K. marxianus’ta ise türe göre değişen 6-12 arasında 

kromozom bulunmaktadır. K. marxianus var. marxianus’un 10 kromozomu vardır ve 
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genom büyüklüğü 14 Mb’dir [80]. Kromozomal DNA’sı S. cerevisiae ile 

karşılaştırıldığında % 40 oranında GC içerir. Genom büyüklüğünün 14 Mb olması S. 

cerevisiae ile arasında anlamlı bir fark oluşturmamaktadır. Büyük genom ve az 

kromozom sayısı tipik non-Saccharomyces mayalarının bir özelliğidir [76, 81]. 

Endüstriyel amaçlar için yaygın olarak kullanılan Kluyveromyces türleri 

Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces lactis var. drosphilarum, K. marxianus, 

Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus ve Kluyveromyces thermotolerans olarak 

sıralanabilir.  

K. marxianus mayasının biyoteknolojik uygulamalarda yaygın olarak 

kullanılmasını sağlayan birçok özellikleri vardır. Bunlar hızlı büyüme oranı, 

sıcaklığa dayanıklı olması, geniş bir yelpazedeki şeker türlerini asimile etme 

kapasitesi, çok az ek besine ihtiyaç duyması, enzim (b-galaktosidaz, b-glukozidaz 

inülinaz ve poligalakturonaz, vb.), tek hücre proteini, aroma maddeleri üretimi, 

biyoremediasyon ve tıp uygulamalarında kullanılması yanı sıra, parçalayıcı enzimleri 

bulundurması ve fermantasyon ile etanol üretiminde kullanılabilmesidir [59, 82-85]. 

Bazı mayalar yüksek sıcaklıklarda aktivitelerini koruyabilmektedirler. 

Yüksek sıcaklıklarda yapılan işlemlerde kontaminasyon riski azalacağı için sıcaklık 

bu mayalar için bir avantajdır. K. marxianus türleri 52oC’ye kadar olan yüksek 

sıcaklıklarda bile büyüyebilirler. K. marxianus 37 oC’de zenginleştirilmiş kültür 

ortamında 1 saatte yaklaşık 2 katı kadar büyümektedir [86, 87]. K. marxianus karbon 

kaynağı olarak glikoz, mannoz, galaktoz, ksiloz, laktoz ve arabinoz gibi çeşitli 

şekerleri kullanabilmektedir [88]. K. marxianus’un diğer bazı Kluyveromyces türleri 

ve S. cerevisiae ile kullanabildikleri karbon kaynağı ve aktif oldukları maksimum 

sıcaklıklar Şekil 1.9.’da verilmektedir [59]. 
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Saccharomyces cerevisiae

Kluyveromyces aestaurri

Kluyveromyces nonfermentans

Kluyveromyces wikerhamii

Kluyveromyces lactics

Kluyveromyces marxianus

35 oC

35 oC

42 oC

37 oC

37 oC

52 oC

Laktoz Glikoz Slcakllk

 

Şekil 1.9. K. marxianus’un diğer bazı Kluyveromyces türleri ve S. cerevisiae ile 

ilişkisi [59] 

 

1.4. Tutuklanma 

 

Tutuklanma (immobilizasyon), enzim veya mikroorganizmaların katalitik 

aktivitelerini kaybetmeden fiziksel veya kimyasal olarak bir katı destek materyali 

üzerine tutturulması olarak tanımlanır. Genel olarak tutuklanma uygulamaları enzim 

veya mikroorganizma sistemleri haricinde, uygun destek materyallerine ilaç, protein, 

bitki ve hayvan hücreleri, biyosensör ve biyoreaktör uygulamaları ve kontrollü ilaç 

salım sistemlerinde yaygın bir şekilde kullanılmaktadır [89].  

Mikroorganizmalar bir desteğe tutturulduklarında tekrar tekrar 

kullanılabilirler ve desteğin içinde biriktikleri için normal bir süspanse kültürde 

olduğundan daha yoğun bir hücre derişimine sahip olurlar. Bu sayede de hücre 

miktarının artmasıyla reaktörün verimini arttırırlar. Ayrıca tutuklanmış hücrelerin 

kullanılması genellikle katalizör aktivitesini de arttıran bir işlemdir. Mikroorganizma 

tutuklanmış sistemlerde ortamın heterojen olması elde edilen ürünün ve 
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biyokatalizörün kolayca ortamdan uzaklaştırılmasını, biyokatalizörün tekrar 

kullanılmasını, sürekli üretim sistemlerinde kullanılmasını ve çok geniş bir yelpazede 

biyoreaktör hazırlanmasını sağlar. Bunların yanı sıra tutuklanma biyokatalizör için 

koruyucu bir mikro çevre sağlar. Tutuklanmış sistemlerin bazı bazı üstünlükleri ve 

zayıf yönleri şöyle özetlenebilir [90, 91]. 

 

Üstünlükleri: 

• Đmmobilize sistemlerin deneysel kararlılığı yüksektir. 

• Yüksek hücre yoğunluğu sağlanabilir. 

• Sürekli proseslere uygulanabilir. 

• Ürünün ve hücrelerin mikrobiyal kontaminasyon riski azalır. 

• Birçok kez ve uzun süre kullanılabilir. 

• Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklaştırılabilir (süzme, santrifüj vb). 

• Ürünler, tutuklanmış hücrelerden kolaylıkla yeniden elde edilebilir. 

• Hücreler tutuklanmış sistemlerden geri alınabilir. 

• Çevre koşullarına (pH, sıcaklık vb) karşı daha dayanıklıdır. 

• Yüksek reaksiyon hızları ve yüksek verimlilik sağlar.  

• Biyokatalizörün ortamdan uzaklaştırılması sonucu reaksiyon hızlı bir şekilde 

durdurulabilmektedir. 

 

Zayıf yönleri: 

• Ek materyal, donanım ve zaman gerektirdiğinden dolayı maliyeti arttırır. 

• Đmmobilizasyon süresince biyokatalizör aktifliğini kaybedebilir. 
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• Hücrelerin aşırı büyümesi nedeniyle destek materyalinden sızmalar ve 

parçalanmalar olabilir. 

• Destek materyalinden olabilecek sızıntılar kontaminasyona neden olabilir, 

• Destek materyalinden substart ve ürün geçişi sınırlanabilir. 

 

Bu sınırlamalara rağmen tutuklanmış hücre sistemleri birçok üstün özelliği 

ve potansiyel uygulamaları nedeniyle yaygın kullanım alanına sahiptir. 

 

1.4.1. Mikroorganizma Destek Materyali  

 

Bir tutuklanma işlemi için destek malzemesi seçimine karar verirken, 

biyokatalizörün ve amaçlanan uygulamanın özelliklerini dikkatli değerlendirmek 

gerekir. Hemen hemen her türlü inorganik, organik, biyolojik ya da kullanım için 

modifiye edilmiş materyaller mikroorganizmaların tutuklanması için destek olarak 

kullanılabilmektedir. Çizelge 1.3’de hücre tutuklanmasında kullanılan bazı destek 

materyalleri verilmiştir [90-92]. 
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Çizelge 1.3. Hücre tutuklanmasında kullanılan bazı destek materyalleri 

 
Anorganik  Organik Biyolojik Nanopartikül 

Alümina 

Nikel oksit 

Paslanmaz çelik  

Poröz cam  

Silika 

Kil 

Bentonit 

Kizelgur 

Demir oksit 

Titanyum oksit  

Zirkonyum oksit  

Ponza taşı 

Aktif karbon 

Polietilen  

Polistren  

Poliakrilat  

Nylon  

Poliakrilamit  

Polipirol  

Polianilin 

Poliester  

Poli(vinil alkol) 

Polisiloksan 

Polipropilen 

Poliüretan 

 

Selüloz 

Nişasta 

Aljinat 

Karragenan 

Kollagen 

Jelatin 

Albümin 

Dekstran  

Agar  

Kitosan 

 

Altın nano partiküller 

Quantum dots 

Nanobodies  

Nanofiber   

Nanoporöz silica 

Nanoprizma  

Nanotüpler  

Nanoparçacıklar 

 

Destek maddelerinin seçiminde dikkat edilmesi gereken bazı özellikler şu 

şekilde verilebilir [91]: 

 
• Desteğin, dayanıklılık, sıkıştırılma, yüzey alanı, şekil, form, gözeneklilik 

derecesi, gözenek hacmi, su geçirgenliği, yoğunluğu gibi çeşitli fiziksel 

özellikleri kullanımına uygun olmalıdır. 

• Desteğin reaksiyon ortamında çözünmeme, hidrofilik karakter, biyokatalizöre 

karşı inert olma ve modifiye edilebilmesi için uygun fonksiyonel gruplara 

sahip olma, yenilenme ve tekrar kullanım gibi uygun kimyasal özellikleri 

olmalıdır. 
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• Desteğin depolama dayanıklılığı, hücre verimliliği, biyokatalizörün 

aktivitesinin yenilenmesi, hücre canlılığının ve mekanik bütünlüğün 

korunması gibi özellikleri olmalıdır.  

• Biyokatalizör gerektiğinde bakteri ve mantar saldırılarına, kimyasal madde, 

pH, sıcaklık ve organik çözücü tarafından bozunmaya ve hücresel savunma 

mekanizmalarına (antikorlar, öldürücü hücreler) karşı dirençli olmalı. 

• Destek, gıda, biyolojik sıvılar, vb ile doğrudan veya dolaylı temas edecek 

olursa, biyouyumluluk, bileşen veya artık kimyasalların toksisitesi gibi 

konularda deneysel güvenliği olmalıdır. 

• Desteğin kendisinin ya da modifikasyon sürecinin, araştırmacılar ve son 

ürünü kullananlar için sağlık ve güvenlik kaygıları yaratabileceğinden, 

biyokatalizör tutuklanmış desteğin FDA (gıda, ilaç ve tıbbi uygulamalar için) 

onayı için GRAS (genel olarak güvenli kabul edilir) şartlarını taşıması 

gerekir. 

• Destek malzemesi, kimyasallar, özel donanım ve reaktifler, ayrıca gerekli 

teknik beceri, kullanılanların çevre üzerindeki etkileri, endüstriyel ölçekli 

kimyasal hazırlama, sürekli kullanım prosesleri, desteğin yeniden 

kullanılması ve kontaminasyon maliyetleri gibi temel karşılaşılabilecek 

ekonomik sorunlar karşılanabilecek durumda olmalıdır. 

• Akış hızı, hücre yoğunluğu, katalitik verimlilik, reaksiyon kinetiği, yan 

reaksiyonlar, birden fazla enzim ve hücre sistemleri, kesikli ya da sürekli 

sistemler, reaktör tipi, kütle transferi, ürün ve substratın difüzyon 

sınırlamaları gibi destek tarafından etkilenebilecek genel reaksiyon 

özelliklerine dikkat edilmelidir. 
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1.4.2. Hücre Tutuklanma Yöntemleri 

 

Hücreler tutuklandıklarında, katalitik aktivitelerini koruyarak uzayda 

fiziksel olarak hapsedilmiş olurlar ve genellikle doğal olarak büyüdükleri şekilde 

büyümeye devam ederler. Zaten birçok mikroorganizmanın doğada farklı yüzeylere 

kendiliğinden tutunma yeteneği vardır.  

Hücre tutuklanma yöntemlerinin şematik gösterimi Şekil 1.10.’da 

verilmektedir. 

 

 

Şekil 1.10. Hücre tutuklanma yöntemleri 
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Genel olarak hücre tutuklanma teknikleri taşıyıcının yapısına ve hücre 

yerleştirmenin fiziksel mekanizmasına göre 4 ana başlık altında toplanmaktadır: 

a) Katı bir taşıyıcı yüzeyine tutunma veya adsorpsiyon  

b) Gözenekli bir matriks içine hapsetme  

c) Kendi kendine veya çapraz bağlayıcı ajanlar ile topaklanma ya da 

koagülasyon  

d) Bir bariyerin arkasında çevreleme ya da kapsülasyon [11, 91, 93].  

 

1.4.2.1. Taşıyıcı Yüzeyine Tutunma (Adsopsiyon) 

 

Adsorpsiyon yöntemiyle hücre tutuklanması basit bir yöntemdir ve 

biyokatalizör ve destek malzemesi arasındaki elektrostatik kuvvetler nedeniyle geri 

dönüşümlü fiziksel adsorpsiyon veya hücre zarı ve taşıyıcı arasındaki kovalent 

bağlama tarafından yürütülmektedir. Adsorpsiyon yönteminde tutuklanacak hücre ve 

taşıyıcı materyal uygun koşullarda (pH, iyonik güç, vb) belirli inkübasyon süresinde 

etkileştirilerek hücre büyümesinin destek üzerinde gerçekleşmesi sağlanır ve 

bağlanmayan hücreler yıkanarak uzaklaştırılırlar. Đmmobilize hücreler tek tabakalı ve 

genellikle film kalınlığı 1mm veya biraz daha fazla olabilir. Fiziksel adsorpsiyonda 

tutuklanmayı sağlayan kuvvetler; elektrostatik etkileşimler, van der Waals 

kuvvetleri, iyonik bağ ve hidrojen bağı etkileşimleridir. Bu kuvvetler ayrı ayrı zayıf 

olmalarına rağmen, sayıları fazla olduğunda yeterli tutunma gücüne sahip olurlar. 

Örneğin maya hücrelerinin yüzeyi negatif yüklü olduklarından pozitif yüklü 

taşıyıcılarla tutuklanma gerçekleştirebilir. Bazen hücrelerin taşıyıcıya bağlanması 

için bağlayıcı ajanlar (metal oksitler, glutaraldehit veya aminosilanlar vb) kullanmak 

gerekebilir. Adsorpsiyon yönteminde en çok kullanılan taşıyıcı destek materyalleri; 
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anyon ve katyon değiştiricili reçineler, aktif karbon, sentetik ve doğal polimerler, 

selüloz (odun, talaş) silikajel, nişasta, killer, alümina, bentonit, gözenekli seramikler 

ve gözenekli camlardır. Adsorpsiyon yönteminin üstünlüklerini ve zayıf yönlerini 

şöyle özetleyebiliriz. 

