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OZ VE ABSTRACT

Siirekli Etil Alkol Fermentasyonu Parametrelerinin Incelenmesi

Bu ¢aligmada siirekli fermentasyon ile alkol tretimi laboratuvar élgekli bir fermentérde
yapilmigtir.  Fermentasyon mikroorganizmas: olarak PAKMAYA ve Saccharomyces
cerevisiae kiiltlir mayasi, karbohidrat kaynag olarak da glukoz kullamlmugtir.

Reaksiyonlar 30 + 1°C’de en az 72 saat siireyle gerceklestirilmigtir.

Zamanla azalan glukoz miktant kolorimetrik yontemle, olusan alkol ise gaz
kromotografisinde tayin edilmistir. Mayamn fermentasyon baglangicinda ve sonundaki miktan
ise diliisyon teknigi ile hesaplanmstir.

Denemeler sonunda, siirekli fermentasyonda, S. cerevisiae kiiltiir mayasi kullanarak ve
ortam pH’im sabit tutarak istenen konsantrasyondaki alkol, kesikli fermentasyon yéntemine
gore daha kisa strede elde edilmistir. Ayrica PAKMAYA yerine kiiltiir mayas: kullanmamn da

verimi artirdii gorilmistir.

ABSTRACT

Analysis of Continuous Ethanol Fermentation Parameters

In this study, ethanol production by continuous fermentation is performed.
PAKMAYA and Saccharomyces cerevisiae culture yeast are used as the fermentation
microorganism and glucose as the carbohydrate source.

The reactions are realized at 30 + 1°C for at least 72 hours.

The time dependence of glucose is determined by colorimetric method. The amount of
ethanol produced is also determined by gas chromotography. The amount of yeast in the
beginning and in the end of the fermentation is calculated by dilution count technique.

In the end of the experiments the desired alcohol concentration is obtained by
continuous fermentation and by keeping the pH of the medium constant. It is also seen that

using culture yeast instead of PAKMAY A increases the yield.
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LGIRIS
1.1 Amag
Bu calismada siirekli ve kesikli fermentasyon yontemleri ile etil alkol dretimi
incelenmistir. Mikroorganizma olarak PAKMAY A ve Saccharomyces cerevisiae, karbohidrat

kaynag: olarak da glukoz kullamlmstir.

1.2 Tarihge

Mikroorganizmalarin rol aldigi biyolojik olaylar ve meydana getirdikleri tirtinler binlerce
yildan beri bilinmektedir. Ilk insanlarnin belirli bir miiddet bekletilen meyvelerin sularim
igtiklerinde keyif duygusunu almalariyla baslayan bu siireg, toprak ve aga¢ kaplarda, meyve
kabuklarinda, tulumlarda, ilk fermentasyon tekniklerinin dofmasina, baska bir deyisle
mikrobiyolojik esasa dayali bir teknigin ilk defa ortaya ¢ikmasina yol agmustir.

Arkeologlara gére, asagi Misir ve Mezapotamya arasinda kalan bolgede iziim
suyundan sarabin eldesi en az 10000 yildan beri biliniyordu. Sarabin Avrupa’da yayilmasi ise,
Roma Imparatoru Marcus Aurelius Probustur (M.O. 282-276) zamaninda Romalilanin gittikleri
yerlere asma kiiltiiriinii de beraberlerinde gotiirmeleriyle gergeklesmistir.

Tarihi kayitlardan Babil’de 20 cesit bira benzeri igkinin yapildigi ve Hamurabi
Kanunlari’ndan bu igkileri icenler ve satanlar hakkinda ceza hiikiimleri getirildigini 6greniyoruz.

M.S. 9. yiizyilda, Arap kimyagerleri hurma sarabindan alkol elde etmek i¢in bir metod
gelistiriimigler ve elde ettikleri triine de “En Asil” anlamina gelen “Alkol” (El-Kuul) adim
vermiglerdir.

flk defa 1595 yilinda Libavius, fermentasyon (Fermantatio) ile kokusma (Putrefactio)
olaylarinin ayn seyler oldugunu belirmistir. Insanlar tarafindan kullamlan biitiin bu geleneksel
fermentasyon proseslerinin gerek ekonomisinde ve gerekse faydalanma bigimlerinde son yiiz
yila kadar esash bir degisiklik olmamustir. Yontemlerin basarisi ¢cogu kez rastlantiya baglh

kalmis ve cereyan eden olaylar daima doga stii giiglere yorulmustur.

Bu tez [.U. Aragtirma Fonu tarafindan desteklenmigtir.
Proje No: T-286/301096



Bundan yaklasik 100 yil sonra Becker seker igeren sivilann fermente oldugunu ve
sonugta alkol olustugunu savunmugtur. Helmont 1648°de fermentasyon sirasinda gaz ¢iktigini,
Wren de bu gazin CO, oldugunu gostermislerdir.

Daha sonra Lavosier 1789°da, sekerin fermentasyon yoluyla tamamen alkol ve CO,’e
parcalandigim gostermis, 1810 yilinda ise Gay-Lussac, alkol fermentasyonunun kimyasal
reaksiyonunu ortaya koymustur. Buna gore,

C:H240y2 = 4CO2 + 4 CHsOH
reaksiyonu ile 1 molekiil sakkarozdan 4 molekiil alkol ve 4 molekiil CO, meydana gelmektedir.
1828°de Dumas bu esitligi,

CsHi206 — 2 CO, + 2 C;Hs0H
seklinde ifade etmigtir.

Antonius Van Leeuwenhoeck kendi yaptigi mikroskopla, gesitli ortamlan inceleyerek
ilk defa mikroorganizmalarin resimlerini ¢izmis ve onlara “Kigilk Hayvanciklar” adim
vermigtir.- Bu bulus, fermentasyon mikrobiyolojisinde dnemli adimlar atilmasina yol agmugtir.

1837°de Schwann, fermentasyon reaksiyonlarinda maya hicrelerinin 6nemli bir rol
oynadigim soylemigtir. Meyen ise, bu organizmaya “Seker Mantan” anlamma gelen
Saccharomyces adini vermistir.

Pasteur, besin maddelerinde bozulmay1 6nlemek igin diigiik 1st uygulamasimin yeterli
mikroorganizma inaktivasyonunu karsilayamayacagimi kamtlamigtir.  Ayrica, baska bir
caliymasinda da, besin maddelerinin 1s1 etkisiyle sterilize edilebilecegini gostermistir. Boylece,
ilk olarak sterilizasyon tekniginin ilkeleri ortaya konmustur. Pasteur, denemeleriyle alkol
fermentasyonunun canl varhklar tarafindan yapldiim kesin olarak ortaya koyarak,
fermentasyonun kimyasal-katalitik bir pargalanma olayr degil, “Vitalitik” (biyokimyasal) bir
olay oldugunu ispatlamstir.

Fermentasyona maya hiicresinde bulunan ve “ferment” adi verilen bir maddenin neden
oldugu ilk defa 1858 yilinda Traube tarafindan ortaya konmustur. Buchner, hiicre zarim
parcalama suretiyle sekeri pargalayabilen bir stvi elde etmis ve buna “Zimas™ (Zymase) adin
vermistir.

Seynes ise, belli tir mayalarda spor olustugunu gostermistir. Botanik¢i Rees tarafindan
bircok mayada aym cins sporlarin bulundugu gésterilmis ve boylece ilk olarak Saccharomyces

cinst tespit edilmistir (1).



1.3 Etil Alkol

1.3.1 Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Etil alkol, CH;CH,OH, berrak, renksiz, keskin kokulu, yakici tatta, ugucu bir sividir.
Metil karbinol veya kisaca etanol de denir (2). Uretildigi hammaddeye gore hububat alkoli,
bugday alkolii, melas alkolii vs. adlani da alabilir. Endustriyel alkol, sinai maksatlarla kullanilan
etil alkoldiir. Bu terim, benzin ve diger motor yakitlar ile birlikte kullamlan yakit alkoliinii de
kapsar (3).

Etil alkoliin elementel bilegsimi %52.18 karbon, %34.78 oksijen ve %13.04 hidrojen
seklindedir. Su, eter ve ¢ok sayida organik sivilarla kolayca kansabilir. Alkol, dogada
fermentasyona ugramis bulunan her tir sivida ve keza ¢ok az olmakla birlikte bitkisel ve
hayvansal dokularda bulunur.

Su ihtiva etmeyen alkole “mutlak alkol” denir. Saf alkoliin 6zgiil agirhg sicaklikla
degisir. Bu, Tablo 1.1°de gosterilmigtir.

Tablo 1.1 Saf Alkoliin Sicakhk-Ozgiil Agirlik Tigkisi

Sicaklik, °C Ozgiil Agirhk
0 0.8067
4.0 0.8095
15.0 0.7950
15.5 0.7946
20.0 0.7901

Su ile kanigimi, kangim oranina gore ve 15°C° de, 0.795-1.0 arasinda bir 6zgul agirliga
sahiptir. 1 kg saf alkol yaninca 7000 kcal agiga ¢ikar. Hacmen %3.1-12.45 bilesimindeki
alkol-hava kangimi, ates veya kivilcimla temas ederse patlama ile tutusur. Alkol su ile
kangtinldiginda kontraksiyona (hacim kugiilmesi) ugrar ve bu hacim kiigiilmesi 53.939 hacim
alkol ile 49.816 hacim su kanigiminda maksimum seviyededir. Belirtilen oranlarda alkol ve su
kanstinldiginda toplam hacim 103.755 olmasi gerekirken tam 100°diir (4).

Piyasada ve teknikte sulu alkoldeki alkol miktan hacimli yiizde olarak anlatilir ve buna

alkol derecesi denir. Ornegin 95° lik alkol demek 100 ml sulu alkolde 95 ml saf alkol var



demektir (5). Alkol miktarini belirmek i¢in kullamlan bir birim de “proof ” tur. Proof, hacmen
ifade edilen % Alkol miktarimn iki katidir. Ornegin, % 95’lik alkol ¢ozeltisi 190 proof’tur (3).

Eger etanol kullamlan ortamda iyi bir havalandirma mevcutsa kisa sureli etanol buhar
solumanin bilinen ¢ok biyiikk bir tehlikesi yoktur. Uygunsuz kullammu ya da yetersiz
havalandirmadan kaynaklanan, etanoliin uzun siire solunmasi, gozlerde ve ist solunum
yollarinda tahris, bag agnsi, sinirlilik, bag donmesi, titreme, yorgunluk, bulanti ve uyusturucu
etki yapar. Caliyma anindaki konsantrasyon ve kurulacak bir alarm sistemi olasi kazalan
azaltacaktir. Havadaki etanol buharimn egik miktar: 1000 ppm olarak belirlenmistir.

Etanol, viicutta CO, ve HO vermek lizere vanar. Bu nedenle viicutta, birikmeden
kaynaklanan bir zehirlenme etkisi goriilmez. Alkolden zehirlenme ve sarhosluk, alkoliin buhar
olarak solunmasindan ¢ok agiz yoluyla viicuda alinmasindan kaynaklanmir. Ortalama bir insan,
agizdan yaklasik 75-80 g alkol aldiginda sarhosluk belirtileri gosterir. 150-200 g alkol insanda
uyusukluga neden olur ve 250-500 g’1 ise oldiiriicii doz olabilir (6a).

Etanoliin baz fiziksel 6zellikleri Tablo 1.2°de gosterilmistir.

1.3.2 Etil Alkoliin Uretim Yéntemleri
Etil alkol fermentasyon ile veya kimyasal sentez ile iiretilebilir.
1.3.2.1 Fermentasyon ile Alkol Uretimi
Fermentasyon yoluyla etanol dretiminde kullamlan hammaddeler ti¢ sinifta toplanirlar (2):
1. Sakkarozlu maddeler : Seker kamigi, seker pancar, melas, meyve sulan
2. Nisastah maddeler : Tahillar (musir, malt, arpa, ¢avdar, bugday, piring,
yulaf) ve benzerleri
3.  Seliilozlu maddeler : Odun ve atik salfit ¢ozeltileri, tanm atiklan
Seker kamugi, yeker pancari, melas ve meyvelerden elde edilen sekerler, direkt olarak
etanole donistirilebilirler. Hububat ve patatesten elde edilen nisasta ise 6nce, malt ve
kiiflerden saglanan enzimlerin tesiriyle fermente olabilen sekerlere hidroliz edilmelidirler. Agag
ve tarim atiklarindan elde edilen selilloz da aym sekilde sekerlere dénustirilmelidirler. Bu
olayda mineral asitler ve 6zel enzimlerin etkisinden yararlanihr. Seliilozun enzimatik olarak
aynlmas: i¢in gereken seliilaz enzimi, Trichoderma reesei den elde edilir. Kagit hamuru
degirmenlerinden ¢ikan atik silfit sivisindaki seker, kagit dretimi sirasinda seliloz ve

hemiselilozun hidrolizinden meydana gelir.



Tablo 1.2 Etanoliin Fiziksel Ozellikleri (6a)

Molekiil Agirhg 46.7 kg/mol-kg
Donma noktast -114.15°C
Kaynama noktasi 78.32°C
Flzyon 1s1s1 4.64 kj/kg
Buharlagma 1sist
70 °C’de 855.66 kl/kg
80 °C’de 900.83 kl/kg

100°C’de 799.05 kl/kg
Spesifik 1s1s1 (16-21°C) 2415 J.¢' K!
Isil iletkenlik (20 °C) 18 pyW.m™ K™
Yanma 1sisi (sabit hacimde) 1370.82 kj/mol
Viskozite (20 °C) 1.17 mPa
Yiizey gerilimi (20 °C) 22.03 mN/m
Kinlma indeksi np™ 1.36048
Yogunluk d* 0.78942
Havada alevlenme sinin:

en diisiik % 3.5 (v)= 67 g/m’

en yiiksek %15 (v)=290 g/m’
Tutusma noktasi (autoignition) 425°C
Alevlenme noktast (flash point) 13°C

CeH1206 — 2 CO, + 2 C,HsOH denklemi uyarinca, alkol fermentasyonunun farkli
adimlan igin gereken enzimler mayalardan elde edilir. Bu adimlar Embden, Meyerhof ve
Parnas tarafindan gosterilmistir (Sekil 1.3).  Yabani mayalar da fermentasyon igin
kullanilabilirler, ancak yiiksek etanol konsantrasyonu sagladiklarindan genellikle kiiltiir
mayalan tercih edilmektedirler.

