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OZET

SODYUM ALJINAT-ASI-POLI(N-VINIL-2-PIROLIDON)’ A IMMOBILIZE
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Kimya Anabilim Dali, Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. Mustafa YIGITOGLU

Aralik 2011, 116 Sayfa

Sodyum aljinat-asi-poli(N-vinil-2-pirolidon) matriks, biyouyumlu, biyolojik olarak
parcalanabilen, toksik olmayan, hidrofilik, selat olusturabilme ve jellesebilme gibi
ozelliklerinden dolay1, biyoetanol iiretimi i¢in bir mikroorganizma tasiyici materyal
olarak gelistirildi. Kalsiyum kloriir ile capraz baglanan matriks Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces bayanus ve Kluyveromyces marxianus mayalariin
immobilizasyonu i¢in kullanildi. Maya immobilizasyonu i¢in en uygun kalsiyum
kloriir derisimi %2,5 (w/v) olarak bulundu. Bos ve maya immobilize sodyum aljinat
ve sodyum aljinat-as1-poli(N-vinil-2-pirolidon) kiirelerin morfolojisi ve i¢ yapisi oda
sicakliginda taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri ile incelendi.

Geleneksel sodyum aljinat matriks ile karsilastirildiginda sodyum aljinat-asi-poli(N-



vinil-2-pirolidon) matriksin biyoetanol iiretim hizinin arttig1 ve daha verimli olarak
kullanilabilecegi tespit edildi. Biyoetanol iiretim performans1 baslangic glikoz
derisiminden ve fermantasyon ortamindaki immobilize maya kiirelerin yiizdesinden
etkilenmektedir. Biyoetanol {iretim hizinin, Saccharomyces cerevisiae ve
Saccharomyces bayanus igin glikoz derisiminin 50 g/L’den 100 g/L’ye;
Kluyveromyces marxianus i¢in 50 g/L’den 150 g/L’ye ¢ikarilmasi ile arttigi bulundu.
Glikoz derisimi daha fazla arttirlldigt zaman, biyoetanol iiretim hizi yavasladi.
Fermantasyon ortamindaki immobilize maya kiirelerinin oram1 %10’dan %20’ye
cikarildig1 zaman, biyoetanol iiretim hizinin arttig1 gozlemlendi. Sodyum aljinat-asi-
poli(N-vinil-2-pirolidon) matrikse immobilize mayalar aktivitesini kaybetmeden alt1
kez tekrarlanan fermantasyon boyunca kullanildi. Maya immobilizasyonu igin
onerilen sodyum aljinat-asi-poli(N-vinil-2-pirolidon) matriksin, biyoetanol {iretim
sirecinde endiistriyel uygulamalarda kullanilma potansiyeline sahip oldugu

belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Sodyum aljinat, N-vinil-2-pirolidon, As1 kopolimerizasyon,

Immobilizasyon, Biyoetanol iiretimi, Maya
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ABSTRACT

PRODUCTION OF BIOETHANOL
FROM IMMOBILIZED SOME YEAST SPECIES IN
SODIUM ALGINATE-GRAFT-POLY(N-VINYL-2-PYRROLIDONE)
INAL, Murat
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry, Ph. D. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa YIGITOGLU

December 2011, 116 Pages

Sodium alginate-graft-poly(N-vinyl-2-pyrrolidone) matrix was developed as a
microorganism carrier support for bioethanol production owing to its biocompatible,
biodegradable, non-toxic, hydrophilic, chelating able and gelable properties. The
matrix that crosslinked with calcium clorid was used for immobilization of yeasts
such as Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces bayanus and Kluyveromyces
marxianus. The most suitable calcium chloride concentration for yeast
immobilization was found at 2,5% (w/v). The scanning electron microscope (SEM)
images were examined for the morphology and inside structure of empty and yeast
immobilized sodium alginate and sodium alginate-graft-poly(N-vinyl-2-pyrrolidone)

spheres at room temperature. Sodium alginate-graft-poly(N-vinyl-2-pyrrolidone)

ii



matrix compared with conventional sodium alginate matrix have been identified
which increased productivity of bioethanol and can be used more efficiently. The
production performance of bioethanol has been affected by initial glucose
concentration and percentage of immobilized yeast spheres in the fermentation
medium. The productivity of bioethanol has increased when the glucose
concentration was increased from 50 to 100 g/L. for Saccharomyces cerevisiae and
Saccharomyces bayanus; from 50 to 150 g/L. for Kluyveromyces marxianus. When
the concentration of glucose was increased more than, the productivity of bioethanol
has decreased. When the rate of immobilized yeast spheres in the fermentation
medium was increased from 10% to 20%, the productivity of bioethanol has
increased. The yeast immobilized into the sodium alginate-graft-poly(N-vinyl-2-
pyrrolidone) matrix can be used six repeated fermentation without losing their
activity. The proposed sodium alginate-graft-poly(N-vinyl-2-pyrrolidone) matrix for
immobilization of yeasts has used potential in industrial applications of the

bioethanol production process.