 

Üstünlükleri:  

• Đmmobilizasyon süresince hücreler hiç zarar görmezler ve aktivite kaybı 

olmaz;  

• Diğer tutuklanma yöntemlerine göre hızlı, kolay ve ucuzdur; 

• Destek veya hücre kimyasal değişmeye uğramaz; 

• Hücreler bağlı oldukları taşıyıcıdan kolaylıkla geri alınabilir.  

 

Zayıf yönleri:  

• Đmmobilize hücrelerde kayıp ve ürün kirlenmesi söz konusu olabilir. 

• Hücre taşıyıcı üzerinde koagüle olarak aşırı yüklenebilir. 

• Taşıyıcı üzerindeki grupların sterik etkisi bağlanmayı zorlaştırabilir. 

 

1.4.2.2. Gözenekli Bir Matriks Đçine Hapsetme 

 

Bu yöntemle tutuklanma, hücrenin bir polimer matriksin örgü yapısı içinde 

alıkonulması esasına dayanır. Bu yöntemde polimerik matriksin yapısı, substrat ve 

ürün çıkısına izin verdiği halde hücrelerin dışarıya kaçmasını engelleyecek yapıdadır. 

Bu yöntemin kovalent ve çapraz bağlanma yöntemlerinden farkı hücre ile jel matriks 

arasında bir kimyasal bağ olmamasıdır. Bu yöntem her tür enzimi, biyokatalizörleri, 

bazı canlı hücreleri ve farklı büyüklükteki mikroorganizmaları hapsetmek için 
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kullanılabilen genel bir yöntemdir. Bu yöntem çok kolay uygulanabilen fiziksel bir 

yöntemdir. Kimyasal bağlanma olmadığından yüklü taşıyıcılara ihtiyaç yoktur [94].  

Bu yöntemde ilk olarak, hücreler, önceden oluşturulmuş gözenekli bir 

matriks içine hapsedilir. Đmmobilize hücreler uygun besiyerinde büyümeye 

başladıktan sonra, hücrelerin hareketliliği diğer hücrelerin varlığı ve matriksin kafes 

yapısı tarafından engellendiği için etkili bir şekilde hapsetme işlemi yapılmış olur. 

Hücrelerin hapsedilmesi için taşıyıcı destek maddesi seçilirken çeşitli 

faktörlerin göz önünde bulundurulması gerekmektedir. Bunlar; taşıyıcının fiziksel 

yapısı, sertliği ve dayanıklılığı gibi mekanik özellikleri, kimyasal ve mikrobiyal 

etkilere karsı direnç, hidrofilik ya da hidrofobik özelliği, geçirgenlik, yüzey alanı, 

maliyet ve kolay bulunabilirliktir. 

Hapsetme yönteminde en çok kullanılan taşıyıcı destek materyalleri selüloz, 

aljinat, karregenan gibi doğal polisakkarit kökenli polimerler ve poliüretan, 

polistiren, poliakrilatlar, vinil ve allil polimerler ve poliamitler gibi sentetik 

polimerlerdir. 

Hapsetme yönteminde matriks içinde yüksek biyokütle değeri elde 

edilebilmesine rağmen, jel ya da küre şeklinde olan matriksten besin ürünün ve 

oksijen geçişinde difüzyon sınırlamaları olabilir. 

 

1.4.2.3. Hücre Topaklanması (Flokülasyon) 

 

Hücre topaklanması, hücrelerin özelliklerini koruyarak daha büyük birimler 

oluşturmak üzere bir süspansiyonun içinde hızla kümelenmeleri veya bir araya 

gelmeleri olarak tanımlanmaktadır [95]. Topaklanmış hücrelerin büyüklüğü, bu 

hücrelerin çeşitli türlerdeki reaktörlerde kullanılmasına olanak sağlar. Bu tutuklanma 
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tekniği dolgu yatak, akışkan yataklı ve sürekli karıştırmalı tank tipi reaktörlerde 

kullanılabilir. Topaklanma yeteneği özellikle küf, maya, mantar ve bitki hücrelerinde 

görülmektedir. Hücrelerin topaklanma miktarlarını arttırmak için yapay topaklaştırıcı 

ajanlar veya çapraz bağlayıcılar kullanılabilir [96]. Topaklanma için poliaminler, 

polietilenimin, polistiren sülfonat ve çeşitli fosfatlar gibi pıhtılaştırma ajanları yaygın 

olarak kullanılmaktadır. Topaklanmış hücrelerin mekanik özelliklerinin zayıf ve 

dayanıklılığının düşük olması dezavantajları olmasına rağmen yüksek hücre 

yoğunluğuna yol açması en büyük avantajıdır. Çapraz bağlanarak topaklanma, daha 

çok diğer tutuklanma sistemlerindeki hücre veya enzim kaçakların azaltmada 

yardımcı olarak ve diğer tutuklanma yöntemlerini geliştirmek için kullanılır. 

Maya topaklanması, fermantasyon verimliliğini, ürün kalitesini ve mayanın 

ortamdan uzaklaştırılmasını etkilediği için özellikle alkollü içecek endüstrisi için 

büyük öneme sahiptir. Ayrıca topaklanma hücre duvarı kompozisyonu, pH, sıcaklık, 

çözünmüş oksijen ve besiyeri bileşimi de dahil olmak üzere pek çok faktör tarafından 

etkilenir [95-97]. Maya hücrelerinin birbirlerine yapışarak topaklanma gibi doğal bir 

yeteneği vardır. Binlerce hücrenin bir araya gelerek topaklanması geri dönüşümlü ve 

kalsiyum bağımlı bir süreçtir [98]. Maya hücre duvarı bitişik hücre duvarlarındaki 

mannoz kalıntılarını bağlayabilen lektin benzeri proteinler içerir. Maya flokülasyon 

FLO1, FLO5, FLO8 ve Lg-FLO1 gibi spesifik genlere bağlı karmaşık bir süreçtir 

[99]. 

 

1.4.2.4. Bir Bariyerin Arkasında Çevreleme (Kapsülasyon) 

 

Canlı hücrelerin mikro kapsüller veya mikro gözenekli bir membran ile 

çevrelenerek tutuklanmasına kapsülleme denir. Bu tür tutuklanma, hücrenin ürünle 
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karışmaması istendiğinde ya da yüksek mol kütleli ürünler elde edildiğinde 

kullanılabilecek en uygun yöntemlerdendir. Bu tür tutuklanma verimlilik açısından 

caziptir, ama kütle transferi sınırlamaları, hücre büyümesi nedeniyle membranın 

kirlenmesi ve yüksek performanslı membranların maliyetinin de yüksek olması gibi 

dezavantajları vardır [99-101]. Bu tür tutuklanmış sistemler hücrelerin tekrar tekrar 

kullanılmasına imkan sağladığı gibi sürekli fermantasyon süreçlerinde de yaygın 

olarak kullanılmaktadır [102, 103].  

 

1.5. Aşı Kopolimerler 

 

Çok sayıda monomerin kovalent bağlarla bağlanarak bir araya gelmesi 

sonucu oluşan büyük moleküllere polimer denir. Tek tür monomer biriminin 

tekrarlanması ile oluşan polimerlere homopolimer denir. Eğer polimer birden fazla 

türde monomer biriminin tekrarlanmasıyla oluşuyorsa kopolimer adını alır. 

Kopolimerler zincirindeki monomerlerin dizilişine göre ardışık, blok ve rastgele 

olabilirler [104].  

Bir polimerin ana zincirinin sonunda değil de zincir boyunca herhangi bir 

yerden ikinci bir polimerin katılması ile elde edilen kopolimerler, aşı (graft) 

kopolimerler şeklinde tanımlanır. Ana zincirde ve yan zincirlerde yer alan monomer 

türlerinin sayısına bağlı olarak çok değişik yapılarda aşı kopolimerler elde etmek 

mümkündür. Ana zincirin tek tür monomerden, yan zincirlerin başka bir monomer 

türünden oluşması, ana zinciri ve yan dalları homopolimerik olan bir aşı kopolimer 

verir.  

Aşı kopolimerlerin eldesi genellikle iki şekilde gerçekleştirilir. Bunlar tek 

bir monomerle aşılama ve iki veya daha fazla tür monomer karışımı ile aşılamadır. 
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Tek bir monomerle aşılama tek basamakta gerçekleşirken, iki tür monomer 

olduğunda birlikte veya ayrı ayrı aşılanmaları mümkündür [105]. 

Aşılama polimerlerin fiziksel ve kimyasal özelliklerinin modifiye edilmesi 

için kullanılan önemli bir yöntemdir. Bir aşı kopolimer genellikle kendini oluşturan 

homopolimerler arasında bir davranış gösterir. Bu sayede aşı kopolimerleşme 

işlemiyle polimerlerin özellikleri iyileştirilebilir veya istenilen özellikte aşı 

kopolimerler elde edilebilir [106, 107]. 

Aşı kopolimerleşme işleminde başlatıcı çok büyük önem taşımaktadır. 

Başlatıcının oluşturduğu aktif merkezler bir serbest radikal olabildiği gibi, anyonik 

veya katyonik ayrıca kondensasyon polimerizasyonunu başlatabilecek bir kimyasal 

grup da olabilir. Aşılama için polimer zincirinde aktif merkezlerin oluşturulmasında 

ana polimere radikal etkisi, ana polimerin hidroperoksidasyonu, redoks tepkimeleri, 

fotokimyasal yöntemler ve iyonlaştırıcı ışınlar kullanılabilir. 

Aşı kopolimerleşme tepkimelerinde genellikle kimyasal başlatıcı olarak; 

2,2’-azobisizobutironitril (AIBN), benzoil peroksit (BPO), amonyum persülfat 

(APS), potasyum persülfat (PPS), seryum amonyum nitrat (CAN), gibi maddeler 

kullanılmaktadır [15, 108-111]. 

 

1.6. Karboksimetilselüloz 

 

Selüloz doğada en bol bulunan yenilenebilir kaynaklardan bir tanesidir. 

Selüloz, β-1,4 bağlarıyla bağlanmış D-glukopiranoz birimlerinin lineer yapıdaki 

polimer (poli(β-1,4-D-glikoz)) bileşikleridir (Şekil 1.11.). Selülozun ortalama mol 

kütlesi ve moleküler büyüklüğü selülozun kaynağına göre değişim göstermektedir. 
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Selüloz molekülünde hidroksil grupları zincirden dışarıya doğru yönelerek birbiriyle 

hidrojen bağları oluşturmaktadır. Moleküller kolaylıkla yan yana dizilebilmekte ve 

bu yapı çok sayıda güçlü hidrojen bağları içerdiğinden oldukça kararlı olmaktadır.  
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Şekil 1.11. Selülozun kimyasal yapısı 

 

Selüloz kimyasal olarak modifiye edildiğinde selüloz türevleri elde edilir. 

Modifikasyon sayesinde selülozun kuru ve ıslak sağlamlığı, yüzey özellikleri, 

kimyasal direnç vb özellikleri iyileştirilebilmektedir. En çok kullanılan selüloz 

türevlerinden biri de karboksimetilselülozdur [112-114]. 

Karboksimetilselüloz (CMC) (Şekil 1.12.), anyonik, doğrusal, ucuz, 

yenilenebilir, biyolojik olarak parçalanabilir, biyolojik olarak uyumlu ve bitkisel bir 

polimer olması ve toksik olmamasından dolayı ticari değeri olan en önemli suda 

çözünebilen selüloz türevlerinden biridir. Serbest asit, sodyum tuzu veya ikisinin 

karışımı şeklinde bulunabilir. Serbest asit formunda suda çözünmez. Gıdalarda 

kullanımı için en yaygın türü ise sodyum tuzu olanıdır [115]. CMC, 3 değerli 

katyonlarla etkileştirildiğinde suda çözünmeyen, şeffaf, dayanıklı ve organik 

maddelerden etkilenmeyen jel veya küre formunda yapılar oluşturur.  



 42 

 

O

H

H

HO

H

H

OH

H

CH2

O

CH2

COO-Na+

O

H

H
H

H

OH

CH2

HO
OH

O

CH2

COO-Na+

H

O

H

H
H

H
O

CH2

HO
OH

O

CH2

COO-Na+

H

O

n-2

 

 

Şekil 1.12. CMC’nin kimyasal yapısı 

 

CMC, sıcak ve soğuk suda çözünebilir, organik çözücülerde çözünmez. 

CMC’nin fonksiyonel özellikleri selülozun yapısal özelliklerine (örneğin; içerdiği 

hidroksil gruplarına) bağlıdır. Kullanıldığı ürünlerde viskoziteyi jelleştirmeden 

arttırır. CMC’nin doğal pH’ı 8,25 iken ticari olarak daha iyi çözünmesi amacıyla 7-

7,5 pH’ta üretilir. Ürünün pH’ı düşürüldükçe, çözünürlüğü de azalır, 4 ve altındaki 

pH’larda suda çözünmez hale gelir. 

Sodyum karboksimetilselüloz (CMC) alkali selüloz ile monokloroasetik asit 

veya Na-monokloroasetat’ın reaksiyonu ile üretilmektedir. Hidroksil grubunun 

reaksiyona girme dereceleri, polimer zincirinin uzunluğu gibi faktörlerle değişik tipte 

CMC’ler elde edilebilir. 

CMC başlangıçta jelatinin yerine kullanılmak üzere Almanya'da üretilmiştir. 

1935 yılında çamaşır deterjanlarının etkinliğini arttırdığı bulunmuş ve bu amaçla 
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ticari kullanımı artmıştır. Gıdalarda ilk defa kullanımı ise 1946 yılında Hercules 

firması tarafından uygun saflıktaki CMC üretilerek olmuştur [116]. 

CMC koyulaştırıcı, su tutucu, sabitleyici, koloit engelleyici, süspansiyon 

halini koruyucu, akıcılığı kontrol edici özelliklerinden dolayı deterjan, kozmetik, 

gıda, tekstil ve kâğıt endüstrilerinde yaygın kullanım alanı vardır [14, 117].  