Monosakkaritler de (heksozlar) fermentasyon igin uygundur. Etanol iretmek igin
genelde ham melastan elde edilen heksoz kullanilir. Cinkii heksoz, seker kamigindan seker
elde etmek igin ekonomik bir hammaddedir ve sadece rafinatta seyreltik ¢ozelti olarak kalan

kisimdan fermente edilir. Fermentasyon igin sekerin ilk saflastirma adimindan sonra elde edilen
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melas daha da uygundur. Ciinkii melas, mayalarin beslenmesinde gerekli olan azot ve fosforlu
bilesikleri igeren daha fazla sayida madde ihtiva etmektedir.

Melas genellikle, %50-55 oramnda seker igerir. Melasin etanol fermentasyonunda
hammadde olarak mi, yoksa mikroorganizmalara besin kaynag olarak mu kullamimasi
konusunda bir rekabet vardir.

Pratikte hald iki asamal kesikli fermentasyon yontemi kullamlmaktadir. Ilk adim,
mayalarin biiylimesi i¢in fermentasyon sivisina hava iifleyerek gergeklestirilir. Sicaklik 27 °C
dir. Ikinci adim havasiz ortamda gergeklestirilir. Ortamin pH’1, karsilagilan duruma gére NH;
veya H>SO, ilave edilerek 5.6-5.8 degerlerinde sabit tutulmaya ¢ahigilir. Melas kullamldiginda
zaten yuksek olan maysenin mineral igerigine bagh olarak, mayalarin beslenmesi igin ortama
amonyum fosfat eklenmelidir. Kdltiir mayalan kullamldiginda %30 or'amnda etanol elde etmek

mimkindir.  Sekil 1.1°de klasik yontemle melastan etanol eldesine ait bir akim semasi

gorilmektedir.
2 ALKOL
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Sekil 1.1 Klasik Yontemle Melastan etanol Eldesi (7)



Etanol fermentasyonu igin, genellikle nigasta igeren hububat ile patates kullamimaktadir.
Cavdar ve bugday da aym amag igin kullamlabilir. Arpa ise polisakkarit nisastasimin
monosakkaritlere depolimerizasyonu i¢in gerekli olan enzimleri yani amilaz’i iceren malt™
yapmakta kullanilir.

Nisasta suda ¢6ziinen amiloz (amylose) ve suda ¢oziinmeyen amilopektin (amylopectine)
olarak iki kistm igerdiginden, ilk 6nce tamamen ¢oziiniir hale getirilmelidir. Bunun igin nigasta
ya atmosfer basincinda pigirilir, ya da 6 bar’a kadar gittikge yiikseltilen basingtaki doymus
buhar, nisasta ihtiva eden maddenin yiizeyine tflenir.

Cozinmus nigastanin depolimerizasyonu takiben 60 °C de, malt olarak nisasta agirligimn
yaklagik %10’u ilave edildikten sonra gergeklestirilir. Bu arada H,SO; ilavesi ile de pH 5.2-5.4
arasinda sabit tutulur.

Nigasta fermentasyonu seker fermentasyonuna benzer sekilde gergeklestirilir.

Benzin kith@ olan ancak ideal iklim kosullari nedeniyle zirai nigasta kaynaklarina sahip
olan baz iilkeler, yakit olarak etanol-benzin kangimm kullanmaktadirlar. Bu konuda basta gelen
iilke, 1930 yilindan beri benzine alkol kanstirarak kullanan, Brezilya’dir. Brezilya’daki
otomobiller %10 oraminda alkol igeren benzin, yani “gasohol” ile ¢alistirihr.

Selillozik materyaller msir kogani, pamuk tohumu, yer fistig kabugu gibi atiklardan elde
edilirler. Sayilan bu atiklanin hepsi potansiyel etanol kaynag olarak disinilse de, bunlan
etanol eldesinde kullanmaktansa yakmak daha ekonomiktir. Selillozik materyaller iginde,
bertaraf edilmesi zor olan ve kagit fabrikalanindan ¢ikan atik siilfit sivis1 de vardir. Seliilozun
bozunmas: baslica, kagit hamuru hazirlanan degirmenlerde gergeklesir. Bu yiizden etanol
tretimi i¢in kullanilan bu siv1 geker igeren bir hammadde gibi diisiiniilebilir.

Fermentasyon igin ortam ¢ok asidik oldugundan genellikle kire¢ tast ilavesi ile
notrallestirme yoluna gidilir. Kalan silfiirdioksit de fermentasyondan once, siviya hava
tfleyerek veya kaynatarak uzaklastirilir.

Seliilozik hammaddelerin fermentasyonundan sonra ele gecen mayse genellikle %0.7-1.2
oraninda etanol igerir. Bu yiizden de fermentasyon sonunda ele gegen sivi, derisiklendirilir.

Saflagtirma amaciyla kullamlacak sistemin tipi, alkoliin kullanilacaf yere gore segilir.
Kozmetik ve tip alanim da igeren tim teknik kullanimlar igin alkoliin saflagtinimasinda en iyi

yontem nétral ¢caligmadir.



Etanoliin saflastinlmas: igin en az 3 destilasyon kolonuna ihtiya¢ duyulur. Birinci
asamada safsizhklan gidermek igin 6n destilasyon yapilir. Daha sonra ikinci kolon etanoliin
rektifikasyonu igin, lgiincii kolon da ikinci kolondan gelen ¢ozeltideki yiiksek kaynama
noktasina sahip maddelerin ayrilmasi igin kullambir. Birinci siif kalitede etanol istenildiginde

dordiincii bir kolon da kullamlabilir (6).

1.3.2.2 Sentez Yoluyla Alkol Uretimi
Sentez yoluyla alkol iiretimi, indirekt hidrasyon, direkt katalitik hidrasyon ve sentez gazi

ile alkol tiretim yontemlerini icermektedir.

1.3.2.2.1 indirekt Hidrasyon Yéntemi ile Alkol Uretimi

1855 yilinda Berthelot tarafindan gergeklestirilmistir. Uretim, etil siilfat kullanarak, su ve
etilenden etanol eldesi esasina dayanmaktadir. Ancak bu yontem 1929 yilina kadar endiistriyel
olgekte kullamlmamstir. Halbuki, 1920’li yilarda, benzer bir yontemle, propilen ve sudan
isopropil alkol iiretilmekte idi.

Etilenden etil alkol iiretimi agagida anlatilan sekilde gergeklestirilir.

Etilen gaz1 6nce kulelerde %95-98 konsantrasyonundaki stilfat asidi ile muamele edilir.

C,H, + H>SOs «» C,HsHSO, AH=- 60 kJ
C,H, + C;HsHSO, <> (C,Hs):S0,

Reaksiyonda 1 mol-g sulfat asidi bagina yaklagik 1.4 mol-g etilen absorblanir. Reaksiyon
ekzotermik oldugundan, absorbsiyon kulelerinin sogutulmas: gereklidir. Etilenin absorbsiyonu
kismi basingla dogru orantih oldugundan, reaksiyon basinci, beslemedeki etilenin
konsantrasyonuna bagh olarak 10-35 bar arasinda secilmelidir. Reaksiyon sicakligi 65-85°C
arasindadir.  Absorbsiyonu hizlandirmak igin demir oksitler, magnezyum, bakir, uranyum,
vanadyum ve alkali toprak metalleri kullanilir.

Ele gegen dietilsiilfat, daha sonra su ile hidrolize ugratihr. Reaksiyon iki kademede
gerceklesir.

(C3H5),504 + H,0 < C;Hs0H + C;HsHSO,
70 °C’deki bu ilk kademeden sonra 100 °C’de ikinci kademe reaksiyon gerceklesir.
C>HsHSO, + H>O «» C;HsOH + H,SO,



Agiga cikan sulfat asidinin % 40-55 konsantrasyonda olabilmesi igin ortama ayrica su
ilave edilir.
Bu yontemde
(C;H;5),S0, + C;Hs0H <> C;Hs O C,H;s + C;HsHSO,
denklemi uyarinca eter olusabilir.
Etanol, styirict kolondaki (stripper column) asitten eter ile beraber aynlir. Kostik soda ile

asidi giderilir daha sonra da eterden aynlir. Bilahare, destilasyon kolonlarinda derisiklendirilir

(6).

1.3.2.2.2 Direkt Katalitik Hidrasyon Yéntemi ile Alkol Uretimi

Etilenin indirekt hidrasyonunda kullamlan siilfat asidinin korozif etkisi vardir. Bunun i¢in
1948°de Houston, Teksas’ta Shell Chemical Corp. tarafindan Direkt Katalitik Hidrasyon
yontemi gelistirilmistir. Gaz fazindaki bu reaksiyon oldukga basittir:

C;Hy(g) + H,0(g) — C,HsOH(g) AH= -43 4 kJ

Reaksiyon fazla ekzotermik olmadigindan, etanol iiretimi diigik sicakhklarda
gergeklestirilebilmektedir.

Reaksiyonun kinetigini incelemek i¢in Mace ve Bonilla tarafindan Wolfram mavi-silika jel
katalizor kullamlmistir. Aym reaksiyonu silika jel iizerine fosforik asit kullanarak Gelbshtein da

arastirmigtir (6).

1.3.2.2.3 Sentez Gaz ile Alkol Uretimi

Etanol eldesinde sentez gazi kullanmak, son zamanlarda iizerinde ¢ok calisilan bir
konudur. Etilen elde etmek igin, ham petrol kullanmaktansa dogal gaz ya da komiirden
kolaylikla elde edilen sentez gazini kuilanmak daha basit ve ekonomiktir.

Sentez gazindan etanol eldesi igin birgok yontem vardir. Bunlardan birinde sentez
gazindan etanol tek bir adimda iretilebilmektedir. Reaksiyon sartlan, yaklagik 300°C ve 300
bar’dir. Katalizér, %5 oraminda rodyum igeren diatome topragidir. Tek adimh bu prosesin
dezavantaji nispeten diisiik segimliligidir. Sentez gazindaki reaksiyona giren karbonun yaklasik
%40’ ya etanole ya da asetaldehite doniisiir.  Asetaldehitin de ardarda hidrojenasyon
reaksiyonlariyla etanole doniigmesi oldukga kolaydir. Sentez gazindaki karbonun diger kismu

ise, baslica metan, metanol ve asetik asit verir.



Sentez gazindan 6nce metanoliin elde edildigi iki adimh diger bir yontem bugiin i¢in daha
yaygin durumdadir. Bu yontemde olusan metanol, sentez gaziyla tekrar reaksiyona sokulur.
Genel reaksiyon sartlan, yaklagtk 175-200°C ve 300-400 bar’dir. Katalizor olarak kobalt
bilesikleri kullamlir. Ornegin iyotlu kobalt asetat, metil asetat ve iyotlu kobalt asetat, alkil- ve

aril-fosfinli kobalt asetat gibi. Doniisen metanoliin se¢imliligi %90°dir (6).

1.3.3 Tiirkiye’de Etil Alkol Sektoriindeki Kurulu Kapasite ve Etil Alkol Uretimi

Tablo 1.3 ve Tablo 1.4’te Tiirkiye’deki etil alkol tretimindeki kurulu kapasite ve yillara
gore tretim miktarlar verilmistir. Fermentasyon sonunda elde edilen ve %7-8 oraminda alkol
iceren mayse, mayalardan ayrildiktan sonra destilasyona tabi tutulur. Destilasyonla elde edilen
bu alkol ham alkol’diir ve ortalama 92 °’liktir. Bu alkol, igindeki yabanci maddelerden
temizlenmek icin yeniden destillenerek 96.6°’lik saf alkol elde edilir (7).

Tablo 1.3 1984 Yilindan itibaren Turkiye’de Etil Alkol Uretiminde Kurulu Kapasite (7)

1000 L/GUN 1000 L/YIL (300 GUN)

Kuruluy Hammadde Fabrika Adi Ham Saf Toplam Ham  Saf Toplam
T.S.F. Pancar Erzurum 12 48 60 3600 14400 18000
AS. Melasi Eskigehir 12 45 57 3600 13500 17100
Malatya 10 30 40 3000 9000 12000

Turhal 11 24 35 3300 7200 10500

Toplam: 45 147 192 13500 44100 57600

TARIS Hurda [zmir 0,7 33 4 200 1000 1200

Incir
Genel Toplam: 45,7 150,3 196 13700 45100 58800
TEKEL Ham Alkol  Saflagtirma - 16 16 - 4000 4000
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Tablo 1.4 Tirkiye’de Etil Alkol Uretimi (x10° Litre) (7)

Y I L L A R

Kurulus | Uriin Cinsi 1983 1984 1985 1986 1987
T.S.F  [Ham Alkol 6437.0 8301.7 6426.5 9890.5 5845.8
A.S. Saf Alkol 24337.0]  26864.1 284912 325494 31067.6
Toplam: 30774.0| 35165.8| 34917.7 424399 36913.4

TARIS |Ham Alkol 157.8 169.8 139.3 138.3 96.0
Saf Alkol 993.8 991.6 775.9 762.9 424.4

Toplam: 1151.6 1161.4 895.2 901.2 520.4

Genel Toplam: 31925.6| 36327.2| 358129 43341.1| 374338

1.3.4 Etil Alkoliin Kullamim Alanlan
Etil alkoliin belli bagh kullanim alanlan asagidaki gibidir.

1.3.4.1 Alkollii Ickilerde

Alkol iiretimi genellikle hiikiimetler tarafindan kontrol edilmektedir. Alkolli igkilerde
kullanilan etanoliin, fermentasyonla veya sentez yoluyla iretilmesi arasinda kayda deger bir
kalite farki olmamasina ragmen, tarimsal hammaddelerin fermentasyonu ile tretilen alkoliin
kullanmilmasi mecburiyeti vardir. Tarimsal hammaddelerden ve fosil yakitlardan yapilan
etanolleri ayirt etmenin tek yolu "*C metodudur. Bitkilerin "*C igerigi fermentasyon sonunda
agia cikan karbondioksit’in *C icerigi ile dengededir. Bu ozellikten faydalanarak alkoliin

hangi yontemle tiretildigi kolayca anlagilabilir.