 

1.7. N-Vinil-2-Pirolidon  

 

N-vinil-2-pirolidon (NVP), asetilen ve 2-pirolidonun reaksiyonu sonucu 

elde edilen, hafif sarımsı renkte, kendine has bir kokusu olan, hidrofilik ve iyonik 

olmayan bir vinil monomeridir. Suda ya da alkol içinde uygun bir başlatıcı ile serbest 

radikalik polimerizasyon yöntemiyle polimerleştiğinde poli(N-vinil-2-pirolidon) 

(PVP) polimeri elde edilir. Monomer haliyle çok toksik ve kanserojen olmasına 

rağmen, polimer haliyle kişisel bakım ürünlerinde kullanılabilecek kadar güvenli bir 

maddedir. IUPAC isimlendirmesine göre 1-etilen-2-pirolidon homopolimeri ve 

poli[1-(2-okso-1-pirolidinil)etilen] yaygın isimlendirmelere göre ise polividon, 

poli(N-vinil-2-pirolidon), 1-vinil-2-pirolidon polimeri veya polivinilpirolidon 

şeklinde kullanılmaktadır ve PVP kısaltmasıyla gösterilmektedir. Şekil 1.13.’de NVP 

ve PVP’nin molekül yapıları gösterilmektedir. 
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Şekil 1.13. NVP ve PVP’nin molekül yapısı 

 

PVP, beyaz, nem çekici ve kendine has zayıf bir kokusu olan bir polimerdir. 

Bir çok polimerin aksine suda ve alkoller, aminler, asitler, klorlu hidrokarbonlar, vb. 

birçok polar organik çözücüde çözünebilir. Toksik olmayan, biyolojik olarak 

parçalanabilen, biyolojik olarak uyumlu, yüksek jelleşme özelliğine ve ayrıca iyi 

kompleks oluşturma yeteneğine sahip hidrofilik bir polimerdir. PVP çapraz 

bağlandığında mekanik dayanıklılığı düşük ancak yüksek su absorplama kapasitesine 

sahip bir hidrojel oluşturur. [118-121]. 

PVP yalnız başına kullanılabildiği gibi, bir polimer üzerine aşılanarak veya 

polimerlerle kopolimeri oluşturularak da çeşitli endüstriyel uygulamalarda 

kullanılmaktadır. Çapraz bağlanmış şekliyle metal iyonlarının zenginleştirilmesi, 

ayrılması ve fabrika atık sularından metal iyonlarının uzaklaştırılmasında, gıda 

endüstrisinde stabilizatör olarak, emülsiyon katkı maddesi ve renk algılayıcı olarak 

fotoğrafçılıkta, antistatik ajan olarak boyama işlemlerinde, tekstil ve fiber 

endüstrisinde ve bunların yanında yapıştırıcı, kâğıt, seramik ve metal endüstrilerinde 

de geniş kullanım alanları vardır [118, 119]. 
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Ayrıca günümüzde eczacılıkta tentürdiyodun yerine antiseptik olarak 

kullanılan batticon ; % 10 serbest iyot içeren 10g PVP-iyot kompleksi içermektedir. 

 

1.8. Etanol Üretimi Đle Đlgili Yapılan Çalışmalar 

 

 Son yıllarda serbest veya tutuklanmış mayaların etanol üretiminde 

kullanılması giderek yaygınlaşmıştır. Literatürde mayalar kullanılarak farklı ham 

maddelerden etanol üretilmesi ile ilgili birçok çalışma bulunmaktadır. 

Chendel ve arkadaşları ısıya dayanıklı S. cerevisiae’yı şeker kamışı 

saplarına tutuklamışlar ve maksimum etanol üretimini 22,85 g/L, etanol verimini ise 

0,45 olarak bulmuşlardır [122].  

Liu ve arkadaşları aljinata tutuklanmış S. Cerevisiae ile tatlı sorgum 

suyundan etanol üretmişlerdir. 100g/L glikoz ve sükroz karışımından akışkan yatak 

reaktör kullanarak 5 saatte hacimce %6,2 etanol üretmişlerdir [123]. 

Nigam ve arkadaşları agara S. cerevisiae tutuklayarak yaptıkları 

fermantasyonda 255 g/L glikoz kullandıklarında 94.4 g etanol ürettiklerini 

belirtmişler ve etanol verimini 0,37 g/g olarak bulmuşlardır [124].  

Öztop ve arkadaşları HEMA/AAm hidrojellerine S. cerevisiae tutuklayarak 

yaptıkları fermantasyonda, hidrojeldeki hidrofilik karakteri arttıran AAm yüzdesi 

arttıkça etanol üretiminin arttığını ve 3-6 g/L/g jel aralığında olduğunu bulmuşlardır 

[125].  

Caceres-Farfan ve arkadaşları yaptıkları çalışmada serbest iki maya karışımı 

kullandıklarında 48 saatte 20-52 g/L aralığında etanol üretmişlerdir [6].  
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Yine Nigam yaptığı başka bir çalışmada S. cerevisiae’yı κ-karregenana 

tukladıktan sonra sürekli fermantasyonda kullanmış ve yaklaşık olarak 48 g/L etanol 

ürettiğini bildirmiştir [126].  

Yu ve arkadaşları doğal süpürge darısına S. cerevisiae hücrelerini 

adsorpsiyon yoluyla tutuklamışlardır. Kesikli fermantasyon deneylerinde başlangıç 

şeker derişimi 200g/L olduğunda fermantasyonun 16 saatte tamamlandığını ve etanol 

verimi ve etanol üretim hızını sırasıyla 4,9 g/g ve 5,72 g/Lsaat olduğunu 

bulmuşlardır. Đmmobilize hücrelerin etanol üretim hızının serbest hücrelerden 2,24 

kat daha büyük olduğunu belitmişlerdir [9].  

Guimaraes ve arkadaşları 150g/L laktoz dan S. cerevisiae  ile % 8 (v/v) 

etanol üretmişler ve etanol üretim hızını 1,5-2 g/Lsaat olarak bulmuşlardır [127]. 

Nabais ve arkadaşları serbest haldeki S. bayanus’un etanol üretimi üzerine 

ortamdaki kalsiyum iyonlarının etkisini incelemişlerdir. 320 g/L glikoz 

kullandıklarında % 13-17 (v/v) aralığında etanol üretmişler ve optimum kalsiyum 

derişimini 0,75 M olarak bulmuşlardır [128].  

Castellar ve arkadaşları da karbon kaynağı olarak glikoz kullanarak S. 

bayanus ile etanol üretimine ortama eklenen zeolit miktarının etkisini 

incelemişlerdir. 220-350 g/L aralığında glikoz kullandıkları fermantasyonun sonunda 

90-120 g/L etanol üretimine ulaşmışlardır. Ayrıca etanol verimi 0,39-0,43 ve etanol 

üretim hızı da 1,5 -3,0 g/Lsaat aralığında değişmektedir [129].  

Kilonzo ve arkadaşları farklı bir S. türü olan S. diastaticus mayasını 

poliüretan köpüğe tutuklayarak, hem kesikli hem de sürekli sistemde tutuklanmış 

mayadan etanol üretmişlerdir [130]. Karbon kaynağı olarak 240 g/L dekstrin 

kullandıklarında kesikli sistemde 92 g/L etanol üretirlerken, sürekli sistemde 83 g/L 

etanol üretmişlerdir. 
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Brady ve arkadaşları Fe3O4 ile magnetik özellik kazandırdıkları kalsiyum 

aljinat kürelerine K. marxianus tutuklamışlar ve bu tutuklanmış sistemin etanol 

üretimine Mn+2 iyonları etkisini araştırmışlardır [131]. Karbon kaynağı olarak 40 g/L 

laktoz kullandıklarında aljinat kürelerde 16 g/L, manyetik aljinat kürelerde 18 g/L ve 

ortamda Mn+2 iyonları varlığında 20 g/L etanol üretmişlerdir. 

Limtong ve arkadaşları, 37 oC’de %22 şeker içeren şeker kamışı suyunda 

serbest haldeki K. marxianus mayasını fermante ettiklerinde elde ettikleri etanol 

miktarını % 8,7 (w/v) ve etanol üretim hızını 1,45 g/Lsaat olarak bulmuşlardır [132]. 

Yine Brady ve arkadaşları % 40’lık laktoz kullanarak serbest haldeki K. 

marxianus ile 5 g/L etanol üretirken, manyetik aljinat kürelerine tutukladıklarında 

etanol üretimini 12 g/L’ye yükseltmişlerdir [133].  

Christensen ve arkadaşları aljinata tutuklanmış K. marxianus kullanarak 

peynir altı suyundan etanol üretmişlerdir [134]. Kesikli sistemde 47 g laktoz 

kullanarak 20 g/L etanol elde etmişler ve etanol verimini 0,47 g/g olarak 

bulmuşlardır. Sürekli sistemde yaptıkları deneylerde ise en yüksek etanol verimini 

0,50 g/g ve etanol üretim hızını 2,5-4,5 g/Lsaat aralığında bulmuşlardır.  

Guo ve arkadaşları K. marxianus ve S. cerevisiae kültür karışımını aljinata 

tutuklamış ve 100 g/L toplam şekerden serbest K. Marxianus % 3,8 (v/v) etanol 

üretirken, tutuklanmış karışık kültürün % 5,3 (v/v) etanol ürettiğini 

belirlemişlerdir[135]. 

 

1.9. Çalışmanın Amacı 

 

CMC üzerine PVP aşılanması literatürde çalışılmıştır [15]. Ancak literatürde 

bu aşılama işlemi ile elde edilen CMC-aşı-PVP kopolimerinin kullanımına yönelik 
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çalışmalar yer almamaktadır. Bu çalışmada, farklı aşılama yüzdelerinde CMC-aşı-

PVP aşı kopolimerlerinin, etanol üretimi için yeni bir destek materyali olarak 

kullanılması amaçlanmıştır. Bu kopolimerler çapraz bağlanarak küre haline getirilip, 

elde edilen kürelerin element analizi, Fourier transform infrared spektroskopi (FTIR), 

termogravimetrik analiz (TGA), taramalı elektron mikroskop (SEM) ve şişme 

deneyleri ile karakterize edilmiştir. 

Sonraki basamakta S. cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus mayaları 

etanol fermantasyonu için, CMC-aşı-PVP aşı kopolimerlerine hapsetme yoluyla 

tutuklanmıştır. Maya tutuklanmış bu sistemlerin etanol üretimi üzerine aşılama 

yüzdesinin, başlangıç glikoz derişiminin ve çapraz bağlayıcı derişiminin etkisi ve 

maya tutuklanmış kürelerin tekrar kullanılabilirliklerinin araştırılması amaçlanmıştır. 
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2. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

2.1. Materyal 

2.1.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

 

Sodyum karboksimetilselüloz (25oC’de %2’lik sulu çözeltisinin viskozitesi 

400-800 cps) Sigma (Amerika) firmasından temin edildi. 

N-vinil-2-pirolidon (Mol Kütlesi: 111,14 g/mol ve d: 1,040 g/mL) Merck 

(Almanya) firmasından temin edildi ve 2 mmHg vakum altında ve 65 oC’de 

distilasyon ile saflaştırıldı. 

Alüminyum klorür (AlCI3, Saflık > %98, Mol Kütlesi: 133,34 g/mol) aseton 

ve dinitrosalisilik asit Fluka (Đsviçre) firmasından ve D-glikoz monohidrat (C6H12O6 . 

H2O, Mol Kütlesi: 198,17 g/mol), asetik asit, aseton, etanol, hidroklorik asit ve 

sodyum klorür Riedel-de Haen (Almanya) firmasından temin edildi. 

Sodyum potasyum tartarat, azobisizobütironitril (AIBN), hidrokinon ve 

sodyum hidroksit Merck (Almanya) firmasından temin edildi. AIBN asetondan 

kristallendirilerek kullanıldı.   

S. cerevisiae Pakmaya (Türkiye) firmasından ve S. bayanus (1A) ve K. 

Marxianus (NCYL 587) suşları Ankara Üniversitesi Gıda Mühendisliği Kültür 

Koleksiyonu’ndan elde edildi. 

Maya özütü, malt özütü, pepton Difco (Amerika) firmasından ve agar Lab 

M (Đngiltere) firmasından temin edildi. 
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2.1.2. Kullanılan Cihazlar  

 

Element Analizi: Elde edilen CMC-aşı-PVP aşı kopolimerinin %C, %H ve %N 

miktarlarının tayini LECO CHNS-932 marka (Amerika) elementel analiz cihazı ile 

gerçekleştirildi. 

UV spektrofotometresi: Bu çalısmada, çözeltilerin renk yoğunluğu Shimadzu UV 

1800 marka (Japonya) UV/görünür bölge spektrofotometre kullanılarak belirlendi.  

TGA: CMC, NVP, CMC-aşı-PVP1, CMC-aşı-PVP2 ve CMC-aşı-PVP3’nin 

termogravimetrik analizini yapmak için TA Q500 marka cihaz kullanıldı. Sıcaklık 

artışına karşı örneğin kütlesindeki değişim ölçülerek elde edilen termogramlardan 

analiz yapıldı. 

SEM: Hazırlanan kürelerin taramalı elektron mikroskop (SEM) görüntüleri JEOL 

JSM 5600 marka (Japonya) cihaz ile elde edildi.  

BET Analizi: Kuru kürelerin gözenek boyutlarını belirlemek için Brunauer, Emmett 

ve Teller (BET) analizi ASAP 2020M (A) marka cihaz ile gerçekleştirildi. 

GC: Mayaların ürettikleri etanol miktarlarının tayini, HP 6890 marka (ABD) gaz 

kromatografi cihazı ile yapıldı. DB-FFAP (30m x 0,32mm, 0,5µm film, 40-250oC) 

kolon (Agilent Technologies, ABD) ve alev iyonlaştırma detektörü (FID) kullanıldı. 

Taşıyıcı gaz olarak 1,2 mL/dak akış hızında azot gazı kullanıldı.   

Yukarıdaki temel cihazların yanında aşağıdaki cihazlar da kullanılmıştır; 

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

- Manyetik karıştırıcı (Corning PC-420, Amerika) 

- Etüv (Nüve FN-120, Türkiye) 

- pH metre (Hanna instruments HI 221, Romanya) 

- Analitik terazi (Sartorius CP224 S, Almanya) 
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- Santrifüj (Nüve NF 1215, Türkiye) 

- Otoklav (Nüve, Türkiye) 

 

2.2. Deneysel Yöntem 

2.2.1.  CMC-aşı-PVP Aşı Kopolimerinin Sentezi 

 

Aşılama işlemi azot gazı atmosferinde, 250 mL’lik üç boyunlu balonda, geri 

soğutucu altında su banyosunda gerçekleştirildi. 1g CMC saf su ile 50 mL’lik balon 

jojede, oda sıcaklığında, manyetik karıştırıcı ile 24 saat karıştırılarak çözüldü. Oluşan 

çözelti bir miktar saf su ile üç boyunlu balona aktarıldı. Çözeltiye gerekli miktarda 

NVP ilave edilerek 70 oC’deki su banyosunda karışımdan 30 dakika azot gazı 

geçirildi. Sonra karışıma 2 mL asetonda çözülmüş olan AIBN başlatıcısı ilave 

edilerek toplam çözelti hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandı. Reaksiyon boyunca 

ortamdan sürekli azot gazı geçirilmeye devam edildi. Aşılama reaksiyonu süresi 2 

saatte sabitlendi. Bu süre bitiminde ortama 5 mL doymuş hidrokinon çözeltisi ilave 

edilerek reaksiyon durduruldu. Oluşan ürün asetonda çöktürüldü. Ürün süzüldü ve 

çöken homopolimerin uzaklaştırılması için etil alkolle soksletde 48 saat yıkandı. 

Homopolimeri uzaklaştırılan aşı kopolimer 40 oC’de etüvde sabit tartıma gelene 

kadar kurutuldu. CMC-aşı-PVP’nin sentezi şematik olarak Şekil 2.1.’de 

gösterilmiştir. 
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Şekil 2.1. CMC üzerine NVP aşılama şeması [15] 

 

2.2.2. Aşılama Yüzdesine Monomer Derişiminin Etkisi 

 

CMC-aşı-PVP kopolimerindeki PVP miktarını dolayısıyla aşılama 

yüzdesini değiştirmek için aşılama işleminde 3 farklı NVP monomer derişimi (0,27 

M, 0,46 M ve 0,65 M) kullanıldı. Aşılama işlemi bölüm 2.2.1.’de anlatılan yönteme 

göre yapıldı. Elde edilen aşı kopolimerlerdeki C, H ve N yüzdeleri elementel analiz 

cihazı ile belirlendi. Aşılama deneylerinde elde edilen 3 farklı aşılama yüzdesindeki 

kopolimerlere aşılama yüzdesi değerlerine göre CMC-aşı-PVP1, CMC-aşı-PVP2 ve 

CMC-aşı-PVP3 kısaltmalarıyla gösterileceklerdir. 

 

CMC-aşı-PVP 

CMC 
NVP 
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2.2.3. CMC ve CMC-aşı-PVP Kürelerinin Hazırlanması 

 

Deneylerde kullanılacak CMC ve CMC-aşı-PVP1, CMC-aşı-PVP2 ve CMC-

aşı-PVP3 kopolimerlerinin boş küreleri sıvıda olgunlaştırma yöntemi ile oluşturuldu. 

CMC-aşı-PVP1, CMC-aşı-PVP2 ve CMC-aşı-PVP3 kopolimerlerinin %3 (m/v)’lik, 

CMC’nin ise %2 (m/v)’lik sulu çözeltileri hazırlandı. Bu çözeltilerin, 0,1 M, 0,3 M 

ve 0,5 M AlCl3 çözeltilerinin üzerine pipetle damlatılması ile aşı kopolimer Al3+ 

iyonları ile çapraz bağlandı ve küreleri oluşturuldu. Küreler 30 dakika çapraz 

bağlandıkları çözeltilerde bekletildikten sonra 15 dakika da saf su içinde bekletildi ve 

yıkandıktan sonra kurutuldu. 

 

2.2.4. Kürelerin Şişme Derecesinin Belirlenmesi 

 

Bölüm 2.2.3.’de anlatılan yönteme göre hazırlanan CMC ve CMC-aşı-PVP1, 

CMC-aşı-PVP2 ve CMC-aşı-PVP3 boş kürelerinin % şişme dereceleri etanol 

üretiminde kullanılacak besiyerinde belirlendi. Besiyer 10 g glikoz, 0,5 g maya özütü 

ve 0,5 g malt özütünün 100 ml saf suda çözülmesiyle hazırlandı ve çözeltinin pH’sı 

5,0 değerine ayarlanarak 121oC’de 15 dakika sterilize edildi. Besiyere farklı aşılama 

yüzdelerindeki kürelerden belirli miktarlarda atıldı. Değişik zaman aralıklarında 

küreler besiyerden çıkarılarak yüzeysel olarak kurulanıp tartıldı ve tekrar 

bulundukları ortamlara atılarak şişme deneylerine devam edildi. Besiyerdeki 

kürelerin kütleleri değişmediği zaman deney sonlandırıldı. Şişme derecesi aşağıdaki 

formül kullanılarak hesaplandı. 
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% Şişme derecesi = 
Şişmiş küre kütlesi - Kuru küre kütlesi

x100
Kuru küre kütlesi

                         (2.1) 

 

2.2.5. Mayalar Đçin Kültür Ortamları 

2.2.5.1. Katı Besi Ortamı 

 

Katı besi ortamı için 0,3 g maya özütü, 0,3 g malt özütü, 0,5 g pepton, 1,5 g 

agar ve 1 g glikoz 100 mL saf suda çözüldü ve 121oC’de 15 dakika sterilize edilerek 

steril petri kabına döküldü. S. cerevisiae, S.  bayanus ve K. marxianus mayası platin 

tel ile agar ortamına ekildi. Katı ortam 30oC’de 48 saat inkübatörde mayaların 

gelişmesi için bekletildi ve daha sonra +4oC’de depolandı. Mayalar katı ortamda her 

ay yeniden üretilerek saklandı. 

 

2.2.5.2. Büyüme Ortamı 

 

Katı ortamda depolanan mayalar fermantasyonda kullanılmadan önce bir ön 

büyüme ortamına ekilerek büyütülürler. Büyüme ortamı için 5 g glikoz, 1 g maya 

özütü, 1 g pepton ve 0,1 g MgSO4. 7 H2O 100 mL saf suda çözüldü ve 121oC’de 15 

dakika sterilize edilerek hazırlandı. Katı ortamdan platin tel ile alınan mayalar 

büyüme ortamına ekildi ve 30oC’de 125 rpm hızla karıştırılarak belirli sürelerde 

inkübatörde büyütüldü. Mayaların büyüme ortamında büyütülme süreleri onların 

büyüme eğrilerinden logaritmik evrenin sonu olarak belirlendi. Buna göre büyüme 

ortamına ekilen mayalardan S. cerevisiae 12 saat, S. bayanus 16 saat ve K. marxianus 

15 saat büyütüldü. 
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2.2.5.3. Fermantasyon Ortamı 

 

Fermantasyon ortamı büyüme ortamı ile aynı bileşime sahip olmasına 

rağmen madde miktarları değiştirilmiştir. Belirli miktarda glikoz, 0,5 g maya özütü, 

0,5 g pepton ve 0,1 g MgSO4 . 7 H2O 100 mL saf suda çözülerek pH’ı 5,0 değerine 

ayarlandı ve 121oC’de 15 dakika sterilize edildikten sonra maya tutuklanmış 

kürelerin fermantasyonlarında kullanıldı.  

 

2.2.6. Maya Üremesinin Takibi 

 

S. cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus serbest hücrelerinin büyüme 

ortamlarında, miktarındaki zamana bağlı artış UV-görünür bölge spektrofotometresi 

ile ölçülmüştür. Mayalar büyüme ortamlarına ekildikten sonra belirli zaman 

aralıklarında ortamdan alınan örneklerin 620 nm’de verdiği absorbans değerleri 

ölçülerek zamana karşı grafiğe geçirilmiştir [8].  

 

2.2.7. Maya Kuru Kütlesinin Belirlenmesi 

 

Fermantasyon sırasında kullanılacak aşı mikroorganizma miktarını g/L 

olarak belirlemek amacıyla büyüme ortamı hazırlandı ve sterilize edildikten sonra 

mikroorganizma aşılanarak 30oC’de 125 rpm hızla karıştırılarak inkübatörde 

mikroorganizmalar büyütüldü. Önceden boş ağırlıkları tartılmış olan santrifüj 

tüplerine belirli zaman aralıklarında bilirli hacimlerde örnekler alındı. Maya bulunan 

tüpler 3000 rpm’de 4 dakika santrifüj edildi. Üstteki sulu kısım atıldı ve üzerlerine % 

0,9’luk NaCl’den 5 mL ilave edilip tekrar 3000 rpm’de 4 dakika santrifüj edildi. 
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Üstteki kısım yine atıldı ve tüpler mikrodalga fırında kurutuldu. Kurutulan tüplerin 

ağırlıkları sabit tartıma gelene kadar tartıldı [122]. Aşağıdaki eşitlikten yararlanılarak 

kuru hücre ağırlığı g/L olarak belirlendi. 

 

Kuru Kütle (g/L)= 
Dolu tüp kütlesi - Boş tüp kütlesi

x1000
Alınan örnek hacmi

                                 (2.2) 

 
2.2.8. Mayaların Polimerik Desteklere Tutuklanması 

 

CMC-aşı-PVP1, CMC-aşı-PVP2 ve CMC-aşı-PVP3 kopolimerlerinden % 3 

(m/v)’lük, CMC den ise % 2 (m/v)’lik çözeltiler hacimleri gerekli miktardan 5 mL az 

olmak koşulu ile hazırlandı. Büyüme ortamında gerekli süre boyunca üretilen 

mayalar santrifüjlenerek sıvı kısım ayrıldıktan sonra %0,9’luk NaCl ile yıkandı. 

Mayaların üzerlerine tekrar 5 mL %0,9’luk NaCl çözeltisi eklenerek daha önce 

hazırlanan kopolimer çözeltilerine eklenmiştir. Polimerlerin çapraz bağlanması için 

0,5 M AlCl3.6H2O çözeltilerine, maya ile karıştırılmış 4 farklı polimer pipetle ayrı 

ayrı damlatılarak küreleri oluşturuldu. Küreler 30 dakika çapraz bağlandıkları 

çözeltilerde bekletildikten sonra 15 dakika da saf su içinde bekletilip yıkandı ve 

kurutuldu. 

 
2.2.9. Fermantasyon Deneyleri 

 
Maya tutuklanmış CMC, CMC-aşı-PVP1, CMC-aşı-PVP2 ve CMC-aşı-PVP3 

küreleri, hazırlanan fermantasyon ortamlarına eklendi. Çalkalamalı su banyosunda 

30oC’de 125 rpm hızlı karıştırılarak inkübe edildi. Fermantasyon ortamından belirli 

sürelerde örnekler alındı ve bu örneklerden tutuklanmış mayaların zamanla glikoz 
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tüketim ve etanol üretim miktarları ile fermantasyon verimi ile etanol üretim hızları 

tayin edildi. 

Tutuklanmış mayaların etanol üretimleri üzerine başlangıç glikoz 

miktarlarının etkisini araştırmak için bölüm 2.2.5.3.’de anlatılan fermantasyon 

ortamlarındaki glikoz miktarları 50, 100, 150 ve 200 g/L olacak şekilde hazırlandı ve 

yukarıda anlatılan işlemler bu dört farklı derişimde glikoz içeren fermantasyon 

ortamı kullanılarak yürütüldü. 

Tutuklanmış mayaların etanol üretimleri üzerine çapraz bağlayıcı 

derişiminin etkisini araştırmak için bölüm 2.2.7.’de anlatılan çözeltiler hazırlandı. 

Gerekli miktarlarda maya süspansiyonları ile karıştırılan bu çözeltilerin farklı 

derişimlerdeki (0,1, 0,3 ve 0,5 M) Al3+ çözeltileriyle küreleri oluşturuldu. Maya 

tutuklanmış bu küreler 10 g glikoz, 0,5 g maya özütü, 0,5 g malt özütü ve 0,1 g 

MgSO4. 7 H2O (100 mL, pH= 5,0) içeren fermantasyon ortamında etanol üretiminde 

kullanıldı.  

Kürelerin tekrar kullanılabilirliklerini belirlemek amacıyla 0,5 M Al+3 ile 

çapraz bağlanarak hazırlanmış küreler 10 g glikoz, 0,5 g maya özütü, 0,5 g malt 

özütü ve 0,1 g MgSO4. 7 H2O (100 mL, pH= 5,0) içeren fermantasyon ortamında 

inkübe edildi. Fermantasyonun bitiminde küreler ortamdan çıkarılarak 0,9’luk NaCl 

çözeltisi ile yıkandı ve yeni fermantasyon ortamına atılarak tekrar inkübe edildi. 

Tekrar kullanım işlemine küreler mekanik dayanıklılıklarını veya mayalar 

aktifliklerini kaybedinceye kadar devam edildi.  

2.2.10. Glikoz Analizi 

 
Fermantasyon ortamlarındaki glikoz miktarları, dinitro salisilik asit reaktifi 

ile glikozun oluşturduğu kahverengi çözeltinin 540 nm’deki renk yoğunluğunun UV 
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spektrofotometresinde ölçülmesiyle belirlendi [136]. Glikoz içeren çözeltiden 0,5 mL 

deney tüpüne alındı ve üzerine 1,5 mL DNS reaktifi (1 g dinitro salisilik asit, 2 g 

NaOH ve 30 g sodyum potasyum tartarat saf suda çözülerek toplam hacim 100 mL 

ye seyreltildi) eklenerek 5 dakika kaynayan su içerisinde bekletildi. Oda sıcaklığına 

soğuyan kahverengi çözeltiye 5 mL saf su eklendi. Çözeltinin renk yoğunluğu 540 

nm dalga boyunda 1 cm ışık yollu küvetler kullanılarak belirlendi. Kalibrasyon 

grafiği için 0,5-2,5 mg/L derişim aralığında glikoz çözeltileri hazırlanarak DNS 

reaktifi ile verdikleri renklerin absorbans değerleri grafiğe geçirildi. Derişimi 

bilinmeyen glikoz çözeltilerinin 540 nm’de absorbans değerleri ölçüldü ve 

kalibrasyon grafiği yardımıyla bu çözeltilerin derişimleri bulundu. 