1.3.4.2 Kozmetik ve Tip Alaninda

Narkoz kesfedilmeden oOnce alkollii igkiler narkoz vasitast olarak kullamlirdi. Oysa
alkoliin giinumiizde tipta kullaumu, barbitiirat gibi esterlerin sentezinde hammadde olarak
kullamlmasiyla sinirlt kalmaktadur.

Bilindigi gibi yiiksek kaliteli parfiimler, genellikle etanolde ¢oziiliirler. Ciinki etanoliin

karakteristik olan kokusu, insan burnuna en hos gelen kokulardan biridir.
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1.3.4.3 Teknikte

Etanol, denature edici maddeler (etil asetat, benzin, metil isobiitil keton gibi) katildiktan
sonra, endiistriyel amaglar igin cilalarda ve verniklerde ¢oziici olarak genis o6lgiide
kullanilmaktadir. Alkollii ¢6ziiciilerin yaygin olarak bilinen isimleri sunlardir: Synasol,

Shellacol, Quakersol, Tecsol, Jaysol, Pacosol, Neosol, Solox, Anhydrol, Paco, Filmcol, Filmex.

Kimyasal reaksiyonlar

Asetaldehit: Etanol, uzun yillar boyunca asetaldehit Gretiminde kullamlmigtir. Ancak
bdyle bir prosesin giniimiizde pek o kadar énemi kalmamigtir. Ciinki ihtiyag duyulan asetik
asit, artik asetaldehit diginda baska kaynaklardan da saglanabilmektedir. Asetaldehit ise direkt

olarak etilenden iiretilmektedir.

Etilen: Fermentasyon yolu ile etil alkoliin ¢okga uretildigi tilkelerde, ihtiya¢ duyulan
etilen, direkt olarak bu alkolden iiretilmektedir. Reaksiyon 235-240 °C’de katalizoér yardimiyla
gerceklestiriimektedir. Katalizor olarak da genellikle, aktive edilmis aliimina, ¢inko oksit,

fosfat ve siilfat asitleri kullanilmaktadir.

Etil Eter: Klasik olarak silfat asidi veya bazen ALO- veya silika, aliimina katalizorleri
kullamlarak etanolden etil eter tretimi, bilinen ve genis ¢apta iretimin gerceklestirildigi bir

yontemdir.

Sirke: Yemeklik sirke dretiminde, genellikle fermentasyon iriinii olan alkol
kullamimaktadir. Bakteriyel fermentasyon yontemi ile ¢aligilmaktadir. Aym tiir bakterilerle,

sentetik etil alkolden de sirke tiretilmektedir. Fakat bu, tercih edilen bir yéntem degildir.
Aminler: Etanolin NH; ile katalitik reaksiyonu sonucunda mono-, di- ve trietil aminler

kolaylikla iretilebilmektedir. Katalizor olarak genellikle aliimina, bakir ve demir kloriirlerle

birlikte fosfat asidi ve tirevleri de kullamilmaktadir.
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Esterler: Esterler, anorganik ve organik asit, asit anhidritler ve asit halojeniirler ile
etanoliin reaksiyonundan olusurlar. Organik asitlerle esterifikasyon teknolojisinin esasi,
dengeyi esterifikasyon lehine ¢evirmek i¢in, olugan suyun ortamdan uzaklagtinlmasidir. Derigik
siilfat asidi, hidroklorik asit, bor tiriflorid ve p-toluensiilfonik asit gibi asidik katalizorler
kullanilirlar.

350°C’de %0.1-0.2 toryum oksit igeren bakir oksit iizerinde, etanol dogrudan etil
asetata doniisir. Bu reaksiyonun asetaldehit iizerinden gergeklestigi diisiiniiliir. Asetaldehitin
kondenzasyonuyla da etil asetat olugur.

Alkolatlar: Hidroksil grubunun H atomu, aktif bir metalle yer degistirebilir. Mutlak
alkolle sodyum arasindaki reaksiyon bu konuda ¢ok bilinen bir 6rnektir. Sodyum etoksit, susuz
sodyum hidroksit ile mutlak alkolden asagidaki reaksiyonla elde edilebilir. Olusan su, benzenle
azeotropik destilasyona tabi tutularak aynlabilir.

CH;CH,0H + NaOH — CH;3;CH,0ONa + H,O

Sodyum etoksit, kondenzasyon ve indirgenme ajami olarak organik sentezlerde
kullamhir. ~ Barbitiiratlar (Venoral, Barbital, Luminal, Amytal), etil ortoformat ve diger
kimyasallar da bu sekilde hazirlaniriar.

Aliminyum ve magnezyum da epoksitlerle reaksiyona girerler fakat reaksiyonu

genellikle bu metallerin amalgamlan katalizler.

Diger Reaksiyonlar: Etilen oksit, propilen oksit, biitilen oksit ve diger epoksi tipi
bilesiklerin herhangi bir miktar sivi, viskoz, yar-mumsu ve kat1 bazi iiriinleri vermek {izere
etanolle reaksiyona girebilir. Bu tir triinler ozelliklerine gore ¢oziicii, boya, antioksidan ve
korozyon 6nleyicilerin tiretiminde kullanihriar.

Bu tiir uretimlere 6rnek olarak 1 mol-g etanol ile 1 mol-g etilen oksitin, etilen glikol
monoetil eter vermek iizere girdikleri reaksiyon agagida gosterilmistir.

CH;CH,OH + CH,-CH, —» CH;CH,0OCH,CH,OH
\/
0]

Etanoliin son zamanlarda en g¢ok 6nem kazanan kullamm sahasi besiyeri olarak tek

hiicre proteinlerinin Gretimidir. Bu amagla kullamlacak olan maya pH 2.5-4, ve sicaklik

40°C’de bir miktar tuz iceren %1°lik etanolik besiyerine beslenir. Teknik olgekli calismalar,
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ABD.’de Amoco tarafindan mikroorganizma olarak Candida utilis (Torula mayasi)
kullanilarak, Japonya’da Mitsubishi tarafindan Candida ethanothermophilum  ve
acidothermophilum kullanilarak gergeklestirilmistir. Hiicreler santrifiij edilir ve kurutulur.

Kuru hiicrelerin verimi kullanilan etanoliin %84’iine kargilik gelir (6a).

1.4 Mikroorganizmalar

Bilingli olarak olmasa bile, mikroorganizmalar, insanlarin yiyecek, alkol, siit triinleri
gibi ihtiyaglanm karglamak igin tarih oncesi zamandan beri kullamlmaktadirlar. Bugiin
mikroorganizmalarm kullanim éncekinden daha genis bir alana yayilmustir. Sadece geleneksel
mikrobiyal proseslerde degil, endistriyel ve zirai kimyasallar, enzimler, atik sularn

temizlenmesi, mineral leaching gibi yeni proseslerde de kullanilirlar.

1.4.1 Mikroorganizmalarm Siniflandinimas:
Canlilar hayvanlar, bitkiler ve tek hiicreliler olarak simflandinlabilirler. Tek hicreliler
olarak adlandinlan mikroorganizmalar da ikiye ayrilirlar. Bu simflamanin daha ayrintih bigimi

Sekil 1.2°de gosterilmigtir.

Tek Hiicreliler
| |
Prokaryotlar Okaryotlar
I |
[ 1 [ | ]
Bakteriler Mavi-Yesil Algler| Mantarlar Algler Protozoalar
[ ' ]
Kiifler Mayalar

Sekil 1.2 Tek Hiicrelilerin Simiflandirilmasi
Prokaryotik hiicre kiigik ve basittir. Daha kompleks olan Gkaryotik hiicre; bitki,

hayvan, protozoa, mantar ve alglerin temel yapisim olugturur. Bunlar prokaryotik hiicreden

1000-10000 kez daha biiyiik ve karmagtktirlar.
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1.4.2 Mikrobiyal Adlandirma

Mikrobiyologlar, her organizmamn iki adimin oldugu “binomial sistemi” kullamrlar.
Organizmanin ismi italik ya da alt1 gizgili olarak yazilir. ilk kelime cins adidir ve biiyiik harfle
baslar. Bacillus ya da Saccharomyces gibi. Mikroorganizma ismindeki ikinci kelime, tiir

adidir. Biyiik harfle yazilmaz. Bacillus subtilis veya Saccharomyces cerevisiae gibi. (8).

1.5 Mayalar

Klorofilleri olmadi@ anlagildigindan beri maya ve maya benzeri organizmalar “Gergek
Mantarlar” olarak adlandirihrlar.

Mayalar ¢ ana familya’ya aynlrlar. Bunlar  Saccharomycetaceae,
Sporobolomycetaceae ve Cryptococcaceae’dir. Ayrica tek bir hiicrenin ortalama biiyiikliigiine
bagh olarak yiiksek mantar ve bakteriler arasindaki mikroorganizma grubuna da az ¢ok dahil
edilirler. Bu grubun karakteristik 6zelligi, vejetatif liremenin tomurcuklanma ile olmasidir.
Bununla -beraber, baz tiirlerinde tomurcuklanma ile birlikte veya tek olarak béliinme ile de
¢ogalmalan mimkiindir. Her ne kadar sporla iireyen hiicreler, Cryptococcaceae familyasinda
bulunsalar da bazi maya turlerinin sporlanmaya 6zgii yapilar olusturduklan gozlenir. Bu
sebeple mayalarin kolayca karakterize edilmeleri miimkiin degildir (3)

Jorgensen’e gore maya klasik olarak tomurcuklanma yoluyla gogalabilen ve sekeri alkol
ve COy’e donustirebilen tek hiicreli mikroorganizmadir. Fakat bu tamimlama da bugiin
degerini kaybetmistir.  Cunki bilinmektedir ki alkol yapmayan, aym zamanda misel
olusturabilen mayalar da vardir (1).

Mayalar dogada lziim gibi meyvelerde ve sekerli diger yiyeceklerde yaygin olarak
bulunurlar. Ayrica toprakta, havada, deride ve hayvanlarin bagirsaklarinda da mevcutturlar.
Mayalar klorofil icermediklerinden, enerji saglamak igin yiiksek bitkilere ve hayvanlara
bagimlidiriar (8)

Yuvarlak, eliptik veya silindir geklindedirler. Buyikliikleri cinslerine gore degismekle
birlikte 2-8 um ¢apinda ve 3-15 pm uzunlugundadir. Bununla birlikte bazi tiirlerde uzunluk
100 um’u bulmaktadir. Hiicreler 6zellikle aktif tireme devresinde diiz veya dalli zincirler
yapmaktadir.

Mayalar genel olarak bakterilerden biyiiklik ve sekil agisindan fark gosterdikleri gibi

kiiflerden de miselyum ihtiva etmemeleri ile ayrilmaktadirlar (9).



En oOnemli maya, ekmek mayalamada ve sarap ve bira yapiminda kullanilan

Saccharomyces cerevisiae turadir (8).

1.6 Enzimler

Enzimler dogadaki protein molekiilii olan biyolojik katalizorlerdir. Yasayan hiicreler
(hayvan, bitki ve mikroorganizmalar) tarafindan uretilirler ve biyokimyasal reaksiyonlarda
katalizor olarak gereklidirler. Bir hiicredeki her reaksiyon ozel bir enzimin varligina ihtiyag
duyar. Canl bir sistemdeki enzimlerin fonksiyonu, kimyasal baglarin kopmasini ve olugsmasini
saglamaktir. Bu yiizden diger katalizorler gibi, yapilarinda énemli bir degisim olmaksizin
reaksiyon hizin1 artirirlar.

Enzimlerin katalitik 6zellikleri, onlarin protein yapilarindan ileri gelmektedir. Belli bir
kimyasal reaksiyon aktif nokta olarak bilinen, enzim yiizeyinin kiigiik bir kisminda katalizlenir.
Belirli bir enzimin belirli bir kimyasal reaksiyonu katalizlemesi igin gereken birgok fiziksel ve
kimyasal etkilesimler bu aktif noktada olusurlar.

Enzim reaksiyonlan kimyasal reaksiyonlardan farkhdirlar:

1. Bir enzim katalizori genellikle bir kimyasal reaksiyonu katalizlerler.

2. Enzim katalizorlii bir reaksiyonun hizi, biyolojik olmayan katalizérlii reaksiyona gore

daha hizlidir.

3. Sicaklik, basing, pH, vs gibi enzimler igin gereken reaksiyon sartlarni oldukca

yumusaktir. Yani ahigilmig biyolojik yasam sartlar gibidir.

4. Enzimler nispeten hassas ya da kararsiz molekillerdir ve dikkatli kullamlmalan

gereklidir.

Enzimlerin sistematik olmayan isimleri vardir. Ornegin,
rennin . peynir yapimi prosesini baslatmak igin siitii pthtilastinr
pepsin : asidik pH’da proteinleri hidroliz eder

tiripsin : orta derecede alkali pH’da proteinleri hidroliz eder
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Daha sonra isimlendirme, enzimle reaksiyona giren substratin ya da katalizledigi

reaksiyonun adina -az eki eklenerek gelistirilmistir'. Ornegin;

Substrat ad1 + az

a-amilaz : nigasta — glukoz + maltoz + oligosakaritler

laktaz  : laktoz — glukoz + galaktoz
lipaz . yag — yag asitleri + gliserol
maltaz : maltoz — glukoz

lireaz : ure + HO — 2NH: + CO;

sellobiyaz : sellobiyoz — glukoz

Katalizledigi reaksiyon + az

alkol dehidrojenaz : etanol + NAD™ <> asetaldehit + NADH,
glukoz izomeraz . glukoz <> fruktoz
glukoz oksidaz . D-glukoz + O, + H,O — glukonik asit

laktik asit dehidrojenaz . laktik asit — piruvik asit

Devam eden yillarda yeni birgok enzim kesfedildiginden bu sistem kangikliga neden
olmus ve 1964 yilinda Uluslararast Enzim Kurulu (The International Enzyme Commission)
tarafindan, yeni bir sistematik sema olusturulmustur. Yeni sistem ile tim enzimler,
katalizledikleri kimyasal reaksiyonun tipine bagh olarak 6 ana simfa ayrilmislardir. Her bir sinif
alt gruplan, alt alt gruplari, ve onlar da alt alt alt gruplan igermektedir. Bu yiizden her bir
enzim sayisal bir kod sistemi ile tammlanabilir. Ornegin, alkol dehidrogenaz, Tablo 1.5’te

gosterildigi gibi 1.1.1.1 olarak bilinir (8).

! Bivolojik reaksivonlardaki substrat terimi, kimvasal reaksivonlardaki reaktan terimine esdegerdir.
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Tablo 1.5 Enzimlerin Sistematik Siniflandinlmast’nin bir bolimi (8)

1. Oksidorediiktazlar
1.1. Substratin =CH-OH grubuyla reaksiyona girenler
1.1.1. Hidrojen alicisi olarak NAD" ya da NADP" ye ihtiyag duyanlar
1.1.1.1. Spesifik substrat1 etil alkol olanlar
Ornek
Reaksiyon: CH, CH,OH + NAD"™ — CH;CHOH + NADH + H”
Sistematik adi: alkol NAD oksidorediiktaz (1.1.1.1.)
Geleneksel adi: alkol dehidrojenaz
2. Transferazlar
2.1 Metil gruplarimin transferini gergeklestirenler
2.2 Glikozil gruplarinin transferini gergeklestirenler
Hidrolazlar
: Liyazlar
[zomerazlar

Ligazlar

o ok W

1.7 Fermentasyon

Fermentasyon, mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleri yardimryla bitkilerde bulunan
karbohidratlar gibi baz1 baskin organik bilesikleri kullanarak, karmagik doniisiimlerle alkol veya
organik asit olusumunu saglayan reaksiyon zincirleridir. Fermentasyon iiriinleri arasinda bilinen
en yaygin Omekler alkol, peynir, yogurt ve ekmektir. Fermentasyon reaksiyonlarinda,
mikrobiyal bir hiicre ya da bunlann iirettikleri enzimleri igeren bir biyokatalizér kullanilir (5, 10,
11).

Mikrobiyal metabolizmamn tammu, hiicrenin bityiimesini geligmesini ve devamini igeren
tiim enzimatik reaksiyonlan igerir. Bunlar genellikle disimilasyon, asimilasyon ve biyosentez
reaksiyonlanidir. Biiyiime, bir tek mikroorganizma veya bir koloni ya da bir kiiltiir olarak bir
arada yasayan biitiin bir organizma i¢in kullamlabilen bir terimdir. Hiicre boyutundaki artig,
hiicrelerin tomurcuklanma veya sporlar gibi 6zel yapilanin olugmasiyla ¢ogalmasi demektir.
Asimilasyon, substrat’in gesitli bilesenlerinin hiicre igine transfer edilmesiyle biiyiime veya

yasamsal aktivite i¢in gerekli materyalin saglanmasidir. - Biyosentez ise, hiicre iginde normal
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yasamsal aktiviteleri saglamak i¢in gereken daha fazla miktarlarda karmagik bilesikler
olusmasidir. Biyosentez yoluyla elde edilen bilesikler, enzimler, vitaminler, antibiyotikler,
toksikler gibi biyokimyasal olarak aktif maddelerdir. Bunlar hicre iginde kalirlar ve g¢ok
nadiren substrat’a verilirler. Biyosentez, mikroorganizmanin cinsine degil, tiriine 6zgudiir.
Asimilasyon ve biyosentez, “anabolizma” adini alir. Bunlar enerji tiikketen proseslerdir. Burada
harcanan enerji, disimilasyon veya katabolizma ile saglanir. Disimilasyonda organizmanin
enerji kaynag olarak kullandig: substrat bilesenleri, hiicre iginde bulunan ve organizmanin
enerji deposu olarak kullandigi glikojen ve ATP kendilerinden daha az enerjili yeni wriinlere
dontsturiliirler. Boylece enerji elde edilir.

Disimilasyon hiicre i¢inde meydana gelir ve urtinler hiicreyi gevreleyen ortama verilir.
Disimilasyona ugrayan maddeler, dogal olarak bulunan organik bilesikler, ¢ok az olmakla
beraber bazi inorganik bilesikler ve bazi elementlerdir. Ornegin, karbohidratlar, glikozitler,
mono- ve polibazik alkoller, aldehitler, mono- ve polibazik asitler, keto ve hidroksi asitler,
hidrokarbonlar, aminoasitler ve aminler; bazi demir, mangan, arsenik tuzlar, elementel karbon,
kukiirt vs.

Reaksiyon ortamina giren atmosferik oksijen ‘hidrojen tutucu’ gorevi goriirse
disimilasyon prosesi aerobiktir. Bu proses, atmosferik oksijen olmadan gergeklestirildiginde
disimilasyon, ger¢ek fermentasyondur (ya da anaerobik disimilasyon). Substrat, karbondioksit
ve su olusturmak tizere, aerobik disimilasyon ile tamamen okside olabilir. Ancak oksidasyon,
glukonik asit, sakkarik asit, sitrik asit ve oksalik asit gibi tamamlanmams oksidasyon tiriinleri
vermek lizere, cesitli derecelerde de olabilir. Bir molekiil glukozun fermentasyonundan iki
molekil etil alkol ve iki molekiil karbondioksit ya da iki molekiil laktik asit olusur. Aerobik

oksidasyonla ag13a ¢ikan enerji, fermentasyon ile olusan enerjiden ¢ok daha fazladir.
Aerobik oksidasyon:
C6H1206 + 602 —> 6C02 + 6H20 + 674 kcal

CsHi206 + 4 2 O, - 3COOHCOOH + 3H,0 + 246.5 keal

oksalik asit
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Fermentasyon:

CsH,0s — 2CH;CHOHCOOH + 22.5 kcal
laktik asit
CsH1,0s — 2CH;CH,OH + 2CO; + 22 kcal
etil alkol

Yiiksek organizmalarin hiicrelerinde meydana gelen glukoz oksidasyonu iki asamada
gerceklesir. 1k asamada enerji iireten bir anaerobik prosesle (glikolizis) laktik asit Gretilir.
Ikinci agsamada da oksijenin katimasiyla bir kisim laktik asit, bir seri reaksiyonla su ve
karbondioksite oksitlenir. Kalan laktik asit de glukoza gevrilir. Mikrobiyal fermentasyona
benzerligi dolaysiyla ilk anaerobik faza “fermentasyon” denir. Ikinci faza da hava girisi ve

yanma iiriinlerinin digar1 atilmasina bagl oldugu i¢in “solunum” ad: verilir.(2b).

Fermentasyon uygulamalan su sekilde simflandinlabilir:

A. Oksijen (hava kullamimi) esasina gore:

1. Aerobik Fermentasyon
a. Derin (submerged) fermentérler
Kangtiricili veya kangtiricisiz tipler

b. Tavali fermentérler

2. Anaerobik Fermentasyon
a. Sulu besiyeri uygulamali tank tipi fermentorler

b. Kuru uygulamalar igin, yeralt: depolan seklinde yapilan fermentérler
B. Islemin siirekli ya da kesikli oluguna gore:

1. Kesikli (batch) fermentorler

2. Sirekli kiltir kullanilan (continuous) fermentorler (12).
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Silcox ve Lee’ye gore, iyl bir fermentasyon prosesi igin, bes temel unsurun varhg

gerekmektedir:

1. Istenilen son riinii meydana getirecek bir mikroorganizma. Bu mikroorganizma
kolayhkla ve hizla ¢ogalmah ve biyolojik tekdiizeligi saglamaya yetenekli olmali,
diger bir deyimle, énceden kararlagtinlan verimi saglayabilmelidir.

. Substrat i¢in ekonomik bir hammadde.
. Kabul edilebilir verimlilik.

Hizl fermentasyon.

“vos o

Kolaylkla ayrilabilen ve saflastinilabilen bir tiriin.(13)

Fermentasyon boyunca ortamda asagidaki degisimler goriilir:

1. Besiyerini tegkil eden maddelerin (substrat) yapilanmin  degisimi  ve
konsantrasyonlarinin azalmasi.

2. Mikroorganizma hiicrelerinin ¢ogalmasi.

3. Ortam pH’sinin degismesi

4. Sicakhigin degigmesi

5. Viskozitenin degigsmesi

6. Butiin bunlann yaminda amaglanan sonug, biyosentez iriini konsantrasyonunun

artmasi (12)

Fermentasyon Reaksiyonlan

Embden-Meyerhof-Parnas’a gore mayamn glukoz metabolizmast yolu asagidaki gibidir.
Burada ATP=adenozin trifosfat, ADP=adenozin difosfat, DPN=difosforidinniikleotid,
DPNH=indirgenmis difosforidin niikleotid anlamindadir (6b).



Glukoz
ATP )
ADP
v

Glukoz-6-fosfat

YV
Fruktoz-6-fosfat

ATP

ADP
v

Fruktoz-1,6-difosfat

\ 4
3-D-Gliseraldehit fosfat + Fosfat(PO4™>) H_'; Dihidroksiaseton fosfat

DPN ) A
DPNH

1,3-Difosfogliserik asit
ADP ) A

ATP
3-D-Fosfogliserik asit

4\

v ETIL ALKOL

2-Fosfogliserik asit
A DPN

C DPNH

Vv ADP ATP
2-Fosfofenol pruvik asit A S Pritvik asit e_a Asetaldehit + CO, 'T\

Sekil 1.3 Embden-Meyerhof-Parnas’a Gére Mayanin Glukoz Metabolizmast Yolu (6b)
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1.8 Fermentasyon Uriinleri

Fermentasyon tirtinlerini fermentasyon ana iriinleri ve fermentasyon yan iiriinleri olarak

siniflandirmak miimkiindir.

1.8.1 Fermentasyon Ana Uriinleri

Bunlar etanol ve karbondioksit’tir.

1.8.1.1 Etil Alkol

Alkol fermentasyonunun asil 6nemli drini, etil alkoldiir. Sekil 1.3 alkol
fermentasyonunun, ara ve asil iirtinlerinin olugumunu gostermektedir.

CsH206 — 2 C;HsOH + 2 CO,
180.1 g Glukoz  92.1 g Alkol 88 g Karbondioksit

Reaksiyona gore 100 g glukozdan, 51.1 g alkol ve 48.9 g karbondioksit meydana
gelmektedir (4).

1.8.1.2 Karbondioksit, CO,

Alkol fermentasyonunun ikinci asil tiriini olan CO, bir gaz olup Gay-Lussac’in
belirledigi esitlife gore fermente olan her 100g sekerden olusan miktan kuramsal olarak 48.9
gram’dir. Renksiz, yanmayan, zayif eksi tat ve kokuda olan karbondioksit gazinin molekiil
agirigs 44.1°dir.  Havadan agir olan karbondioksit, fermentasyon sirasinda tabana ¢oker ve
akma olanag bulamazsa burada toplanir., Bu nedenle sirekli ve fazla miktarda alkol
fermentasyonu yapilan yerlerde, tabamn karbondioksitin akigina izin vermesi veya
karbondioksit bacalarmin inga edilmesi, yani havalandirmanin saglanmasi zorunludur. Ayrica
fermentasyon mahzenlerinde yapilacak caliymalarda ve kaplanmin temizlenmesinde gerekli
givenlik Onlemlerinin alinmasi, en azindan buralara girmeden 6nce yanan bir mumla ortamda

karbondioksit toplanip toplanmadig: mutlaka kontrol edilmelidir.

1.8.2 Fermentasyon Yan Uriinleri
Saf bir alkol fermentasyonu sirasinda degisik fermentasyon kosullara bagh olarak az
miktarlarda da olsa, diger bazi Griinler olusur ve bunlara fermentasyon yan iiriinleri olarak

tammlanirlar.
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1.8.2.1 Gliserin

Notr ve zayif asit 6zelligi olan ortamlarda fermente olan her 100 g sakkarozdan 2.5-3.6
gram gliserin olusabilir. Alkali ortamda gliserin olusumu bu miktarin 10-12 katina gikabilir ve
bu durum “protol” yontemiyle gliserin iiretimine esas teskil eder.

Gliserin ii¢ degerli bir alkol olup CsHs(OH); seklinde gosterilir. Renksiz, koyu kivamli,
su ¢ekici ve tath bir stvidir. Su ve alkolde her oranda erir.

Gliserin hayvansal ve bitkisel yaglarda yapitasi olarak yaygindir. Az miktarda fermente
olmus alkollii i¢kilerde bulunur.

Alkol fermentasyonu sirasinda gliserin olusumunu etkileyen en Onemli etkenler
kullanilan maya susu ve ortamin bilesimi olduguna gore, bunlar gliserin olusumunu azaltacak
sekilde secilmelidir.  Ciinkii gliserin miktarn artacak olursa, ortamda bulunan ve alkole
doniisecek olan sekerin daha fazla bir béliimii bu gekilde tiketileceginden alkol veriminde
kayba neden olur. Gliserin kaynama noktasi 290°C oldugundan damtma iglemi sirasinda

silempede kalir ve bu artik {iriiniin yem degerini artirir.

1.8.2.2 Asetaldehit

Etil alkoliin bir oksidasyon iiriini olan asetaldehit (CH;CHO), Sekil 1.3 de gorildigi
gibi EMP-yoluyla sekerlerin alkole fermentasyonu sirasinda son ve asil driin olan alkolden bir
onceki asamada ara uriindiir. Su, alkol, eter ve benzolde ¢6ziiniir, birgok madde igin iyi bir

¢oziicidir. Kuvvetli sitildiginda metan ve karbondioksite pargalamr. Buharlan zehir etkisi

yapar.