 

2.2.11. Gaz Kromatografisi ile Etanol Tayini 

 

Gaz kromatografisinde detektör tarafından algılanan veriler elektrik 

sinyaline çevrilerek pik olarak kaydedilir. Piklerin büyüklüğü her zaman detektörden 

geçen madde miktarıyla doğru orantılıdır.  

Fermantasyon ortamlarında üretilen etanol miktarlarının tayini kalibrasyon 

grafiği yöntemiyle belirlendi. Bu işlem için belirli derişimlerdeki etanol çözeltileri 

gaz kromatografi cihazına enjekte edildi ve elde edilen piklerin alanlarına göre 

kalibrasyon eğrisi oluşturuldu. Derişimi bilinmeyen etanol çözeltileri GC cihazına 

enjekte edildikten sonra cihazdan elde edilen pik alanlarına göre kalibrasyon 

eğrisinden yararlanılarak etanol çözeltilerinin derişimleri belirlendi. 
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3. ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA 

 

3.1. CMC-aşı-PVP kopolimerlerinin Kürelerinin Karakterizasyonu 

 

CMC-aşı-PVP kopolimerlerinin kullandığımız yöntemle sentezi ve genel 

karakterizasyonu laboratuarımızda yapılmıştır [15]. Bu çalışmada ise farklı 

miktarlarda monomer kullanılarak farklı aşılama yüzdelerinde kopolimerler elde 

edilmiş ve elde edilen aşı kopolimerlerin küreleri oluşturularak bu küreler element 

analizi, Fourier transform infrared spektroskopisi (FTIR), termogravimetrik analiz 

(TGA), taramalı elektron mikroskop (SEM) ve şişme deneyleri ile karakterize edildi. 

Aşılama deneylerinde üç farklı derişimde monomer kullanılarak üç farklı 

aşılama yüzdesinde kopolimer elde edildi. Çizelge 3.1.’de aşılama sırasında 

kullanılan monomer (NVP) derişimleri ile bu aşılama deneylerinde elde edilen CMC-

aşı-PVP kopolimerlerinin element analizi sonuçları ve aşılama yüzdeleri (GY) 

görülmektedir. Bu kopolimerlerin aşılama yüzdeleri 20% (CMC-aşı-PVP1), 24% 

(CMC-aşı-PVP2),  ve 32% (CMC-aşı-PVP3) olarak hesaplanmıştır. Aşılama 

işleminde kullanılan monomer derişimi dolayısıyla azot yüzdesi arttıkça aşılama 

yüzdesinin arttığı görülmektedir. Bütün maya tutuklanma deneylerinde bu 

kopolimerler ve karşılaştırmak için aşılanmamış CMC kullanılmıştır. 
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Çizelge 3.1.  CMC-aşı-PVP kopolimerlerinin elementel analiz sonuçları ve aşılama 

yüzdeleri 

 

Kopolimer 
Monomer 

Derişimi (M) 
GY (%) C (%) H (%) N (%) 

CMC-aşı-PVP1 0,27 20 40.85 5.95 2.78 

CMC-aşı-PVP2 0,46 24 42.16 6.30 3.36 

CMC-aşı-PVP3 0,65 32 44.35 6.49 4.50 

 

    

3.1.1. CMC ve CMC-aşı-PVP Kürelerinin FTIR Analizleri 

 

Şekil 3.1’de CMC ve CMC-aşı-PVP (%32 aşı yüzdesine sahip kopolimer 

için) FTIR spektrumları görülmektedir. CMC’nin FTIR spektrumunda, 3500 cm-1’de 

gözlenen geniş band (O-H) gerilmesine ve 2917 cm-1’de gözlenen düşük şiddetteki 

bandın alifatik (C-H) gerilmesine ait olduğu düşünülmektedir. 1656 ve 1499 cm-1 

deki keskin ve şiddetli bantların (−COO−) grubuna ait simetrik ve asimetrik 

gerilmelere, 1330 cm-1’deki bandın (O-H) eğilmesine ve 1050 ile 1100 cm-1’de 

gözlenen geniş bantların glikozit bağlarının (C-O-C) gerilmelerine ve alkol 

gruplarının (C-O) gerilmelerine ait olduğu belirlenmiştir [121, 137]. 

CMC-aşı-PVP’nin FTIR spektrumunda 3509 cm-1’de gözlenen geniş bandın 

CMC üzerindeki (-OH) gruplarından kaynaklanan (O-H) gerilmesine, 2919 cm-1’de 

gözlenen bandın PVP ve CMC üzerindeki alifatik (C-H) gerilmelerine, 1646 cm-1’de 

görülen geniş bandın PVP ve CMC üzerindeki (C=O) gerilmelerine, 1477 cm-1’de 

gözlenen bantların CMC üzerindeki (−COO−) grubuna ait asimetrik gerilmelere, 
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1423 ve 1294 cm-1’deki 2 pik aşılanmış CMC’deki PVP’nin yapısında olan alifatik 

(C-N) gerilme ve eğilmelerine aittir. Ayrıca 1050 ile 1100 cm-1’de gözlenen geniş 

bantların CMC üzerindeki (C-O) gerilmelerine ait olduğu belirlenmiştir. CMC-aşı-

PVP kopolimerinin FTIR spektrumunda PVP’nin karakteristik gerilme bantları 

aşılamanın gerçekleştiğini göstermektedir [119,138]. 

 

 

 
Şekil 3.1. CMC ve CMC-aşı-PVP kürelerinin FTIR spektrumları  

 

3.1.2. Aşı Kopolimerin Termogravimetrik Analiz Sonuçları 

 

CMC, PVP homopolimerleri ile CMC-aşı-PVP1, CMC-aşı-PVP2 ve CMC-

aşı-PVP3 kopolimerlerinin termal bozunmalarıyla, kütle kayıpları arasındaki ilişkiyi 

belirlemek için termogravimetrik analizleri yapılmıştır. 
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Şekil 3.2. CMC, PVP ve CMC-aşı-PVP’nin TGA termogramları   

 

CMC, PVP ve CMC-aşı-PVP3 (%32 aşı yüzdesine sahip kopolimer için) 

termogravimetrik analiz sonuçları Şekil 3.2.’de gösterilmiştir. CMC’nin termogramı 

incelendiğinde üç aşamalı bozunma piki gözlenmiştir. Sıcaklık 30oC’den 150oC’ye 

yükseldiğinde CMC’nin kütlesinin %12,42’sini kaybettiği görülmüş ve bu kaybın 

yapısındaki suyun uzaklaşmasından kaynaklandığı belirlenmiştir. 275oC’de gözlenen 

bozunmada ise polimer kütlesinin %52,29’unu ve 500 ile 900oC arasında da 

kütlesinin %24,82’sini kaybetmiştir. Bu bozunma pikleri CMC polimerindeki 

zincirlerin kopmasından ve yapının tamamen bozunmasından kaynaklanmaktadır. 

PVP’nin termogramında 20-110oC
 

ve 300-450oC sıcaklık aralıklarında iki 

aşamalı bozunma piki gözlenmiştir. 20-110oC
 

sıcaklık aralığında PVP polimeri 

kütlesinin %10,84’ünü kaybetmiş ve bu kaybın polimerin yapısındaki suyun 

uzaklaşmasından kaynaklandığı belirlenmiştir. 400oC’de gözlenen bozunmada ise 
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polimerin kütlesinin %88,07’sini kaybetmiş ve polimer termal olarak tamamen 

bozunmuştur. 

CMC-aşı-PVP3’ün termogramında dört temel bozunma piki görülmektedir. 

Bu piklerden 30-120oC arasındaki pik kopolimerin yapısındaki suyun 

uzaklaşmasından kaynaklanmakta olup polimerin kütlesinin %7,91’ine karşılık 

gelmektedir. 250oC’de gözlenen bozunmanın kopolimerdeki CMC zincirlerinin 

kopmasından kaynaklandığı düşünülmüş olup bu pike karşılık gelen kütle azalması 

%26,67’dir. 325-600oC sıcaklık aralığında kopolimerin kütlesinde %40,90’lık bir 

azalma olup bu azalmanın kopolimerdeki PVP’nin bozunmasından kaynaklandığı 

düşünülmüştür. Termogramdaki son pik ise kalan CMC’nin tamamen bozunduğunu 

düşündüren ve %18,46’lık kütle artışına karşılık gelen piktir.  

CMC, PVP ve CMC-aşı-PVP3 polimerleri kütlelerinin %50’sini yaklaşık 

olarak sırasıyla 300, 420 ve 375oC’de kaybetmişlerdir. Başlangıç bozunma 

sıcaklıklarına göre ısıl kararlılığı en yüksek olan 400oC ile PVP, en düşük olan ise 

yaklaşık 250oC ile CMC-aşı-PVP3’tür. CMC’nin başlangıç bozunma sıcaklığı ise 

275oC’dir. 

Aşılama ile elde edilen CMC-aşı-PVP1, CMC-aşı-PVP2 ve CMC-aşı-PVP3 

kopolimerlerinin termal kararlılıkları kendi aralarında karşılaştırıldığında ise 

kopolimerlerin tamamında aynı sıcaklık aralıklarında dört tür bozunma piki 

gözlenmektedir (Şekil 3.3.). Farklı olan değer, aşılama yüzdesine bağlı olarak aynı 

sıcaklık aralıklarında farklı miktarda kütle kayıplarının olmasıdır. Burada dikkat 

çeken pikler 200-325oC sıcaklık aralığında ve kopolimerdeki CMC’nin 

bozunmasından kaynaklanan pikler ile 325-600oC sıcaklık aralığındaki PVP’nin 

bozunmasından kaynaklanan piklerdir. Kopolimerler CMC-aşı-PVP1, CMC-aşı-

PVP2 ve CMC-aşı-PVP3 sırasına göre incelendiğinde aşılama yüzdesi dolayısıyla 
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kopolimerdeki PVP miktarı artmaktadır. Buna paralel olarak da CMC miktarı 

düşmektedir. Dolayısıyla PVP’nin kopolimerdeki miktarının artması veya düşmesine 

paralel olarak kopolimerdeki kütle kayıplarının değişmesi gerekir. CMC-aşı-PVP1, 

CMC-aşı-PVP2 ve CMC-aşı-PVP3 kopolimerlerinin 200-325oC sıcaklık aralığında 

kütle ayıpları sırasıyla %33,95, %27,66 ve %26,67’dir. Bu pik CMC’ye ait 

olduğundan aşılama yüzdesinin artmasıyla kopolimerdeki CMC kütlesinin düşmesi 

gerçeğini doğrulamış olur. Benzer şekilde kopolimerlerin 325-600oC sıcaklık 

aralığında kütle kayıpları sırasıyla %24,03, %36,06 ve %40,46’dır. Bu sıcaklık 

aralığındaki pik de kopolimerdeki PVP’nin bozunmasından kaynaklandığından 

aşılama yüzdesi arttıkça daha fazla PVP bozunmuştur. Bu sonuç aynı zamanda 

kopolimerdeki PVP miktarının artmasıyla aşılama yüzdesinin arttığının bir kanıtı 

olarak da düşünülebilir.  

Literatürde de benzer sonuçlar bulunmaktadır. De Britto ve Assis [139] 

karboksimetilselülozun farklı tuzlarının ısıl degradasyonlarını incelediklerinde 

sodyum karboksimetilselülozun başlangıç bozunma sıcaklığını bizim çalışmamıza 

benzer şekilde yaklaşık 250oC, kalsiyum tuzununkini ise yaklaşık 270oC olarak 

bulmuşlardır. Patel ve arkadaşları [140], sodyum karboksimetilaljinata, metil akrilat 

aşılamışlardır. Bu kopolimerin termogramı incelendiğinde, 75-215oC’de yapıdaki 

suyun çıkısını gösteren ve 250-630oC’de aljinatın depolimerizasyonu gösteren iki 

tane ısıl bozunma piki gözlendiğini ve aljinatın kütlesinin %50’sini kaybettiği 

sıcaklığın 340oC olduğunu rapor etmişlerdir. 
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Şekil 3.3. CMC-aşı-PVP1, CMC-aşı-PVP2 ve CMC-aşı-PVP3 kopolimerlerinin 

karşılaştırılmalı TGA ve DTGA termogramları   
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3.1.3. CMC, CMC-aşı-PVP1, CMC-aşı-PVP2 ve CMC-aşı-PVP3 Kürelerin Şişme 

Derecelerinin Belirlenmesi 

 

Şişme deneylerinin ilk kısmında CMC ile CMC-aşı-PVP1, CMC-aşı-PVP2 

ve CMC-aşı-PVP3 kopolimerlerinin 0,5 M Al3+  çözeltisinde, çözeltide olgunlaştırma 

yöntemiyle küreleri oluşturuldu. Çapraz bağlanmış boş kürelerin şişme dereceleri 

30oC’deki su banyosunda gravimetrik olarak belirlendi. Bu amaçla fermantasyon 

ortamına atılan küreler belirli sürelerde çıkarılarak tartıldı ve kürelerin kütlelerinin 

artışına göre eşitlik 2.1 kullanılarak % şişme dereceleri hesaplandı. % Şişme 

derecesinin zamanla değişimini içeren grafikler Şekil 3.4. ve Şekil 3.5.’de 

verilmektedir. Şekillerdeki ortak nokta ise bütün küreler için denge şişme derecesine 

yaklaşık 3 saatte ulaşılmış olmasıdır.  

Çapraz bağlayıcı derişimi sabit tutulduğunda (Şekil 3.4.), CMC’nin % şişme 

derecesi %94 iken, %20 PVP aşılandığında %141, %24 PVP aşılandığında %181 ve 

%32 PVP aşılandığında %225’e yükselmiştir. Bu sonuçlara göre şişme derecesi 

aşılama yüzdesinin artmasıyla artmaktadır. Bu artışın nedeni CMC’ye aşılanan 

PVP’nin hidrofilik karakterde bir polimer olması ve aynı zamanda aşılamanın 

dallanma şeklinde olup, dallanmanın da kopolimerdeki serbest hacimleri 

arttırmasıdır. Bu sayede kopolimerin daha fazla su tutması sağlanmaktadır.  
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Şekil 3.4. CMC, CMC-aşı-PVP1, CMC-aşı-PVP2 ve CMC-aşı-PVP3 kürelerinin % 

şişme derecelerinin zamanla değişimi 

 

Model olarak seçilen CMC-aşı-PVP3 kopolimerinin farklı derişimlerdeki 

çapraz bağlayıcılarla oluşturulan kürelerinin % şişme derecelerinin zamanla değişimi 

ise Şekil 3.5.’de verilmiştir. Şekil incelendiğinde çapraz bağlayıcı derişiminin 0,5 

M’dan 0,3 ve 0,1 M’a düşmesiyle, % şişme derecesi de %225’ten %317 ve %386’ya 

artmıştır. Çapraz bağlayıcı ne kadar az olursa küreler o kadar fazla şişmektedirler. 