1.8.2.3 Fiizel Yag (Yiiksek Alkoller)

Flzelyag: aslinda yiksek alkoller denilen ¢ok sayida alkoller kangimdir. Fizelyag,
fermentasyon sirasinda ilk kez 1785 yilinda Scheele tarafindan kegfedilmistir. Fizel yaginin
kapsamina giren yiiksek alkollerin kaynama noktalari 80-160°C arasindadir. Fiizelyagi alkol
fermentasyonunun 6nemli bir yan tiriinii olup, en 6nemli 6geleri amilalkol, izo-biitil alkol, ve n-
propanol’diir. Maya susu, fermentasyon sicaklif: ve agilama miktan fiizel yaginin olusumunu
ve bilesimini etkiler.

Fiuzel yagmn, fermentasyon sirasinda mayanin ¢ogalma sathasinda olustugu

saptanmigtir. Maya ¢ogalmasi durup, asil fermentasyon bagladiginda yiiksek alkollerin olugumu
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da azalmakta, hatta durmaktadir. Bu nedenle fermentasyonun bu asamasinda gerekli 6zenin

gosterilmesi zorunludur.

1.8.2.4 Asit ve Esterler

Sekil 1.2 deki alkol fermentasyonu semasinda kolayca anlastlacag: gibi, tiimuyle saf bir
alkol fermentasyonunda bile mayalar az miktarlarda organik asitler (asetik, laktik, piriivik,
stiksinik asit) de olusturabilirler. Bu asitlerden stiksinik asit glutamik asitten olugmakta olup,
alkol fermentasyonu semast ile iligkisi yoktur. Diger organik asitler sekerlerden olugmaktadir.
Bu asitlerin olugumu fermentasyon sirasinda ve ozellikle ilk safhalarda pH’in dismesiyle
kendini belli eder. Saf bir fermentasyonda normal olarak olusan bu asitlerden ugucu olmayanlar
silempede kalir.

Alkol fermentasyonu sirasinda asil ve yan uriin olarak bu alkoller ve asitler ya
fermentasyon sirasinda ya damitmada ya da alkoliin bekletilmesi sirasinda reaksiyona girerek

kendilerine 6zgti kokudaki esterleri olustururlar.

CH;COOH + CH,CH30H — CH;COOCH,CH; + H,O

asetik asit etil alkol etil asetat su

1.8.2.5 Metil Alkol

Metil alkol genellikle odunun kuru kuruya damitilmastyla elde edildiginden “odun ruhu”
da denir. Saf metil alkol renksiz, yamei bir sivi olup, hos olmayan bir koku ve yakici bir tada
sahiptir. Su, alkol ve eterle her oranda karigir. Metil alkol viicutta énce formaldehite, sonra
formik aside doniigerek zehirlenmeye neden olur.

Alkol fermentasyonu sirasinda tiimiiyle pektinden meydana gelir ve olusumunda
pektinesteraz enzimi etkindir. Bu enzim i¢in en uygun pH, 5-6°dir. Eger ortam daha asidik ise
yani pH digiikse metanol olusumu azalir. Metanoliin oldiiriici dozunun yiiksek olmasina
kargin, disik dozlarda da sagliga zararli olusu ozellikle igki alkollerindeki metanol

miktarlaninin sinirlandinlmasina neden olmustur (4).



1.9 Fermentasyonu Etkileyen Faktorler

Her proseste basar, yapilan 6n islemlere ve prosesin kontroluna baghdir (3).
Fermentasyon iizerine etkili faktorler sunlardir:

e Maya tiirii ve susu (alkole yiiksek tolerans ve yiiksek verimli alkol iiretimi)

e Seker konsantrasyonu

e Havanin bilesimi (Anaerobik kosullarn siirdirtlmesi)

e Sicaklik

e pH

e Maya konsantrasyonu

o Alkol konsantrasyonu

e Besiyeri bilegimi

o Fermentasyon sivisinin hareketi

o Bakteriyal gelisimin 6nlenmesi

o Fermente edilmis lapanin destilasyonu (14)

1.9.1 Maya Tiirii ve Susu

Alkol fermentasyonunda kullanilan maya susu maygenin fermentasyonunu dnemtli 6lgiide
etkilemektedir. Kullamlacak maya, maysede bulunan sekerleri fermente etme yeteneginde
olmali, ayrnca istenen siire iginde fermentasyonu bitirebilmelidir (4). Genellikle

Saccharomyces cerevisiae turii mayalar kullanilir (3).

1.9. 2 Seker Konsantrasyonu

Fermentasyonda kullamlan maysenin, maya iizerinde yaptigt ozmotik basing,
fermentasyon i¢in Onemli bir etkiye sahiptir. Fermentasyonda genellikle %12’lik seker
konsantrasyonunda ¢ahgihr. Istenen seker konsantrasyonunu saglamak igin ilave edilmesi
gereken su miktari, mevcut analitik verilerden hesaplamir. $eker konsantrasyonunun daha fazla
olmast, ozmatik basincin artmasi nedeniyle, mayaya yavaglatici hatta durdurucu etki yapar.

Daha disiik seker konsantrasyonlaniyla ¢calismak da ekonomik degildir. (3, 4)
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1.9.3 Havanmin Bilesimi
Oksijen daha ¢ok maya iiretiminde s6z konusudur. Ciinkii mayamn normal olarak
tomurcuklanip gogalabilmesi igin gerekli enerjinin, ortamdaki gekerlerden saglanmasinda,
buyik miktarlarda oksijen gereklidir. Fakat alkol dretiminde anaerobik sartlar istenir.
Fermentasyon siiresince karbondioksit a¢iga ¢ikacagindan anaerobik sartlar saglanmus olur.
Fermentasyon basladiktan sonra maysenin hava ile temas etmesi sakincalidir. Ciinkii bu
sirada ortama giren oksijenin etkisiyle, maya, fermentasyon yapmak yerine, ¢ogalma egiliminde

olacak, bu da fermentasyon yan iirinlerini artiracaktir (3, 4).

1.9.4 Sicakhk
Alkol fermentasyonu yapan mayalann faaliyet gosterdikleri optimum sicakhk 30 °C’dir.
Bu nedenle de mayse, bu sicakhikta tutulmaya calipihr. Fermentasyon boyunca maysenin

sicaklig1 artar. Optimum sicakhig saglamak igin fermentor digsardan sogutulmahdir. (3, 4).

1.9.5 pH
Fermentasyonda 6nemli diger bir etken, fermentasyon sivisimn pH’sidir. Fermentasyon,
pH 4.0-4.5 arasinda gergeklesir. pH genellikle siilfat asidi ile ayarlamr. Tablo 1.6’da,

fermentasyon siiresi, pH, son fermentasyon derecesi arasindaki iliski gosterilmistir (3, 4).

Tablo 1.6 Fermentasyon Siiresi, pH, % Verim Arasindaki Iligki (4)

Zaman, saat pH % Verim
34 4.0 1.70
36 4.0 1.60
55 3.9 1.65
1.9.6 Maya Konsantrasyonu S

Fermentasyonda maya konsantrasyonu da 6nemli olup, uygulanan yonteme gore degisir.
Agtlanan maya miktari, kullamlan mayseyi kisa siirede ve hizla fermente ederek tiim sekeri
arzulanan sire iginde alkole doniistiirecek diizeyde olmalidir. Disiik oranh agilamalarda maya

ortamdaki sekeri fermente edebilmek igin, 6nce yeterli miktarda ¢ogalmak zorundadir. Bu
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durumda baslangic fermentasyonu yavag seyreder ve dolayisiyla uzun sirer. Bu da

kontaminasyonlara ve seker ve zaman kaybina neden olur (4).

1.9.7 Alkol Konsantrasyonu

Fermentasyon sirasinda olugan alkoliin, maya iizerine yaptifi ozmotik basing dnemli bir
etkiye sahipti.  Cogunlukla mayalar, alkol konsantrasyonu %11’in Uzerine g¢ikinca
fermentasyon faaliyetini yavaslatirlar. Bu nedenle mayge konsantrasyonu olgun maysenin alkol

miktar %8-10 olacak gekilde ayarlanmalidir (4).

1.9.8 Besiyeri Bilesimi

Alkol iiretiminde kullamlan kimi hammaddeler maya besini bakimindan yetersiz
olabilirler. Bu durumda maya, fermentasyon sirasinda yeterli besini bulamayacag: i¢in hem
baslangi¢ fermentasyonunda, hem de asil fermentasyonda yeterince gogalip etkinlik kazanamaz
ve fermentasyon aksar. Maya besini olarak en fazla azotlu ve fosforlu maddeler soz

konusudur. (4).

1.9.9 Fermentasyon Sivisimin Hareketi

Alkol fermentasyonunda onemli diger bir etken kangtirmadir. Karngtirma olmadiginda,
baslangig fermentasyonunda miktar bakimindan {ist seviyeye ulasmig olan maya, giderek dibe
¢okmeye baslar ve bu ¢okme, fermentasyon hiz1 diigiip, CO, ¢ikist azalmaya bagsladiktan sonra
giderek artar. Bu ise daha az sayida mayanin mayse iginde erimis durumdaki gekerle temasa
gelmesine neden olur ve fermentasyon siiresi uzar. Eger fermentasyon sivisi herhangi bir
sekilde kanstinlip, tiim mayanin siv1 iginde yiizer durumda tutulmas: saglamirsa, seker daha
fazla maya hiicresi ile temasta olacagindan fermentasyon daha hizh gergeklesir.  Siirekli

fermentasyon yontemlerinin esasim bu sistem tegkil eder (4).

1.9.10 Bakteriyal Gelisimin Onlenmesi

Ortamda sadece fermentasyonu gergeklestirecek olan mikroorganizmanin olmasi gerekir.
Aksi halde istenen fermentasyon gergeklesemez. Istenmeyen mikroorganizmalarn proses
ortamuna girmesini Onlemek igin, fermentasyon snﬁsmm ve kullanilan tim malzemelerin 6nce

sterilize edilmesi gerekmektedir.
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1.9.11 Fermente Edilmis Lapanin Destilasyonu

Fermente olan mayse, etil alkol ve fiizel yaglannin aynimasi igin destilasyon iglemi
gergeklestirilir.  Destilasyonla, alkoliin farkli konsantrasyonlardaki fraksiyonlan ve bakiye
birbirinden aynlir. %60-90 etil alkol igeren fraksiyonlar “yiikksek saraplar” olarak bilinirler.
Bunlar da fraksiyonlu destilasyon ile %95°lik alkol igerecek sekilde derisiklendirilirler. Bakiye
genellikle atilir ya da farkli amaglar i¢in kullaulir. Yeni mayge hazirlarken melas: seyreltmek
i¢in, suyla beraber kullanilirr Aym zamanda biriketleri yapistirmakta da bu bakiyeden
faydalanilabilir. Bakiyedeki kati maddeler, 1s1 uygulamasiyla konsantre edilerek giibre olarak

satilabilirler. Cunkii diger bilesenlerine ilaveten potasyum ve fosfatlar icermektedirler (3).

1.10 Fermentasyon Teknolojisindeki Gelismeler

Gunumiizde petrol fiyatlanindaki hizli artiglar ve petrol rezervlerindeki darbogazlar,
petrol yerine bagka ucuz ve kolay saglanabilecek kaynaklarin aragtinlmasim gerektirmigtir.
Yakit kalitesindeki etanolii, fermentasyon ile ucuz olarak tretebilmek, bu agidan giinden giine
onem kazanmaktadir (15). Bu da, eski fermentasyon proseslerinin incelenmesine ve yeni
proseslerin gelistirilmesine yol agmgtir (16).

Biyolojik reaksiyonlarin hizlan kimyasal reaksiyonlara gore daha yavastir. Onemli
miktarda madde Gretimi igin degisik tiirde birgok reaktor geligtirilmigtir (16). Ayrica ¢ogu
kimyasal reaksiyonda oldugu gibi fermentasyon reaksiyonlarinda da iriiniin, reaksiyonu
engelleme (inhibisyon) 6zelligi vardir. Bu, ¢6ziimii oldukga zor bir problemdir (16).

Geleneksel olarak, etil alkol tretiminde kesikli fermentasyon kullanilmaktadir. Kesikli
fermentorde substratin driine tam déniigiimil igin uzun bir fermentasyon siiresi gerekmektedir.
Siirekli calisan kangtirmal: fermentor, hiicre geri dongiilii fermentor veya vakum fermentérleri
ile reaksiyon suresi azaltilmaya caligilmaktadir. Ancak bu sistemler de isletme giigligii ve
ekonomik problemler nedeniyle fazla tercih edilmemektedirler.

Reaksiyon hizint arttirmak igin kullamlan bagka bir sistem de tutuklanmig hiicre igeren
dolgulu kolonlardir. Bu reaktorde substrat, kati desteklere tutuklanmig organizma iizerinden
geger. Sistemin temel avantaji, birim hacimdeki hiicre miktarimin yiiksek olmasi nedeniyle
yiksek uretkenlik degerinde ¢aligilabilmesidir. Ayrica bu sistem, istenen akis hzinda ¢alisma
imkani da vermektedir (16).
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Fermentasyon sirasinda liretilen etanol, konsantrasyonu (ortamda) 30-40 g/I’'ye ulastis
zaman reaksiyonu gergeklestiren mayanin biuytime hizim ve reaksiyon hizimi diigiirmekte, aym
zamanda da hiicrelerin 6liim hizim arttirabilmektedir. Etanol derigimi 110-120 g/’nin Gizerine
¢iktigindaysa tiretim tamamen durmaktadir. Bu sorunu ¢oziimlemek igin digiinilen yontemler
arasinda son zamanlarda Uretim ve ayirmayr birlestiren ¢6ziicii ekstraksiyonu, membranla
ayirma, hiicre geri dongilii vakum fermentasyonu, aktif karbonlu ekstraksiyon bulunmaktadir.
Ayrica fermentasyon sirasinda gaz ile etanoli siyirma teknigi de son zamanlarda uzerinde
¢aligilmakta olan bir yontemdir.

Biitiin bu ¢ahgmalarda etanol inhibisyon sorununa bir ¢6zim gelistirilmeye ¢ahgilmistir.
Ancak etanoliin yan sira, dretilen baz1 ikincil yan Grinler de zamanla birikerek etanol gibi
inhibisyona neden olabilmektedirler. Vakumlu fermentasyonda o6zellikle ugucu olmayan
triinlerin inhibisyonu 6nem kazanmakta, membranla fermentasyon sistemlerinde ise biiyiik
molekiil boyutuna sahip irinler ikincil inhibisyona neden olabilmektedir. Polar olmayan
¢oziiciilerin kullamldigi ekstraksiyonlu fermentasyon sistemlerinde de kiigiik organik asitler
birikerek ikincil inhibisyon yaratabilmektedirler. Ikincil iiriinlerin inhibisyonunu ortadan
kaldirmak igin stirekli bir sizdirma (bleed) yapilarak bu iiriinlerin sistemde birikerek inhibisyona

neden olmalar 6nlenmektedir (15).

1.11 Sterilizasyon

Mikrobiyolojik ¢aligmalar sirasinda kullamilan petri kutusu, deney tiipi ve pipet gibi cam
malzemeler ile besiyeri, dilisyon sivist ve diger tiim g¢ozeltilerin, mikroorganizmalardan
anndinlmasi amaciyla sterilizasyon islemleri uygulanmaktadir. ~ Sterilizasyon herhangi bir
materyaldeki tim mikrobiyal yasamin sona erdirilmesidir. Sterilizasyon kavrami mutlak olup,
derecesi yoktur.

Mikrobiyolojik ¢aligmalarda sterilizasyon isleminin uygulanmas: cgesitli sekillerde
olmaktadir. Bunlar su sekilde siralanabilir:

1. Istile sterilizasyon

2. Membran fitrasyon ile sterilizasyon

3. Kimyasal maddelerle sterilizasyon

4. Isinlama ile sterilizasyon
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1.11.1 Is1 ile Sterilizasyon

Otoklavda sterilizasyon, kaynatma, pastérizasyon, ve tindalizasyon gibi nemli 1s1
uygulamalan ile kuru hava sterilizasyonu en yaygin olarak kullanilan yontemlerdir.

Nemli sicak, kuru sicaga oranla mikroorganizmalar tzerinde daba fazla 6lduriicii etkiye
sahiptir.

Otoklavda Sterilizasyon: Mikrobiyolojik ¢aligmalarda kullamlan en yaygin ve etkin
sterilizasyon yontemidir. Otoklav, yiiksek basing ve sicaklik istenen ¢aligmalarda kullamlan bir
cihazdir. Otoklavda sicaklik °C veya °F ile, basing atmosfer veya psi (pound squre inch) ile
ifade edilir. Otoklavda sterilizasyon; besiyerlerinin, gesitli diliisyon sivilannmn ve bazi cam
malzemelerin sterilizasyonu ile ¢alijma tamamlandiktan sonra petri kutusu iginde organizma
iceren deney tiipii, erlen ve benzeri kullanilmig tiim malzemelerin sterilizasyonunda kullanilir.

Sterilizasyon siiresi sterilize edilecek hacimlere gore 121°C’de Tablo 1.7°de verilmistir.

Tablo 1.7-Bazi Laboratuvar Malzemelerinin Hacimlerine Bagh Olarak Sterilizasyon Siireleri

Kap Cinsi Sivi Hacmi Zaman, dakika
Test tiipleri 5-15 ml 15
500 ml erlen 250-350 ml 20

1 litre erlen 500-750 ml 25

1 litre erlen 1.0-1.5 litre 30

Bazi hallerde besiyerlerinin 6zel yontemlerle sterilize edilmesi gerekir.  Ornegin
besiyerinin bilesiminde dekstroz (glukoz) ve fosfatlar varsa bunlar beraber sterilize edilemezler.
Ayr ayn sterilize edilip sogutulduktan sonra karigtinlmalan gerekir. Besiyeri bilesimine giren
vitaminler ve keto grubu bulunan sekerler de filtrasyonla sterilize edilip, besiyerine
sterilizasyondan sonra ilave edilmelidirler. Bu gibi uygulamalarda besiyeri bilesimine giren
maddelerin miktarlan dogru bir sekilde hesaplanmahdir.

Kuru Hava Sterilizasyonu: Pipet, petri kutusu gibi cam malzeme otoklavlama sirasinda
hava paketleri olusturabilecekleri ve dolayisiyla yeterince sterilize edilememe riski de dahil
olmak uzere pek ¢ok nedenle kuru hava sterilizatorlerinde sterilize edilir. Bu amagla yapilmis

pek ¢ok cthaz bulunmakla beraber, en yaygin kullamlamn etiivlerdir.
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Normal olarak doldurulmus (agin yiklenmemig) kuru hava sterilizatorlerinde
sterilizasyon siiresi 160 °C’de 2 saat veya 170 °C’de 1 saattir. Etiv ¢ok dolu ise siire

uzatilmahdir.

1.11.2 Membran Filtrasyon ile Sterilizasyon

Karbohidrat, antibiyotik, organik asitler ve tuzlar gibi 1s1l islemden etkilenebilecek ¢esitli
maddelerin ¢ozeltileri membran filtrelerden gegirilerek sterilize edilir. Membran filtreler
genellikle seliillozdan yapilmis olup, 0.45-0.2 mikron gozenek buytkliiklerine sahiptir. Sekil
1.4’de membran filtrasyon dizenegi gosterilmistir. Bir vakum pompasi yardimiyla gerekli
vakum olusturularak sivinin filtreden asagiya siiziilmesi temin edilir. Boylece
mikroorganizmalar filtrenin Gzerinde kalarak sividan ayrilmig olur. Membran filtreler genellikle
steril olarak satilmaktadirlar. Ancak filtreyi tasiyan metal aksam, erlen v.b. kisimlar otoklavda
veya kuru hava sterilizatorlerinde steril edildikten sonra kullamlmalidir. Aksi taktirde filtreden

gecen kismin yeniden mikroorganizmalarla bulagsma tehlikesi vardir.

=

—> Vakum
Sekil 1.4 Filtrasyon Ile Sterilizasyon

1.11.3 Kimyasal Maddelerle Sterilizasyon

Bu amagla piyasada gesitli ticari isimlerle iretilmis maddeler kullanilmaktadir. Ancak
bunlar ekipmanlann degil, laboratuvardaki gesitli yiizeylerin mikroorganizmalardan
anndirilmasinda yani, dezenfeksiyon amaciyla kullamlmaktadirlar. Isil igleme dayanikh olmayan
plastik petri kutusu ve benzeri difer malzemelerin sterilizasyonu ise etilen oksit ve propilen

oksit gibi gazlar kullanilarak yapilmaktadir.

32



1.11.4 Isinlama ile Sterilizasyon

Gama, katod ve mor Otesi 1sinlar, cesitli alet ve ekipmanlardan, yiizeylerden ve gida
maddelerinden mikroorganizmalann anndinlmasi amactyla kullanilan 1ginlardir.  Bu isinlar
yiiksek frekensh, kisa dalga boylu ve yiiksek enerjiye sahiplerdir. Temas ettikleri materyalde
sicakhk artigina neden olmadan mikroorganizmayr oldiiriirler. Bu yiizden iginlama ile

sterilizasyona “soguk sterilizasyon” denir (17, 18).



II. MATERYAL VE METOD

2.1 Mikroorganizma
Denemelerde PAKMAYA yas pres mayast ve A.U. Ziraat Fakiiltesi’den temin edilen

Saccharomyces cerevisiae (Narince 3) kullamlmsgtur.

2.2 inokulum Ortam

PAKMAYA ile calisirken maya, steril fizyolojik tuzlu su (FTS: %0.85 NaCl) icinde
aktif hale getirilmistir. Saccharomyces cerevisiae kiiltiir mayast igin ise pH 4.5’ta, YPG (10 g/l
Bacto-peptone, 10 g/l Yeast-extract, 20 g/l Glukoz) besiyeri kullanilmug, hazirlanan besiyeri,

kullamlmadan énce Prior Clave otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edilmistir.

2.3 Fermentasyon Ortam

Fermentasyon ortami, Melin ve Shieh (1992)’ye ve Bazua ve Wilke (1977)’ye gore
hazirlanmustir (17, 18). Kullanilmadan énce otoklavda, 121°C°de 15 dakika siireyle sterilize

edilmislerdir. Fermentasyon 30°C’de en az 72 saat sureyle gergeklestirilmistir.

2.4 Kimyasallar

2.4.1 inokulum ve Fermentasyon Ortam i¢in Kullanilan Kimyasallar
Mayalann gelismesi igin gerekli olan YPG besiyeri i¢in kullanilan maddeler Bacto-
peptone, Yeast-extract, I.U. Veterinerlik Fakiiltesi imkanlan kullamlarak temin edilmistir.

Kullanilan fermentasyon ortamian ve bilegimleri Tablo 2.1°de gosterilmigtir.



Tablo 2.1 Denemelerde Kullanilan Fermentasyon Ortamlan (19, 20)

Fermentasyon Ortam: I:
Melin ve Shieh (1992)

Fermentasyon Ortam I1:
Bazua ve Wilke (1977)

75.0 g glukoz mono hidrat (CsH120s)

10.00 g glukoz mono hidrat (C¢Hi20s)

2.0 g KH,PO, (potasyumortoprimerfosfat)

3.00 g KH,PO, (potasyumortoprimerfosfat)

2.0 g NH,Cl

2.50 g NH,Cl

0.1g MgSO,

0.25 g MgSO,

0. lg CaC122 H20

0.01 g CaCl.2 H,0

1.0 L bidestile su

2.50 g Na2HP04. 7H20

5.00 g sitrik asit"

2.50 g sodyum sitrat’

1.00 L bidestile su

Férnientasyon ortamlarinda kullamlan bu kimyasallardan MgSO,.7H,0, NH,CI,
Na,HPO,.7H,O, sitrik asit ve sodyum sitrat Merck’ten, KH,PO,, CaCL.2H,0 ve glukoz

monohidrat (C¢H;,06.H,0) ise Carlo Erba’dan temin edilmislerdir. Cézeltiler bidestile su ile

hazirlanmiglardir.

2.4.2 Analizlerde Kullanilan Kimyasallar

Etanol miktarim belirlemek i¢in gaz kromografisinden yararlamilmus bu amagla mutlak

alkol ve internal standart olarak n-propanol , U.V. spektrofotometresi’nde glukoz tayini igin de

%5’lik fenol ve derisik H,SO, kullamlmistir.

2.5 Analiz Yéntemleri

Denemeler sonunda yapilan analizlerde fermentasyon ortaminda kalan glukoz ve olusan

etanol miktar tayin edilmigtir.

1 Bu maddeler istenen pH degerinin sabit tutulmasi amaciyla tampon olarak eklenmislerdir.
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2.5.1 Glukoz Miktarimn Belirlenmesi

Fermentasyon ortamindaki glukoz miktari, Jenway 6105 U.V./Vis. Spektrofotometresi
ve “Fenol-H,SO, yontemi” kullanilarak, kolorimetrik olarak tayin edilmigtir (21).

Bu amagla, fermentasyon ortamindan alinan her bir numune once santrifiij ile kat
kisimlarindan aynlmug, sonra bu sividan alinan 25pl, bidestile su ile 50 mlI’ye tamamlanarak
seyreltilmistir.

Islem: 50 ml’ye seyreltilen ¢ozeltinin 2mi’si S0 ml’lik silifli kapakh erlene konmustur.
1ml %5°lik fenol ¢ozeltisi eklenmistir. Sml derisik HSO, hizla ilave edilmistir. Iyi bir kangim
elde etmek icin erlenin kapagt hemen kapatilip, ¢alkalanmustir. 10 dakika oda sicakhginda, 10-
20 dakika da 25-30°C deki su banyosunda bekletilmistir. Kor denemeleri hazirlarken seker
yerine ayni miktarda bidestile su kullamlmustir.

Standart egriyi olugturmak amaciyla once, 10 pg/ml glukoz igeren ¢ozeltinin absorbans
degerleri, farkh dalga boylaninda okunmus, ¢izilen dalga boyu-Absorbans grafiginden (Tablo
3.1, Sekil 3.1) maksimum absorbansin 6l¢ildigu dalga boyu, glukoz ig¢in 495 nm olarak
belirlenmis, daha sonra da farkli konsantrasyonlardaki seker g¢ozeltilerinin absorbanslan,
belirlenen bu dalga boyunda olgiilerek, denemelerde standart olarak kullamlan grafik elde
edilmistir (Tablo 3.2, Sekil 3.2). Analizlere ait sonuglar ise Tablo 3.3’te verilmistir.

2.5.2 Etanol Miktarimin Belirlenmesi

Fermentasyon ortaminda olusan etanoliin miktari, Varian 201 Model gaz

kromotografisi ve Hewlett Packard 3390A Integrator kullamlarak yapilmistir. Operasyon

sartlan soyledir:
Dedektér : FID
Kolon : %20 DEGA (Dietilenglikoladipat), %3 H:PO,, 60/80 Chromosorb W, aw ve

paslanmaz ¢eliktir. 190-200°C’ye dayamklidir
Firin sicakligi: 90°C
Tasicty1 gaz : Azot (0.6 bar)
Hidrojen  : 25 ml/dak.
Fermentasyon ortamindan alinan her bir numune, glukoz tayininde oldugu gibi, 6nce
kat1 kisimlarindan aynlmak i¢in 5000 devir/dakika’da 15 dakika santrifiij edilmistir (22, 23).
Daha sonra, ele ge¢en bu sividan alinan 10 ml, destilasyona tabi tutulup, 10 ml’lik kapakh silifli
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meziirde toplanmustir. Internal standart katilmadan énce GC’de analizi yapilan numunelerde
sadece etanol oldugu tespit edildikten sonra, internal standart (i¢ standart) olarak yaklasik
0.150-0.160 gram n-propanol ilave edilmigtir. Mezir igindeki stvi 10 ml’ye bidestile su ile
tamamlanmgtir. Hazirlanan bu numuneden 0.5ul kolona verilmis, sonuglar (etil alkol/ig
standart) agirhk oranlan ile pik oranlan arasinda ¢izilen standart egri kullamlarak

hesaplanmugtir Standart egriler ve sonuglarn iceren tablolar bulgular kisminda verilmigtir.

2.6 Kesikli Fermentasyon Denemeleri

Deneysel ¢alismalarda ilk olarak, fermentasyonun ne oranda gergeklestiginin goriilmesi
amaciyla, kesikli yontem kullanilarak 6n denemeler yapilmugtir.