Çapraz bağlanma CMC’nin yapısında bulunan –OH grupları üzerinden olmaktadır. 

Dolayısıyla ortamda çapraz bağlayıcı ne kadar çok olursa o kadar çok –OH grubu 

bağlanacak ve kopolimerin serbest hacmi azalarak daha az şişecektir.   
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Şekil 3.5. CMC-aşı-PVP3 kürelerinin % şişme derecelerinin çapraz bağlayıcı 

derişimiyle değişimi 

 

Bu konuda yapılan çalışmalar incelendiğinde benzer sonuçlar görülmektedir 

[141-143]. Işıklan ve arkadaşları [141] yaptıkları çalışmada CMC gibi doğal 

polisakkarit kökenli bir polimer olan aljinata PVP aşıladıklarında, aşılama ile % 

şişme derecesinin % 142’den % 227’ye yükseldiğini belirtmişlerdir.  

 

3.1.4. CMC ve CMC-aşı-PVP Kürelerinin Taramalı Elektron Mikroskop 

Görüntüleri 

 

CMC ve aşılanmış CMC’den elde edilen kürelerin yüzey özelliklerinin 

gözlenmesi için SEM fotoğrafları çekilmiştir. Ancak fotoğraflar çekilmeden önce 

kürelerin iç yapısının da gözlenebilmesi küreler ortadan ikiye kesilmiş ve kurutularak 

fotoğraflanmıştır (Şekil 3.6.). Şekil 3.6. A ve B’de kürelerin ortadan ikiye kesilmiş 
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resimleri görülmektedir. Bu resimler incelendiğinde, CMC’den elde edilen kürenin 

içinin, düz homopolimer zincirlerinden oluştuğu için boşluksuz, dolgulu bir şekilde 

olduğu görülmektedir. CMC-aşı-PVP kopolimerinin iç yapısına bakıldığında ise, 

kenarlardan merkeze doğru kanalların olduğu pürüzlü, girintili bir şekil 

görülmektedir. Aşı kopolimerdeki bu girintili yapının sebebi ise PVP’nin dallanma 

şeklinde aşılanması ve bu yüzden kopolimer içinde serbest hacimlerin artmasıdır. 

 

 

 

Şekil 3.6. A) CMC kürelerinin SEM görüntüleri B) CMC-aşı-PVP kürelerinin SEM 

görüntüleri 

 

3.1.5. CMC ve CMC-aşı-PVP Kürelerinin Gözenek Analizleri  

 

Kürelerin gözenek boyutu Brunauer, Emmett ve Teller (BET) analizi ile 

belirlendi. Bu analiz için kürelerin kuru olması gerektiği için küreler kurutulmuş 

ancak küreler kurutulduğunda yapısındaki su tamamen uzaklaştığı için küreler 

büzülmüş ve gözenek boyutları normalden daha küçük çıkmıştır. Çizelge 3.3. 

incelendiğinde, CMC’nin gözenek boyutu 3,589 nm iken aşılama ile gözenek boyutu 

A B 
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artmış ve 5,876 nm’ye kadar yükselmiştir. Aşılamanın gözenek boyutunu arttırması 

kürelerin SEM fotoğraflarındaki girintileri açıklamak için de yeterlidir.  

Kürelerin gözenek hacmi ise şişmiş kürelerin adsorpladıkları su miktarına 

göre hesaplanarak bulundu. bu sonuçlar incelendiğinde CMC polimerine PVP’nin 

(%32) aşılanmasıyla gözenek hacmi %63’lük bir artış göstermiştir. 

 

Çizelge 3.2. Kürelerin gözenek boyutu ve gözenek hacmi  

 

 

3.2. Fermantasyon Deneyleri 

 

3.2.1. Kürelere Maya Tutuklanması 

 

Maya tutuklanmasında CMC ile CMC-aşı-PVP1, CMC-aşı-PVP2 ve CMC-

aşı-PVP3 kopolimerleri destek materyali olarak kullanılmışlardır. Bu materyallere S. 

cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus mayaları tutuklanmıştır. Đmmobilizasyonun 

gerçekleşmesinin ispatlamak için maya tutuklanmış kürelerin yine iç kesitleri 

alındıktan sonra SEM fotoğrafları çekilmiştir. Şekil 3.7. A, C ve E sırasıyla S. 

cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus tutuklanmış CMC ile Şekil 3.7. B, D ve F ise 

 CMC 
CMC-aşı-

PVP1 

CMC-aşı-

PVP2 

CMC-aşı-

PVP3 

Gözenek boyutu (nm) 3,589 4,431 5,153 5,876 

Gözenek hacmi  (cm3/g küre) 1,390 1,426 1,820 2,266 
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sırasıyla S. cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus tutuklanmış CMC-aşı-PVP 

kürelerine ait resimleri göstermektedir. 

S. cerevisiae (Şekil 3.7. A ve B) ve S. bayanus (Şekil 3.7. C ve D) mayası 

resimlerde kolayca seçilebilirken K. marxianus (Şekil 3.7. E ve F) hücreleri yüzeye 

yakın bölgelerde koloniler şeklinde ve üzerleri polimer kaplı, kabartılar şeklinde 

görülmektedirler. Ayrıca K. marxianus’ un boyutlarının diğer mayalara göre çok 

daha küçük olması Şekil 3.7. E ve F resimlerinin 2000 büyütmeyle çekilmesine 

neden olmuştur. Yine CMC kürelerine ait resimler (Şekil 3.7. A, C, E) ile CMC-aşı-

PVP kürelerine ait resimler (Şekil 3.7. B, D, F) karşılaştırıldığında daha önce 

bahsedilen aşılamanın yüzeyi girintili-çıkıntılı yaptığı tezi burada da doğrulanmıştır. 

CMC-aşı-PVP kürelerinin yüzeyleri diğerlerine göre daha girintili ve pürüzlüdür. 

Bunun nedeni düzgün bir şekilde sıralanan CMC polimerlerine PVP’nin dallanma 

şeklinde aşılanması ve dallanmanın da yüzeyi pürüzleştirmesidir.  
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Şekil 3.7. Maya tutuklanmış kürerin SEM fotoğrafları A) S. cerevisiae tutuklanmış 

CMC B) S. cerevisiae tutuklanmış CMC-aşı-PVP C) S. bayanus 

tutuklanmış CMC D) S. bayanus tutuklanmış CMC-aşı-PVP E) K. 

marxianus tutuklanmış CMC F) K. marxianus tutuklanmış CMC-aşı-PVP 

 

 

 

A B 

C D 

E F 



 73 

3.2.2. Maya Tutuklanmış Kürelerin Fiziksel Özellikleri 

 

S. cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus mayaları tutuklanmış CMC ile 

CMC-aşı-PVP1, CMC-aşı-PVP2 ve CMC-aşı-PVP3 kopolimerlerinin kürelerinin 

karakterizasyonu için fermantasyondan önce ve sonra kürelerin çapları ölçülmüştür. 

Bu işlem için fermantasyondan önce ve fermantasyondan sonra ortamlardan 10’ar 

adet küre rastgele alınarak elektronik bir mikrometre (Mitutoyo IP.65) ile çapları 

ölçüldü ve bu değerlerin ortalamaları alınarak kürelerin çapları hesaplandı.   

Ayrıca kürelerin içine tutuklanan mayaların fermantasyon süresince, küre 

içinde ve fermantasyon ortamındaki miktarlarının bulunması için tutuklanma yüzdesi 

eşitlik 3.1.’e göre hesaplandı. 

 

Tutuklanan kuru kütle
Tutuklanma yüzdesi (%) x 100

Toplam kuru kütle
=                                    (3.1) 

 

Elde edilen veriler her maya için ayrı ayrı hesaplanarak Çizelge 3.3., 3.4. ve 3.5.’de 

verilmiştir. 
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Çizelge 3.3.  S. cerevisiae tutuklanmış kürelerin çapları ve tutuklanma yüzdeleri 

     

 
CMC 

CMC-aşı-

PVP1 

CMC-aşı-

PVP2 

CMC-aşı-

PVP3 

Fermantasyondan önce küre 

çapları (mm) 
2,655 2,859 3,064 3,206 

Fermantasyondan sonra küre 

çapları (mm) 
3,862 4,123 4,393 4,667 

Serbest kuru kütle (g/L) 0,448 0,45 0,5154 0,525 

Tutuklanmış kuru kütle (g/L) 3 3,792 4,728 5,988 

Tutuklanma yüzdesi (%) 87 89 90 92 

 

 

Çizelge 3.4.  S. bayanus tutuklanmış kürelerin çapları ve tutuklanma yüzdeleri 

     

 
CMC 

CMC-aşı-

PVP1 

CMC-aşı-

PVP2 

CMC-aşı-

PVP3 

Fermantasyondan önce küre 

çapları (mm) 
2,941 3,216 3,304 3,563 

Fermantasyondan sonra küre 

çapları (mm) 
4,134 4,327 4,682 4,875 

Serbest kuru kütle (g/L) 0,621 0,708 0,815 0,891 

Tutuklanmış kuru kütle (g/L) 3,163 4,244 5,392 6,943 

Tutuklanma yüzdesi (%) 84 86 87 89 
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Çizelge 3.5. K. marxianus tutuklanmış kürelerin çapları ve tutuklanma yüzdeleri 

     

 
CMC 

CMC-aşı-

PVP1 

CMC-aşı-

PVP2 

CMC-aşı-

PVP3 

Fermantasyondan önce küre 

çapları (mm) 
3,153 3,267 3,459 3,784 

Fermantasyondan sonra küre 

çapları (mm) 
4,255 4,538 4,798 4,940 

Serbest kuru kütle (g/L) 0,768 0,817 0,864 0,901 

Tutuklanmış kuru kütle (g/L) 3,099 4,198 4,695 5,851 

Tutuklanma yüzdesi (%) 80 83 84 86 

 

 

S. cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus tutuklanmış kürelerin 

fermantasyondan önceki çapları karşılaştırıldığında, çap en büyük olan K. marxianus, 

sonraki S. bayanus ve en küçük olan da S. cerevisiae tutuklanmış kürelerdir. 

Kürelerin hazırlanış biçimleri aynı olduğuna göre bu farklılık ön büyütme sırasında 

çapı büyük olan küredeki mayanın daha fazla çoğaldığını gösterir. Küre çapları 

incelendiğinde mayaların çoğalma miktarlarının fermantasyondan sonra da aynı 

oranda değiştiği görülmektedir. 

Ayrıca tutuklanma yüzdeleri incelendiğinde ise bu defa durum yukarıda 

anlatılanın tersi şekilde gelişmiştir. Đmmobilizasyon yüzdesi en büyük olan S. 

cerevisiae tutuklanmış küreler sonra S. bayanus ve sonra da K. marxianus 

tutuklanmış küreler gelmektedir. S. bayanus ve K. marxianus tutuklanmış kürelerde 

daha fazla miktarda maya üremesine rağmen kürelerin büyüklükleri arttığı için 

kürelerden dışarıya maya hücreleri sızmış ve dışarıdaki serbest maya hücrelerinin de 
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çok üremesi sonucu, tutuklanma yüzdeleri S. cerevisiae tutuklanmış kürelere göre 

daha düşük çıkmıştır. K. marxianus tutuklanmış kürelerden dışarıya maya 

hücrelerinin sızmasının başka br nedeni ise K. marxianus hücrelerinin boyutlarının 

diğer maya hücrelerine göre daha küçük olması ve bu yüzden kürelerdeki 

gözeneklerden daha kolay bir şekilde ve daha fazla miktarda dışarıya sızmış 

olmalarıdır. 

Maya tutuklanmış küreler kendi aralarında karşılaştırıldığında CMC’ye 

aşılanan PVP miktarı arttıkça kürelerin büyüklükleri, hücre miktarları ve tutuklanma 

yüzdeleri artmıştır. Kürelerin büyüklüklerinin artmasının temel nedeni şişme 

özellikleriyle ilgilidir. Aşılama ile şişme derecesi artar ve küre daha çok şişeceği için 

içinde daha fazla maya üreyebilir. Bu sayede de aşılama yüzdesi ile hem maya 

miktarı hem de tutuklanma yüzdesi artmış olur. 

 

3.2.3. Mayaların Çoğalma Eğrileri 

 

Mayaların polimerlerle karıştırılıp tutuklanmadan önce ne kadar 

büyütülmesi gerektiğini belirlemek için zamanla mayaların üremeleri takip edildi. 

Serbest mayaların büyüme ortamlarında zamanla kütlelerindeki artış hem UV-

görünür bölge spektroskopisi ile hem de ortamdan alınan örneklerdeki maya 

kütlelerinin ölçülmesi yoluyla belirlendi. Mayalar büyüme ortamında, büyüme 

eğrisinde logaritmik evrenin sonlarına kadar olan süre büyültülüp ortamdan alındılar 

ve tutuklanma işlemlerinde kullanıldılar. Şekil 3.8.’de S. cerevisiae, S. bayanus ve K. 

marxianus mayalarının büyüme eğrileri görülmektedir. Çoğalma eğrilerinde 

logaritmik fazın sonu S. cerevisiae için 12 saat, S. bayanus için 16 saat ve K. 

marxianus için 15 saat olarak belirlenmiştir. Ayrıca çoğalma eğrileri incelendiğinde 
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büyüme ortamında en fazla hücre artışı K. marxianus’ta sonra S. bayanus’ta ve en az 

da S. cerevisiae’dadır.  