Hazirlanan 1 litre’lik fermentasyon ortamu, otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize
edildikten sonra, yine steril kosullarda 300 ml’lik 5 adet erlene esit miktarlarda boliinmiistiir.
Daha sonra 30°C’deki su banyosuna yerlestirilmis, belli zaman araliklarinda pH ve sicakliklan,
pH metre (CD760 WPA) ile ol¢ulmustir. Aym zamanda alkol ve glukoz miktarlarim
belirlemek igin de bu erlenlerden numuneler alinmstir.

Caliymada ilk 6nce PAKMAYA yas pres mayas: kullamlmig, fermentasyon ortam: ise
Melin ve Shieh (1992)’ye gore hazirlanmgtir.

Bilindigi gibi Saccharomyces cerevisiae (Narince 3) kiiltiir mayas1 kullamldiginda, 6nce
mayanin, aktif hale getirilip, ¢ogaltilmasi gerekir. Bu amagla tiipler iginde, dondurularak
kurutulmus olarak getirtilen maya, 6ze siirme yontemiyle YPG + %2 agar (pH=5.5) besiyerine
ekilmigtir. 24 saat 30°C’de inkube edilmistir. FTS ile sulandiritlip, 1 ml’si bir pipetle alinmus ve
iginde 9 ml YPG besiyeri (pH=4.5) bulunan tiipe ilave edilmistir. Bu da 30°C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Boylece 10 ml hacimde gelisen mayalar bu kez, i¢inde 40 ml YPG bulunan
erlene ilave edilip, 30°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Son olarak 450 m! YPG iceren erlende
aym iglem tekrarlanmigtir. Bu asamada uygulanan diliisyonla sayma teknigi ile, mayamin 1x 10®
adet/ml canh hiicre konsantrasyonuna sahip oldugu belirlenmistir. Buradan alinan belli bir
miktar, fermentasyon ortamina ilave edilip, fermentasyon baglatilmigtir (24). Yapilan tiim
islemler, kontaminasyon olmamasi igin steril kosullarda ve sterii malzemelerle

gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar bulgular kisminda verilmigtir.

37



2.7 Siirekli Fermentasyon Denemeleri

Kesikli fermentasyon igleminde istenen alkol verimine (sanayi olgeginde %8-10 alkol)
ulagtiktan sonra fermentasyon iglemine son verilir. Siirekli fermentasyon prosesinde amag,
proses parametrelerini (pH, sicaklik, kanistirma hizi, besleme hizt vs.) ayarlayarak mayalan canh
tutmak ve dolayistyla belli bir konsantrasyonda stirekli olarak iiriin almaktir. Sekil 2.1 siirekli

fermentasyon denemelerinin yapildig: fermentorii gostermektedir.

> 3 1. Sicakhk kontroli
1 H 2. Kangtinct
'z , 3. Gaz girigi

L 4. Paravan
5. Serpantin 1sthicy
— 4 6. Isthica su gikis
5 7. Besleme
. 8. Omek alma vanast
6 9. Tagma borusu
10 Isthes su ginigt

10 —

)

o

W
~] -
~J

Sekil 2.1 Kangtirmalt Akish Fermentor

Cihazin kangtinct ayan ile devir sayist arasindaki baginti da Sekil 2.2°de

gosterilmektedir.

120 -

100 +
y =2,5933x - 27,098
80 - R? = 0,9881

60 -

Devir Sayisi, devir/dakika

0 10 20 30 40 50
Karstirct Ayari

Sekil 2.2 Fermentériin Kanigtirict Ayan {le Devir Sayist Arasindaki Bagint:
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III. BULGULAR

3.1 Reaktan (Glukoz) Miktarinin Belirlenmesi

Fermentasyon ortamundan alinan numune ilk once santrifiij ile kat1 kisimlarindan
ayrilmig daha sonra numunedeki seker konsantrasyonu, UV spektrofotometresinde olgilebilir
sinirlara ¢gekmek igin seyreltilmigtir. Bunun i¢in numuneden 0.25 ml (250 pl) almip, 50 ml’ye
bidestile su ile tamamlanmistir. Buradan alinan 2 ml’lik numuneye 1 ml, agirhk¢a %5’lik fenol
¢ozeltisi ve 5 ml derisik H,SO, eklenip, once oda sicakliginda 10-15 dakika, daha sonra
30°C’deki su banyosunda 15-20 dakika bekletilerek analize hazirlanmustir.

3.1.1 UV Calhismalan
3.1.1.1 Glukoz icin Maksimum Absorbans: Veren Dalga Boyunun Belirlenmesi

Cozelti icindeki glukoz miktanimin belirlenmesi i¢in 10 pg/ml’lik glukoz ¢ozeltisi
hazirlanmmgtir. Hazirlanan g¢6zeltinin 480-600 nm aralifinda absorbanslan 6l¢iilmiis, elde edilen
degerler Tablo 3.1°de gosterilmistir. Tablo 3.1°deki degerler, x-ekseni dalga boyu y-ekseni

absorbans’1 gosterecek sekilde, Sekil 3.1°de verilmigtir.

Tablo 3.1 10 pg/mI’lik Glukoz Cézeltisi Igin Uygun Dalga Boyunun Segimi
Dalga 480 |485 [490 |495 |500 {510 |520 (530 540 |550 |600

Boyu (nm)
Absorbans | 0,103 (0,112 0,118 {0,120 {0,108 | 0,078 | 0,056 | 0,046 [ 0,040 | 0,035 | 0,029

0.1200
0.1000
§ 0.0800
2 0,0600
£ 00400
00200
0,0000 ,
480 500 520 540 560 580 600

Daiga Boyu, nm

Sekil 3.1 UV de 10 ug/ml’lik. Glukoz Cozeltisi igin Uygun Dalga Boyunun Segimi
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Tablo 3.1 ve Sekil 3.1°den de goriilebilecegi gibi glukoz 495 nm’de maksimum
absorbans (0.120) degerine sahiptir.

3.1.1.2 Glukoz Konsantrasyonu ile Absorbans Arasindaki Bagntinin Belirlenmesi
Tablo 3.2°de farkh konsantrasyonlardaki glukoz g¢ozeltilerinin 495 nm dalga boyunda
olgiilen absorbans degerleri goriilmektedir. Tablo 3.2°deki degerler igin lineer regresyon

hesaplamalar yapilmus olup, elde edilen dogrusal bagintt $ekil 3.2de verilmigtir.

Tablo 3.2. 495 nm’de Farkh Konsantrasyondaki Glukoz Cozeltileri Igin Absorbans Degerleri

Konsantrasyon (pg/ml) 0 10 20 30 40
Absorbans 0 | 0,120 |0,160(0,211] 0,427

0 5 10

15 20 25 30 35 40
Glukoz Konsantrasyonu, mikrogram/ml

Sekil 3.2 Glukoz Standart Grafigi
3.1.1.3 Analiz Sonuclan
L II, HI, IV ve V no.lu denemeler kesikli sistemde, erlenlerde, VI ve VII no’lu
denemeler ise sicaklik kontrolli kanstirmali akigh bir fermentorde gergeklestirilmistir. Aynica
pH kontrolii i¢in VI ve VII no.lu denemelerde tampon ¢ozelti igeren fermentasyon ortami
kullanddmugtir.
Sonuglar, reaksiyon siiresine gore, pH degerlerini de icerecek sekilde Tablo 3.3’te

verilmistir.
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Tablo 3.3 Numunelerin UV Spektrofotometresinde Alinan Sonuglan

 Ornek Reaksiyon pH 495 nm’de Glukoz | Glukoz Miktari
No. | siiresi (saat) Absorbans (ug/ml)
0 4.499
5 2.102 0.428 45.62
24 1.910 0.257 27.62
I 29 1.882 0.076 8.57
48 1.948 0.031 3.83
53 1.916 0.018 2.46
72 1.962 0.001 0.67
0 4.283
5 2.106 0.906 95.94
24 1.879 0.236 25.41
I 29 1.822 0.130 14.25
48 1.921 0.016 2.25
53 1.901 0.004 0.99
0 4.430
5 2.175 1.999 210.99
24 2.077 1.717 181.30
11 53 2.024 0.039 4.67
72 2.133 0.014 2.04
77 2.024 0.010 1.62
0 4.119
5 3.014 1.999 210.99
24 2.291 0.020 2.67
v 53 2.662 0.014 2.04
72 2.659 0.010 1.62
77 2.655 0.008 1.41
96 2.450 0.016 2.25
0 4.452
\Y% 24 2.621 0310 33.20
48 2.552 0.065 7.41
72 2.634 0.038 4.57
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Ornek | Reaksiyon pH 495 nm’de Glukoz | Glukoz Miktan
No. |siiresi (saat) Absorbans (Lg/ml)
0 4237
24 4327 0.035 425
VI 48 4345 0.017 2.36
53 4326 0.013 1.94
72 4371 0.002 0.78
0 4237
24 4335 0.341 36.46
29 4.330 0.333 35.62
Vil 48 4222 0.099 10.99
54 4332 0.092 10.25
72 4321 0.423 45.09
78" 4313 1.205 127.41
80 4323 0.121 13.3

E3
0.6 ml/dakika debi ile ortama siirekli taze besiyeri ilave edilip aym debi ile ortamdan

fermentasyon sivis1 alinmgtir.

3.2 Uriin (Alkol) Miktarinin Belirlenmesi

Fermentasyon ortamindan alman her bir numune, glukoz tayininde oldugu gibi, 6nce
kat1 kisimlarindan ayrilmak igin 5000 devir/dakika’da 15 dakika santrifiij edilmigtir (20, 21).
Daha sonra, ele gegen buradan alinan 10 ml’lik sivi, destilasyona tabi tutulup, 10 ml’lik kapakli
silifli meziirde toplanmigtir. Numunelerin GC’de yapilan 6n analizlerinde ortamda sadece
etanol olustugu tespit edildikten sonra destilata, i¢ standart olarak yaklagik 0.150 gram n-
propanol ilave edildikten sonra meziirdeki sivi, 10 ml’ye bidestile su ile tamamlanmus,

hazirlanan bu numuneden 0.5l kolona verilmigtir.

3.2.1 GC Cahsmalan

Tablo 3.4, 3.5, 3.6, 3.7, 3.8 ve 3.9, standart olarak hazirlanan c¢ozeltilerin ve
numunelerin etanol/n-propanol agirhk oranlan ve pik alant oranlarini, standart egrinin denklemi
ile birlikte vermektedirler. Bu tablolarda ayrica reaksiyonlara ait sicaklik, mikroorganizma ve
%verim bilgileri de verilmigtir.  Sekil 3.3, 3.4, 3.5, 3.6 ve 3.7 ise standart egrileri

gostermektedir.
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Tablo 3.4 I. ve II. Nolu Denemelerde Kullanilan Etanol Standarti ve Kesikli Fermentasyon

Deneme Sonuglan

Mikroorganizma : PAKMAYA yas pres mayasi
Fermentasyon Sicakhg : 30+ 0.1°C
i¢cstandart : n-propanol

I. Denemede Verim (I) =34.70/38.32=0.91
I1. Denemede Verim (11)=26.23/38.32=0.68
Glukoz = 75 g/litre

Standart | Etanol/n-propanol| Etanol/ n-propanol Etanol (g/L)
agirhk oran-y Pik Alan Orani -x
1 0.2193 0.109 3.43
2 0.7410 0.395 11.07
3 1.4230 0.624 21.67
4 2.0600 0.784 30.86

Standart egrinin denklemi: y = 0.1255 + 0.6183x + 2.3548x?

Ornek | Reaksiyon | pH | n-propanol | Etanol/ n-propanol | Etanol

No. [siiresi (saat) (g/10 ml) Pik Alam Oram (g/L)
0 4.499

5 2.102 0.1551 0.451 13.70

24 1.910 0.1532 0.705 26.30

I 29 1.882 0.1515 0.718 27.00

48 1.948 0.1571 0.714 27.78

53 1.916 0.1597 0.807 34.44

72 1.962 0.1537 0.829 34.70
0 4.283

5 2.106 0.1527 0.189 5.00

11 24 1.879 0.1619 0.578 20.55

29 1.822 0.1566 0.622 22.26

53 1.901 0.1540 0.644 23.10

72 2.037 0.1575 0.688 26.23

EtOH/igstandart Agirik
Orani
o =
AN -2 0N
4o ot

0 0.2 04 06 08
EtOH/igstandart Pik Alars Orani

Sekil 3.3 I ve I1. Sayih Denemelerde Kullamlan Standart Egri
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Tablo 3.5 III. Nolu Denemede Kullamlan Etanol Standarti ve Kesikli Fermentasyon Deneme

Sonuglan

Mikroorganizma : PAKMAYA yas pres mayasi
Fermentasyon Sicaklig : 30+ 0.1°C

I¢standart : n-propanol

Verim = 27.29/ 38.32=0.71
Glukoz = 75 g/litre

Standart | Etanol/ n-propanol | Etanol/ n-propanol Etanol (g/L)
agirhk orani-y | Pik Alam: Oram -x
1 0.2193 0.127 3.43
2 0.7410 0.391 11.07
3 1.4230 0.581 21.67
4 2.0600 0.741 30.86

Standart egrinin denklemi: y = 0.0818 + 0.6970x + 2.6840x>

Ornek | Reaksiyon pH |n-propanol | Etanol/ n-propanol | Etanol
No. | siiresi (saat) (g/10 ml) Pik Alam Oram (g/L)
0 4.430
5 2.1751 0.1519 0.212 5.32
24 2.077{ 0.1696 0.514 18.34
I 29 2.049f 0.1566 0.638 25.34
48 2.075{ 0.1573 0.651 26.33
53 2.024| 0.1600 0.660 26.34
72 2.133] 0.1545 0.673 27.29
© 25
g 2
3¢ 2]
~£ 1
5 <05 ]t
i o
0 02 0.4 06 08

EtOH / i¢ Standart Pik Alani Oran

Sekil 3.4 1II. Nolu Denemede Kullanilan Standart Egri
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Tablo 3.6 IV. Nolu Denemede Kullanilan Etanol Standart1 ve Kesikli Fermentasyon Deneme