 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

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

Zaman (saat)

A
bs

or
ba

ns

S. cerevisiae

S. bayanus

K. marxianus

  

Şekil 3.8. Mayaların çoğalma eğrileri 

 

3.2.4. Tutuklanmış Mayaların Etanol Üretimlerinin Başlangıç Glikoz Derişimi 

Đle Değişimi 

 

CMC ile PVP aşılanmış CMC-aşı-PVP1, CMC-aşı-PVP2 ve CMC-aşı-PVP3 

kopolimerin kürelerine tutuklanmış S. cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus 

mayaları aynı fermantasyon ortamlarında, 30oC sıcaklıkta, pH 5,0’te ve 125 rpm 

çalkalama hızında inkübe edilmişlerdir. Fermantasyon boyunca belirli sürelerde 

ortamdan sıvı örnek alınarak bu örneklerde mayaların zamanla glikoz tüketim 

miktarları ve etanol üretim miktarları tayin edilmiştir. Çizelge 3.6.’de S. cerevisiae 
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tutuklanmış kopolimerlerin, çizelge 3.7.’de S. bayanus tutuklanmış kopolimerlerin ve 

çizelge 3.8.’da da K. marxianus tutuklanmış kopolimerlerin farklı glikoz derişimleri 

kullanıldığındaki fermantasyon sonuçları gösterilmiştir. Bu sonuçlarda başlangıç 

glikoz derişimine karşı fermantasyonun süresi ve o fermantasyonda ne kadar etanol 

üretildiği verilmektedir.  

Çizelge 3.6. incelendiğinde tutuklanmış S. cerevisiae’nın 50, 100, 150 ve 

200 g/L glikozu sırasıyla 18, 27, 42 ve 48 saatte tükettiği ve maksimum etanol 

üretiminin ise sırasıyla 27,4, 59,3, 82,0 ve 108,1 g/L olduğu belirlenmiştir.  

Çizelge 3.7. incelendiğinde tutuklanmış S. bayanus’un 50, 100, 150 ve 200 

g/L glikozu sırasıyla 3, 6, 9 ve 12 saatte tükettiği ve maksimum etanol üretimlerinin 

ise sırasıyla 22,80, 46,88, 64,61 ve 98,78 g/L olarak bulunduğu görülmektedir. 

Çizelge 3.8.’dan ise tutuklanmış K. marxianus’un 50, 100, 150 ve 200 g/L 

glikozu sırasıyla 10, 18, 24 ve 33 saatte tükettiği ve maksimum etanol üretimlerinin 

ise sırasıyla 22,32, 42,54, 69,58 ve 94,33 g/L olarak bulunduğu görülmektedir. 

Başlangıç glikoz derişimi arttıkça doğal olarak üretilen etanol miktarı da 

artmaktadır. Đmmobilize mayaların etanol üretimleri karşılaştırıldığında en fazla 

miktarda etanolü S. cerevisiae ve en az miktarda etanolü ise K. marxianus’un ürettiği 

görülmektedir. Ancak fermantasyon sürelerine bakıldığında en kısa sürede glikozu 

tüketen maya dolayısıyla en hızlı etanol üreten maya S. bayanus’tur. 
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Çizelge 3.6. S. cerevisiae tutuklanmış kürelerin başlangıç glikoz derişimi ve aşılama 

yüzdesi ile fermantasyon süresi ve etanol üretiminin değişimi 

 

Polimerlerin 

 ismi 

Başlangıç glikoz 

derişimi (g/L) 

Fermantasyon 

Süresi (saat) 

Etanol Üretimi 

(g/L) 

CMC 50 18 22,8 

CMC-aşı-PVP1 50 18 23,7 

CMC-aşı-PVP2 50 18 24,9 

CMC-aşı-PVP3 50 18 27,4 

CMC 100 27 46,4 

CMC-aşı-PVP1 100 27 50,7 

CMC-aşı-PVP2 100 27 54,4 

CMC-aşı-PVP3 100 27 59,3 

CMC 150 42 67,0 

CMC-aşı-PVP1 150 42 71,1 

CMC-aşı-PVP2 150 42 75,8 

CMC-aşı-PVP3 150 42 82,0 

CMC 200 48 84,4 

CMC-aşı-PVP1 200 48 90,0 

CMC-aşı-PVP2 200 48 95,7 

CMC-aşı-PVP3 200 48 108,1 
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Çizelge 3.7. S. bayanus tutuklanmış kürelerin başlangıç glikoz derişimi ve aşılama 

yüzdesi ile fermantasyon süresi ve etanol üretiminin değişimi 

 

Polimerlerin 

 ismi 

Başlangıç glikoz 

derişimi (g/L) 

Fermantasyon 

Süresi (saat) 

Etanol Üretimi 

(g/L) 

CMC 50 3 21,81 

CMC-aşı-PVP1 50 3 22,11 

CMC-aşı-PVP2 50 3 22,35 

CMC-aşı-PVP3 50 3 22,80 

CMC 100 6 43,72 

CMC-aşı-PVP1 100 6 44,91 

CMC-aşı-PVP2 100 6 45,22 

CMC-aşı-PVP3 100 6 46,88 

CMC 150 9 60,80 

CMC-aşı-PVP1 150 9 61,56 

CMC-aşı-PVP2 150 9 63,77 

CMC-aşı-PVP3 150 9 64,61 

CMC 200 12 92,12 

CMC-aşı-PVP1 200 12 94,43 

CMC-aşı-PVP2 200 12 96,11 

CMC-aşı-PVP3 200 12 98,78 
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Etanol verimi (YP/S)  ve etanol üretim hızı (QP)  fermantasyon 

proseslerindeki en önemli etanol üretim parametrelerindendir. Bu çalışmada da S. 

Çizelge 3.8. K. marxianus tutuklanmış kürelerin başlangıç glikoz derişimi ve aşılama 

yüzdesi ile fermantasyon süresi ve etanol üretiminin değişimi 

    

 

Polimerler 

Başlangıç glikoz 

derişimi (g/L) 

Fermantasyon 

Süresi (saat) 

Etanol Üretimi 

(g/L) 

CMC 50 10 20,05 

CMC-aşı-PVP1 50 10 21,14 

CMC-aşı-PVP2 50 10 21,96 

CMC-aşı-PVP3 50 10 22,32 

CMC 100 18 37,95 

CMC-aşı-PVP1 100 18 40,15 

CMC-aşı-PVP2 100 18 41,51 

CMC-aşı-PVP3 100 18 42,54 

CMC 150 24 61,52 

CMC-aşı-PVP1 150 24 65,25 

CMC-aşı-PVP2 150 24 68,54 

CMC-aşı-PVP3 150 24 69,38 

CMC 200 33 85,34 

CMC-aşı-PVP1 200 33 90,41 

CMC-aşı-PVP2 200 33 92,14 

CMC-aşı-PVP3 200 33 94,33 
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cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus tutuklanmış kürelerin fermantasyonunda elde 

edilen sonuçlardan etanol üretim parametreleri (YP/S ve QP) eşitlik 3.2 ve eşitlik 3.3’e 

göre hesaplanmış ve sonuçlar sırasıyla Çizelge 3.9., 3.10. ve 3.11’de gösterilmiştir.  

 

Etanol verimi (YP/S) =   
(g/L) miktarı glikozTüketilen 

(g/L) miktarı etanolÜretilen 
                                         (3.2) 

Etanol üretim hızı (QP) =   
(saat) süresion Fermantasy

(g/L) miktarı etanolÜretilen 
                                       (3.3) 

 

YP/S fermantasyon sonunda kaç gram glikozdan, kaç gram etanol üretildiğini 

belirten bir değerdir.   Fermantasyon deneylerinde YP/S  değerleri genellikle 0,4 ile 

0,6 g etanol/g glikoz aralığında bulunmuştur. Bu teorik verim ve literatürdeki 

değerlerle uyum içindedir. YP/S değerleri en yüksek olan maya S. cerevisiae’dır. 

Ancak bu mayanın da dezavantajı fermantasyon süresinin uzun olmasıdır.  

QP ise mayanın ne kadar sürede ne kadar etanol ürettiğinin bir ölçüsüdür. 

QP’nin büyük olması o mayanın daha verimli olduğunu yani daha kısa sürede daha 

çok etanol üretebildiğini göstermektedir. Aşağıdaki çizelgeler incelendiğinde en 

yüksek QP değerleri S. cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus mayaları için sırasıyla 

2,25, 8,23 ve 2,85 g/L.saat olarak bulunmuştur. Bu sonuçlara göre en hızlı etanol 

üreten maya S. bayanus‘tur ve QP değerleri 6,75 ile 8,23 g/L.saat aralığında 

değişmektedir. 

Küreler aşılama yüzdelerine göre karşılaştırıldığında ise CMC’ye göre 

aşılanmış CMC’lerin YP/S ve QP değerlerinin daha yüksek oldukları görülmektedir. 

Aşı kopolimerler kendi aralarında karşılaştırıldıklarında ise aşılama yüzdesi arttıkça 

YP/S ve QP değerlerinin arttığı gözlenmektedir. Ayrıca Çizelge 3.9., 3.10. ve 3.11 
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incelendiğinde model olarak seçtiğimiz CMC-aşı-PVP3 kopolimerinin tüm mayalar 

için ve bütün glikoz derişimlerinde en verimli ve en hızlı etanol üretilmesini sağlayan 

destek materyali olduğu görülmektedir. Aşılama ile kürelerin serbest hacmi, 

dolayısıyla büyüklükleri ve şişme dereceleri arttığı için küreler için daha konforlu ve 

daha fazla hücrenin üreyebileceği bir ortam oluşturulmuştur. Bu sayede de aşılama 

YP/S ve QP değerlerini arttırmıştır.  

 

Çizelge 3.9. S. cerevisiae tutuklanmış kürelerin başlangıç glikoz derişimi ve 

aşılama yüzdesi ile etanol üretim parametrelerinin değişimi 

    
Polimerlerin 

 ismi 
Başlangıç glikoz 

derişimi (g/L) 
Etanol Verimi 

(YP/S) 
Etanol Üretim 
Hızı (g/Lsaat) 

CMC 50 0,466 1,266 

CMC-aşı-PVP1 50 0,487 1,316 

CMC-aşı-PVP2 50 0,510 1,383 

CMC-aşı-PVP3 50 0,559 1,522 

CMC 100 0,471 1,718 

CMC-aşı-PVP1 100 0,516 1,877 

CMC-aşı-PVP2 100 0,552 2,014 

CMC-aşı-PVP3 100 0,602 2,196 

CMC 150 0,453 1,595 

CMC-aşı-PVP1 150 0,479 1,690 

CMC-aşı-PVP2 150 0,510 1,804 

CMC-aşı-PVP3 150 0,434 1,952 

CMC 200 0,426 1,758 

CMC-aşı-PVP1 200 0,454 1,875 

CMC-aşı-PVP2 200 0,551 1,990 

CMC-aşı-PVP3 200 0,543 2,250 
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Çizelge 3.10. S. bayanus tutuklanmış kürelerin başlangıç glikoz derişimi ve 

aşılama yüzdesi ile etanol üretim parametrelerinin değişimi 

 
    

Polimerlerin 

 ismi 

Başlangıç glikoz 

derişimi (g/L) 

Etanol Verimi 

(YP/S) 

Etanol Üretim 

Hızı (g/Lsaat) 

CMC 50 0,436 7,27 

CMC-aşı-PVP1 50 0,442 7,37 

CMC-aşı-PVP2 50 0,447 7,45 

CMC-aşı-PVP3 50 0,456 7,6 

CMC 100 0,437 7,287 

CMC-aşı-PVP1 100 0,449 7,485 

CMC-aşı-PVP2 100 0,452 7,537 

CMC-aşı-PVP3 100 0,459 7,647 

CMC 150 0,405 6,756 

CMC-aşı-PVP1 150 0,410 6,84 

CMC-aşı-PVP2 150 0,425 7,086 

CMC-aşı-PVP3 150 0,431 7,179 

CMC 200 0,461 7,68 

CMC-aşı-PVP1 200 0,472 7,87 

CMC-aşı-PVP2 200 0,481 8,01 

CMC-aşı-PVP3 200 0,494 8,23 
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Çizelge 3.11. K. marxianus tutuklanmış kürelerin başlangıç glikoz derişimi ve 

aşılama yüzdesi ile etanol üretim parametrelerinin değişimi 

 
    

Polimerlerin 

 ismi 

Başlangıç glikoz 

derişimi (g/L) 

Etanol Verimi 

(YP/S) 

Etanol Üretim 

Hızı (g/Lsaat) 

CMC 50 0,401 2,005 

CMC-aşı-PVP1 50 0,423 2,114 

CMC-aşı-PVP2 50 0,439 2,196 

CMC-aşı-PVP3 50 0,446 2,232 

CMC 100 0,38 2,108 

CMC-aşı-PVP1 100 0,402 2,231 

CMC-aşı-PVP2 100 0,415 2,306 

CMC-aşı-PVP3 100 0,425 2,363 

CMC 150 0,41 2,563 

CMC-aşı-PVP1 150 0,435 2,719 

CMC-aşı-PVP2 150 0,457 2,856 

CMC-aşı-PVP3 150 0,463 2,891 

CMC 200 0,427 2,586 

CMC-aşı-PVP1 200 0,452 2,74 

CMC-aşı-PVP2 200 0,461 2,792 

CMC-aşı-PVP3 200 0,472 2,858 

  

 

Kullanılan tutuklanmış mayaların 100 g/L glikoz içeren fermantasyon 

ortamında etanol üretim miktarları ve etanol üretim hızları çizelge 3.12.’de 
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karşılaştırılmıştır. Fermantasyonu en kısa sürede tamamlaya ve en hızlı atanol üreten 

maya S. bayanus, ancak en yüksek miktarda etanol üreten maya ise S. cerevisiae’dır. 

 

Çizelge 3.12. Tutuklanmış mayaların aşılama yüzdesi ile fermantasyon süresi ve 

etanol üretiminin değişiminin karşılaştırılması 

    

Kullanılan 

maya 

Polimerlerin 

 ismi 

Fermantasyon 

süresi (saat) 

Etanol 

derişimi 

(g/L) 

Etanol üretim 

hızı (g/Lsaat) 

S. cerevisiae 

CMC 27 46,4 1,718 

CMC-aşı-PVP1 27 50,7 1,877 

CMC-aşı-PVP2 27 54,4 2,014 

CMC-aşı-PVP3 27 59,3 2,196 

S. bayanus 

CMC 6 43,72 7,287 

CMC-aşı-PVP1 6 44,91 7,485 

CMC-aşı-PVP2 6 45,22 7,537 

CMC-aşı-PVP3 6 46,88 7,647 

K. marxianus 

CMC 18 37,95 2,108 

CMC-aşı-PVP1 18 40,15 2,231 

CMC-aşı-PVP2 18 41,51 2,306 

CMC-aşı-PVP3 18 42,54 2,363 

 

Literatürdeki S. cerevisiae ile yapılan çalışmalar incelendiğinde bizim 

çalışmamızda bulduğumuz etanol üretim miktarları ve etanol verimleri 

literatürdekilerden daha yüksek olmasına rağmen, fermantasyon süresinin uzun 
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olmasından dolayı bulduğumuz etanol üretim hızları literatürdekilere yakın veya 

düşük çıkmıştır. Agara tutuklanmış S. cerevisiae ile yapılan bir çalışmada 255 g/L 

glikozdan 94.4 g etanol üretilirken ve etanol verimi 0,37 g/g olarak bulunmuştur 

[124]. Başka bir çalışmada S. cerevisiae κ-karregenana tuktuklandıktan sonra sürekli 

fermantasyonda yaklaşık 48 g/L etanol üretilmiştir [126]. Başka bir çalışmada ısıya 

dayanıklı S. cerevisiae şeker kamışı saplarına tutuklandıktan sonra maksimum etanol 

üretimi 22,85 g/L, etanol verimi ise 0,45 olarak bulunmuştur. [122]. Yu ve 

arkadaşları doğal süpürge darısına tutukladıkları S. cerevisiae ile 200g/L şeker 

kullanarak yürüttükleri fermantasyon 16 saatte tamamlanmış ve etanol verimi ve 

etanol üretim hızın sırasıyla 4,9 g/g ve 5,72 g/Lsaat olarak bulunmuştur [9]. Diğer bir 

çalışmada da 150g/L laktoz dan S. cerevisiae  ile % 8 (v/v) etanol üretilmiş ve etanol 

üretim hızını 1,5-2 g/Lsaat olarak bulunmuştur [127]. 

S. bayanus ile yapılan fermantasyonlardan elde edilen veriler literatürdeki 

verilerle kıyaslandığında etanol verimleri çok farklılık göstermemekle birlikte, etanol 

üretim hızlarının literatürdeki değerlere göre oldukça yüksek oldukları 

görülmektedir. Literatürde etanol üretim hızları 0,4 ile 3 g/Lsaat aralığında 

değişmekteyken, bizim çalışmamızda 6,7-8,2 g/Lsaat aralığına kadar yükselmiştir. 

Buda kullanılan S. bayanus tutuklanmış destek materyallerinin etanol üretiminde 

literatürdekilere göre çok daha verimli olduğunu göstermektedir.  

Nabais ve arkadaşları serbest haldeki S. bayanus’un fermantasyonunda 320 

g/L glikoz kullandıklarında % 13-17 (v/v) aralığında etanol üretmişlerdir [128]. 

Başka bir çalışmada 220-350 g/L aralığında S. bayanus ile yürütülen fermantasyonda 

etanol veriminin 0,39-0,43 ve etanol üretim hızının da 1,5-3,0 g/Lsaat aralığında 

bulunduğu bildirilmiştir [129].  
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Literatürdeki K. marxianus ile yapılan çalışmalara bakıldığında bizim 

çalışmamızdakilerle benzer sonuçlara rastlanmaktadır. Brady ve arkadaşları 

manyetik aljinat kürelerine K. marxianus tutuklamışlar ve 40 g/L laktozdan 18 g/L 

etanol üretmişlerdir [131]. 

Diğer bir çalışmada ise 37 oC’de %22 şeker içeren şeker kamışı suyunda 

serbest haldeki K. marxianus mayasını fermante edildiğinde % 8,7 (w/v) etanol 

üretilmiş ve etanol üretim hızı 1,45 g/Lsaat olarak bulunmuştur [132]. 

Aljinata tutuklanmış K. marxianus kullanarak peynir altı suyunun kesikli 

fermantasyonunda 47 g laktoz içeren peynir altı suyundan 20 g/L etanol elde edilmiş 

ve etanol verimi 0,47 g/g olarak bulunmuştur. Sürekli sistemde yapılan deneylerde 

ise en yüksek etanol verimi 0,50 g/g ve etanol üretim hızı 2,5-4,5 g/Lsaat aralığında 

bulunmuştur [134]. 

 

3.2.5. Tutuklanmış Mayaların Etanol Üretimlerine Çapraz Bağlayıcı 

Derişiminin Etkisi 

 

Çapraz bağlayıcı derişiminin etanol üretimi üzerine etkisini incelemek 

amacıyla 0,1, 0,3 ve 0,5 M Al3+ çözeltileriyle, model olarak seçilen CMC-aşı-PVP3 

kopolimerinin küreleri oluşturularak bu kürelere S. cerevisiae, S. bayanus ve K. 

marxianus mayaları tutuklanmış ve 100 g/L glikoz içeren fermantasyon ortamında 

fermante edilmiştir. Fermantasyon boyunca ortamdan alınan örneklerden etanol 

derişimleri ölçülmüş ve etanol üretim hızları hesaplanmıştır. Çizelge 3.13.’de 

mayaların çapraz bağlayıcı derişimine karşı etanol üretim hızları ve etanol 

derişimlerindeki değişimler verilmektedir.  
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S. cerevisiae tutuklanmış kürelerin çapraz bağlayıcı derişimi 0,5 M’dan 0,3 

ve 0,1 M’a azaldığında fermantasyon süreleri 27 saatten sırasıyla 24 ve 20 saate 

düşmüştür. Etanol üretim hızı ise 2,19 g/Lsaat’ten 2,21 ve 2,51 g/Lsaate 

yükselmiştir. Ancak diğer maya hücrelerinde fermantasyon süresinde bir değişiklik 

gözlenmemiştir.  

S. bayanus tutuklanmış kürelerin çapraz bağlayıcı derişiminin 0,5 M’dan 0,3 

ve 0,1 M’ azalmasıyla 9 saatlik fermantasyon süresinde etanol üretimleri 45,88 

g/L’den 46,86 g/L ve 47,32 g/L’ye çok küçük artışlarla yükselmiştir. Benzer şekilde 

etanol üretim hızları da 7,64 g/Lsaatten 7,81 ve 7,88 g/Lsaate yükselmiştir. 

K. marxianus tutuklanmış küreler incelendiğinde ise 18 saatlik 

fermantasyon süresinde çapraz bağlayıcı derişiminin 0,5 M’dan 0,3 ve 0,1 M 

değerine azalmasıyla etanol üretimleri sırasıyla 42,54, 44,86 ve 47,75 g/L’ye 

yükselmiş ve yaklaşık olarak %5,17 ve %10,91 artmıştır.  

Çapraz bağlayıcı derişimi azaldığında kürelerin büyüklükleri ve şişme 

dereceleri artmaktadır. Dolayısıyla bu da kürelerdeki gözenek büyüklüklerinin 

artmasına ve bu sayede kürelerin içine substratın daha kolay difüzlenip, ürününde 

daha kolay dışarıya çıkmasına neden olur. Bu sayede maya tutuklanmış kürelerin 

çapraz bağlayıcı derişimleri azaldıkça etanol üretim hızları artmıştır. Ancak çapraz 

bağlayıcı derişiminin düşük olmasının dezavantajı kürelerin dayanıklılıklarının 

azalmasıdır. Bu yüzden fermantasyon deneylerinde daha dayanıklı küreler için 

yüksek derişimde çapraz bağlayıcı kullanılmıştır. 
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Çizelge 3.13. Tutuklanmış mayaların etanol üretimine çapraz bağlayıcı 

derişiminin etkisi 

    

Kullanılan maya Çapraz bağlayıcı 

 derişimi (M) 

Etanol derişimi 

(g/L) 

Etanol üretim hızı 

(g/Lsaat) 

S. cerevisiae 

0,5 59,30 2,19 

0,3 53,04 2,21 

0,1 50,20 2,51 

S. bayanus 

0,5 45,88 7,64 

0,3 46,86 7,81 

0,1 47,32 7,88 

K. marxianus 

0,5 42,54 2,36 

0,3 44,86 2,49 

0,1 47,75 2,65 

 
 

3.2.6. Maya Tutuklanmış Kürelerin Tekrar Kullanılabilirlikleri 

 

S. cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus tutuklanmış CMC ile CMC-aşı-

PVP1, CMC-aşı-PVP2 ve CMC-aşı-PVP3 kopolimerinin küreleri 100 g/L glikoz 

içeren fermantasyon ortamında fermante edilmiştir. Fermantasyon süreleri S. 

cerevisiae için 27 saat, S. bayanus için 6 saat ve K. marxianus için 18 saat olarak 

sınırlandırılmıştır. Fermantasyon süresinin sonunda küreler ortamdan alınarak steril 

izotonik su ile yıkandıktan sonra yeni fermantasyon ortamlarına koyularak 

fermantasyona devam edilmiştir. Elde edilen sonuçlar Şekil 3.9., 3.10. ve 3.11.’de 

gösterilmektedir. 
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Şekil 3.9. S. cerevisiae tutuklanmış kürelerin tekrar kullanım sayılarını 

göstermektedir. Bu sonuçlara göre bütün küreler aktivitelerini kaybetmeden 4 kez 

tekrar kullanılabilirler. 4. kullanımda kürelerin etanol üretimleri, ilk kullanımdaki 

değerlerden yaklaşık %4-11 oranında düşmüştür.  

S. bayanus tutuklanmış kürelerin tekrar kullanım sayıları Şekil 3.10.’da 

göstermektedir. Bu sonuçlara göre S. bayanus tutuklanmış bütün küreler 

aktivitelerini kaybetmeden 7 kez tekrar kullanılabilirler. 7. kullanımda ise kürelerin 

etanol üretimleri, ilk kullanımdaki değerlerden yaklaşık olarak % 4-6 oranında 

düşmüştür.  

Şekil 3.11.’de ise K. marxianus tutuklanmış kürelerin tekrar kullanım 

sayıları gösterilmektedir. K. marxianus tutuklanmış küreler aktivitelerini 

kaybetmeden 6 kez tekrar kullanılabilmektedirler 6. kullanımda kürelerin etanol 

üretimleri, ilk kullanımdaki değerlerden yaklaşık olarak % 2-7 oranında düşmüştür.  

 

 

 

Şekil 3.9. S. cerevisiae tutuklanmış kürelerin tekrar kullanım sayıları 
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Şekil 3.10. S. bayanus tutuklanmış kürelerin tekrar kullanım sayıları 

 

 

Şekil 3.11. K. marxianus tutuklanmış kürelerin tekrar kullanım sayıları 

 

Kürelerin şekillerde verilen tekrar kullanım sayılarından daha fazla 

kullanılamamasının nedeni ise kürelerin mekanik dayanıklılıklarını kaybetmeleridir. 

Kürelerin içindeki maya hücrelerinin arka arkaya yapılan fermantasyonlarda 
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üremeleri devam etmiş ve çoğalarak kürelerin mekanik dayanıklılığını azaltmıştır.  

Bu kullanımların sonunda küreler yavaş yavaş parçalanmaya başlamışlardır.  Ama bu 

deneylerde elde edilen tekrar kullanım sayılarına ulaşmak bile bu kürelerin 

endüstriyel uygulamalarda kullanılması için yeterli sebep teşkil etmektedir. Literatür 

incelendiğinde benzer sonuçlar ve uygulamalar mevcuttur [144, 145]. 
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4. SONUÇLAR VE ÖNERĐLER 

 

Bu çalışmada, karboksimetilselüloz üzerine N-vinil-2-pirolidon monomeri 

aşılandı ve elde edilen kopolimerin ve karboksimetilselülozun, çapraz bağlanma 

yöntemiyle küreleri oluşturuldu ve bu kürelere hapsetme yoluyla çeşitli mayalar 

tutuklandı. Sonrasında maya tutuklanmış küreler etanol fermantasyonunda kullanıldı. 

Bu çalışmalardan elde edilen sonuçlar aşağıda özetlenmiştir. 

 

1. CMC’ye PVP aşılandığında oluşan kopolimerlerin şişme dereceleri 

aşılama yüzdesi ile doğru orantılı olarak artmaktadır. 

2. Maya tutuklanmış aşı kopolimer kürelerinin, CMC kürelerine göre daha 

büyük olması ve iç yapısının da daha girintili ve dalgalı olması 

fermantasyon işleminde substratın ve ürünün taşınması için önemli bir 

özelliktir.  

3. Maya tutuklanmış kürelerden tutuklanma özellikleri ve etanol üretimi 

açısından en verimli olan küre aşılama yüzdesi % 32 olan CMC-aşı-PVP3 

küresidir.  

4. S. cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus tutuklanmış kürelerin 

maksimum etanol üretimleri sırasıyla 108,1, 98,78 ve 94,33 g/L olarak 

bulunmuştur. 

5. S. cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus tutuklanmış kürelerde en 

yüksek etanol üretim hızı sırasıyla 2,25, 8,23 ve 2,89 g/Lsaat olarak 

bulunmuştur. 
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6. Küreler oluşturulurken kullanılan çapraz bağlayıcı derişiminin azalması 

etanol üretimini arttırmasına rağmen kürelerin mekanik dayanıklılıklarını 

düşürmektedir. 

7. Arka arkaya yapılan fermantasyonlarda S. cerevisiae tutuklanmış küreler 

4 kez, S. bayanus tutuklanmış küreler 7 kez ve K. marxianus tutuklanmış 

küreler de 6 kez tekrar kullanılabilmektedir. 

8. Kürelerin tekrar kullanım sayılarına ve etanol üretim hızlarına 

bakıldığında en verimli maya türünün S. bayanus olduğu görülmektedir.  

9. Bu sonuçlar, farklı aşılama yüzdelerinde hazırlanan kopolimerlerin maya 

tutuklanması için destek metaryali olarak, etanol fermantasyonlarında 

başarıyla kullanılabildiğini göstermektedir. 

10. Ayrıca bu tutuklanmış sistemlerin endüstriyel etanol üretiminde verimli 

olarak kullanılabilme özelliklerinin olduğu düşünülmektedir. 
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