Sonuglan

Mikroorganizma

: Saccharomyces cerevisiae

Fermentasyon Sicakhg: : 30+ 0.1°C

Icstandart

: n-propanol

Verim = 33.0/38.32 = 0.86

Glukoz = 75 gflitre

Standart | Etanol/ n-propanol | Etanol/ n-propanol Etanol (g/L)
agirhk oram Pik Alami Oram
1 0.2193 0.129 3.43
2 0.7410 0.401 11.07
3 1.4230 0.643 21.67
4 2.0600 0.840 30.86

Standart egrinin denklemi: y = 0.0347 + 1.2195x + 1.4266x*

Ornek | Reaksiyon pH n-propanol | Etanol/n-propanol | Etanol
No. | siiresi (saat) (g/10 ml) Pik Alami1 Orani (g/L)
[ 0 4.119
5 3.014 0.1551 0.151 3.90
24 2.291 0.1609 0.612 21.16
v 29 2.675 0.1560 0.642 21.93
48 2.671 0.1607 0.667 23.83
53 2.662 0.1603 0.786 26.76
72 2.659 0.1640 0.825 33.00
x 257
2 24
5
T g 15+
sg
-(g. O 14
I 054}
o
u 0
0 0.2 0.4 06 08 1

EtOH / i¢ Standart Pik Alan Orani

Sekil 3.5 IV. Nolu Denemede Kullamlan Standart Egrisi




Tablo 3.7 V. Nolu Denemede Kullamlan Etanol Standarti ve Kesikli Fermentasyon Deneme

Sonuglan

Mikroorganizma

: Saccharomyces cerevisiae (Narince 3)

Fermentasyon Sicakhgi : 30+ 0.1°C

icstandart

: n-propanol

Verim = 29.13/38.13 = 0.76

Glukoz = 75 g/litre

Standart | Etanol/ n-propanol | Etanol/ n-propanol Etanol (g/L)
agirhk orani-y Pik Alan Oram -x
1 0.5735 0.452 9.05
2 0.9642 0.669 14.26
3 1.6130 0.920 23.87
4 3.152 1.461 46.55

Standart egrinin denklemi: y = -0.1508 + 1.2593x + 0.687x’

Ornek | Reaksiyon pH n-propanol | Etanol/n-propanol | Etanol
No. | siiresi (saat) (g/10 ml) Pik Alam1 Orani (g/L)
-0 4.452
\' 24 2.621 0.1580 0.820 21.23
48 2.552 0.1637 0.947 26.19
72 2.634 0.1565 1.025 29.13
r 4
L
w o ol
04 06 08 1 12 1.4 16

EtOH / ig standart Pik Alani Orani

Sekil 3.6 V. Nolu Denemede Kullanilan Standart Egri

Bundan sonraki denemede (VI Nolu deneme) 0.0118 g/ 5.0 ml konsantrasyonda
standart ¢ozelti hazirlanmmstir. Cozeltinin GC’de verdigi pik alani, 902 olarak bulunmustur.
Bu standarttan faydalanarak elde edilen deneme sonuglan Tablo 3.8’de verilmistir. Bu

denemede pH kontrolii, besiyerine ilave edilen tampon ¢6zelti ile saglanmasidir.
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Tablo 3.8 VI nolu Denemeye ait Kesikli Fermentasyon Deneme Sonuglan

Mikroorganizma : Saccharomyces cerevisiae (Narince 3)
Fermentasyon Sicakhg : 30+ 0.1°C
i¢standart : n-propanol

Verim=5.01 / (10*51.1/100) = 0.98
 Glukoz = 10 g/litre

Ornek No. | Reaksiyon pH Etanol Alam | Etanol (g/L)
siiresi (saat)
0 4237
24 4.327 1248 3.04
VI 48 4,345 1418 3.46
53 4.326 1583 3.48
72 4371 2054 5.01

Tablo 3.9 VII. Nolu Denemede Kullamlan Etanol Standarti ve Kesikli ve Siirekli
Fermentasyon Deneme Sonuglan

Mikroorganizma : Saccharomyces cerevisiae (Narince 3)
Fermentasyon Sicakhig : 30+ 0.1°C
I¢standart : n-propaneol

Verim = 12.46/ (25x0.511) = 0.98
Glukoz = 25 g/litre

Standart | Etanol/ n-propanol | Etanol/ n-propanol Etanol (g/L)
agirhk orani-y Pik Alan Orani -x
1 0.1078 0.113 1.74
2 0.3139 0.300 5.03
3 0.4647 0.380 7.57
4 0.5735 0.429 9.05
5 0.9642 0.585 14.26

Standart egrinin denklemi: y = 0.0555 + 0.1805x + 2.3536x>

Ornek | Reaksiyon pH n-propanol | Etanol/n-propanol | Etanol

No. | siiresi (saat) (g/10 ml) Pik Alani1 Oram (g/L)
0 4237
24 4.335 0.1603 0.495 11.57
29 4.330 0.1592 0.500 11.69
48 4.222 0.1615 0.509 12.29

VII 54" 4.332 0.1589 0.516 11.91
72 4.321 0.1565 0.517 12.17
78" 4313 0.1607 0.516 12.46
80° 4.323 0.1598 0.515 12.35
96 4.321 0.1571 0.512 12.02
99" 4.320 0.1633 0.504 12.15

* 0.6 ml/dakika debi ile ortama surekli taze besiyeri ilave edilip aym debi ile
ortamdan fermentasyon sivisi alinmgtir.
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EtanolfigstandartAgiriik
Orani

0 ¢ : } : } !
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Etanolfigstandart Pik Alani Orani

Sekil 3.7 VII Nolu Denemede Kullanitan Standart Egri

Fermentasyon sivist santriflij ve destilasyon ile analize hazirlandiktan sonra direkt olarak
GC’ye verilmis, etanol diginda bagka bir madde olugmadig: anlagildiktan sonra, igine internal
standart olarak belli miktarda n-propanol eklenmigtir. Tekrar kromografi cihazina verilen
numunede alkol/n-propanol pik alam oranlarindan alkol miktarina geg:ilniistir. Sekil 3.8°de bu
sekilde yapilan analizlerden birine ait, i¢standart katilmig fermentasyon sivisi ve standart
¢ozeltinin kromotogramm gorilmektedir. Etanol i¢in aynlma zamam 1.09, n-propanol igin
1.86’dir.

— 1.86

1.09

_d\

Sekil 3.8 Analizlerden Birine ait Ormek Kromotogram
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3.3 Fermentasyon Ortamindaki Maya Miktarmm Belirlenmesi
Fermentasyonu baglatmak igin ortama ilave edilen mayamin, 1x10° adet / ml,
. . b
fermentasyon sonunda ortamdan ahnan sividaki mayanin ise 8.3+10” adet / ml konsantrasyonda

oldugu tespit edilmigtir. Caligmada dilisyon sayma yontemi kullamlmigtir (18).

3.4 Deney Sonuglarna Ait Grafikler
Fermentasyon sirasinda glukoz miktarindaki azalma ve etanol miktarindaki artis, ¢izilen
grafiklerden de gorillebilmektedir. y- ekseninde yer alan konsantrasyon, glukoz igin pg / ml,

etanol i¢in g / | cinsindendir.

Konsantrasyon

0 20 40 60 80

Fermantasyon Siresi, saat

Sekil 3.9 1. Nolu Denemenin Sonuglan

80
60
40
20

Konsantrasyon

0 20 40 60
Fermantasyon Siresi, saat

Sekil 3.10 II Nolu Denemenin sonuglar
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Konsantrasyon
—_ e NN W
SV OoOno

Fermantasyon Siresi, saat

Sekil 3.11 III Nolu Denemenin sonuglar

40_-
5§ 30
2
€ 20
3
8 10
0 ; ; o s
Y SUrg,osaat 80

Sekil 3.12 IV Nolu Denemenin sonuglari

100 +

Konsantrasyon

0 t t T
0 20 40 60 80

Ll

Fermantasyon Siiresi, saat

Sekil 3.13 V Nolu Denemenin sonuglan
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0 + t + |
0 20 40 60 80

Fermantasyon siiresi, saat

Sekil 3.14 VI Nolu Denemenin sonuglan

0 t : : +
(4] 20 40 60 80 100

Fermantasyon Siresi, saat

Sekil 3.15 VII Nolu Denemenin sonuglari
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IV. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢aligmada fermentasyon ile etil alkol dretimi siirekli ve kesikli fermentasyon teknikleri
kullamlarak, kargilagtirmali olarak incelenmistir.

Biyik oOlgekli etanol iiretimi kesikli fermentasyon yontemi kullanilarak yapilmaktadir.
Ancak bu yontemde istenen iriin konsantrasyonuna ulasmak uzun zaman almakta ve
fermentasyon sonunda ortamda hala canliligim koruyan maya, alkol inhibisyonu nedeniyle daha
fazla alkol tiretememektedir. Yaptigimiz bu ¢aligmada da aym sorunlarla kargilagilmugtir.

Siirekli fermentasyon ile bu dezavantajlar bertaraf edilmeye caligilmigtir. Boylece hem
daha kisa siirede istenen alkol verimi saglanmug, hem de siirekli beslenen taze besiyeri ile
organizmanmn canliigr korunup, belli konsantrasyonda, stirekli, alkol ihtiva eden fermentasyon
sivis1 ortamdan alinmugtir.

Sonuglar su sekilde 6zetlenebilir:

Cahsma | pH Kontrolii | Organizma | Ortalama Verim
1 - PAKMAYA 0.77
2 - S. cerevisiae 0.81
3 + | S. cerevisiae 0.98
4 + S. cerevisiae 0.98

Son denemenin ilk 48 saatlik bolimiinde kesikli ¢aligilmig bunu takiben fermentére taze
besiyeri beslenerek fermentorde siirekli sivi ahnmugtir.  Reaksiyon 96 saat siireyle devam
ettirilip, konsantrasyondaki degisim gozlenmigtir.

Zaman-Etanol Konsantrasyonu ve Zaman-Glukoz Konsantrasyonu grafiklerinden de
gorulebilecegi gibi glukoz, ortamdaki mayalar tarafindan tiiketildiginden zamanla azalmakta,
buna bagl olarak da alkol miktari artmaktadir.

Bundan sonraki ¢alismalarimzin devaminda pH, sicaklik ve akig mzimn reaksiyon iizerine

etkisinin incelenmesine devam edilecektir.
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V. OZET

SUREKLI ETIiL ALKOL FERMENTASYONU PARAMETRELERININ
INCELENMESI

Sanayi olgekli etil alkol, daha ¢ok kesikli fermentasyon teknigi ile dretilir. Ancak bu
sekilde substratin Griine tam doniisimi uzun zaman almaktadir. Fermentasyon siiresini
azaltmak i¢in siirekli ¢alisan karigtirmali fermentor, hiicre geri dongiilii fermentor ve vakum
fermentérleri kullarulabilir.  Bu sistemlerin kullammlarim da igletme giigliigii ve ekonomik
problemler simirlamaktadir. Reaksiyon hizim artirmak igin kullamlan bir diger sistem de
tutuklanmug hiicre iceren bir dolgulu kolon kullanmaktir.

Bu caliymada fermentasyon ile etil alkol iretimi, kesikli ve siirekli fermentasyon
teknikleri kullamlarak incelenmigtir. Denemelerde fermentasyon mikroorganizmalan olarak
PAKMAYA ve Saccharomyces cerevisiae kultir mayasi kullanilmustir.  Farkh glukoz
konsantrasyonlarinda, S. cerevisiae’nin farkli suslan ile fermentasyon reaksiyonunun ilerleyisi
ve elde edilen verimler kargilagtinilmustir.

PAKMAYA ve S. cerevisiae fermentasyon ortamina ilave edilmeden once sterilizasyon
kurallarina uyularak aktif hale getirilmiglerdir.

Fermentasyon 30 + 1°C ‘de en az 72 saat sureyle gergeklestirilmistir.

Fermentasyon ortaminda zamanla azalan glukoz miktarnn UV Spektrofotometresi ile,
olusan etanol miktar ise gaz kromotografisinde (GC) tespit edilmistir.

Fermentasyonun baglangicinda ve sonunda ortamdaki maya miktart ise diliisyon teknigi
ile belirlenmistir.

Denemeler sonunda, S. cerevisiae kiiltur mayast kullanilip, pH degeri 4-4.5 arasinda sabit
tutuldugunda elde edilen verimin diger denemelerdekinden daha fazla oldugu ve istenen alkol
verimine, strekli fermentasyonda, kesikli fermentasyondakinden daha kisa bir siirede ulasildig:

gozlenmigtir.



SUMMARY
ANALYSIS OF CONTINUQUS ETHANOL FERMENTATION PARAMETERS

Industrial-scale ethanol is generally produced by batch fermentation. However, it takes
a long time for the substrate to change into product this way. Continuous stirred tank
fermentor, cell recycle and vacuum fermentors can be used to decrease the fermentation time.
But difficulties in operation and economic problems are limiting the use of these systems.
Another choice that is used to increase the reaction rate is using a packed-bed column
including immobilized cells.

In this study, ethanol production is examined by using batch and continuous
ferment;ni(;n techniques. PAKMAYA and Saccharomyces cerevisiae culture yeast are used in
the experiments as fermentation microorganisms. Development of the fermentation reaction
with different glucose concentrations and different strains of S. cerevisiae and the yields were
compared.

PAKMAYA and S. cerevisiae are activated before inoculated to the fermentation
medium, complying with the sterilization rules.

Fermentation is conducted for at least 72 hours at 30 + 1°C.

The amount of glucose decreasing with time in the fermentation medium is determined
by UV Spectrophotometer and produced ethanol by gas chromatography (GC).

The amount of yeast in the medium at the beginning and in the end of the fermentation
is determined by dilution count technique.

At the end of the experiments, it is observed that when S. cerevisiae culture yeast is
used and pH is kept constant at 4-4.5, the yield is more than the yields of the other experiments
and that the constant alcohol yield is obtained in a shorter time than batch fermentation in

continuous fermentation.
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