Key Words: Sodium alginate, N-vinyl-2-pyrrolidone, Graft copolymerization,

Immobilization, Production of bioethanol, Yeast
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1. GIRIS

Son yillarda diinyadaki petrol rezervlerinin sanilandan daha hizli bir sekilde
sonlanmasina bagl olarak, ozellikle tagimacilikta kullanmilan yakitlarin ve petrol
tiirevi iirtinlerin asir1 kullanimi sonucu cevresel kirlenme ve sera etkisinin artmasi
insan toplumunu onemli bir sekilde tehdit etmektedir. Bu sebeple fosil yakitlarinin
hizla azalmasina bagh olarak ve CO;’nin atmosferdeki derisiminin kontrol edilmesini
saglayacak daha temiz, daha giivenilir, yenilenebilir, diisiik maliyetli ve fosil
yakitlarina olan bagimlhiligi azaltacak alternatif enerji kaynaklarina ihtiya¢ vardir.
Gecen 10 yilda, mikrobiyal biyoetanol iiretimi geleneksel bir enerji kaynagi
olmamasina ragmen ¢ok 6nemli bir segenek olarak ortaya ¢cikmistir. Biyoetanol tek
basina yakit olarak kullanmilabildigi gibi, genellikle benzinle cesitli yiizdelerde
karnstirllarak da kullanilabilmektedir. 2010 yilinda diinya ¢apinda biyoetanol {iretimi

87,18 milyar litreye ulasmistir [1-4].

Mikroorganizmalardan basta Saccharomyces cerevisiae, Pichia stipitis gibi
mayalar ve Zymomonas mobilis gibi bakteriler en iyi bilinen etanol iireticileridir.
Mikroorganizmalar metabolik ¢evrim ile basta glikoz olmak iizere
karbonhidratlardan enerji iiretme yetenegine sahiptir. Mikroorganizmalar
karbonhidratlarin fosforilasyonu ile kendileri icin gereken enerjiyi iiretirken ayrica
cesitli metabolik adimlardan gecerek sonugta ikiser mol etanol ve karbondioksit

iiretmektedirler [3-5].

Mikroorganizmalarin bir destek iizerine tutulmasina veya bir destegin i¢ine
hapsedilmesine immobilizasyon denilmektedir. Immobilize edilmis

mikroorganizmalarla yiiriitiillen fermantasyonun, serbest mikroorganizmalara oranla



pek cok avantajlar1 vardir. Etanol fermantasyonunda da immobilizasyonun cesitli
faydalan oldugu bu konudaki calismalarda gosterilmistir. Fermantasyon sirasinda
yiiksek substrat derisimi veya mikroorganizmanin iirettigi etanol mikroorganizmanin
inhibe olmasina sebep olmaktadir. Nagodawithana vd. (1976) gore kiiltiir ortamina
etanol eklenmesi mikroorganizmanin kendi iirettigi etanolden daha az toksik etkiye
sahiptir [6]. Immobilizasyon ile mikroorganizmalar direkt substrat ve iiriin ile
etkilesmediklerinden mikroorganizmanin yiiksek substrat derisimi toleransi artar ve
etanol inhibisyonu azalir. Ayrica immobilizasyon, serbest mikroorganizmalarin
triinden ayrilmas1 igin gerekli olan filtrasyon ve santrifiijleme gibi ekstra
masraflardan kurtarmakta ve mikroorganizmalar serbest halde olmadiklarindan hiicre
dis1 enzimlerin aktivite kayiplarinin azalmasim da saglamaktadir. Immobilizasyon ile
birim hacmindeki mikroorganizma yogunlugunun daha yiiksek olmasi; yiiksek verim

ve iiretim hiz1 elde edilmesini saglamaktadir [3,4,7,8].

Mikroorganizmalarin  immobilizasyonu icin organik ve anorganik
materyaller, dogal veya sentetik polimerler olmak iizere c¢esitli destekler
kullanilmaktadir. Immobilizasyon icin destek materyal olarak; iiziim kabugu,
portakal kabugu, siipiirge daris1 gibi organik materyaller, mineral killer ve y—aliimina
gibi anorganik materyaller, aljinat, kitosan gibi dogal veya poli(vinil alkol), poli(akril

amit) gibi sentetik polimerler kullanilabilir [4, 9-16].

Bugiin endiistriyel Olcekte etanol fermantasyonun da siklikla kullanilan
mikroorganizmalar mayalardir. Serbest ve immobilize edilmis mayalardan
biyoetanol iiretimiyle ilgili literatirde pek ¢ok calisma mevcuttur [1,17-23]. Bu
calismalarda immobilizasyon ile yliksek substrat derisiminden ve iiretilen etanolden

kaynaklanan inhibasyonun Onlendigi, ayrica yiiksek oranda maya derisimine bagl



olarak fermantasyon zamanlarinin kisaldigi ve iiriin veriminin ve {iiriin yiizdesinin
arttigi, hiicrelerin iiriin iiretim potansiyelinde kayip olmaksizin cok uzun siireler

saklanabildigi rapor edilmistir [4,10,11,18].

Ozellikle polimerik kiireler olusturularak yapilan immobilizasyonun
dezavantajlari; immobilizasyonun mikroorganizmalarin cogalmasini engellemesi
veya geciktirmesi, substratin kiirelerin i¢ine ve {lriinlerinde disar1 difiizyonunu
kisitlamasidir. Bu dezavantajlarin  Oniine ge¢mek i¢in polimerik kiirelerin
fermantasyon ortaminda siserek, mikroorganizmalarin rahatca c¢ogalabilecegi,
substrat ve iiriinlerin de kolayca difiizyonunun saglanacagi bir ortam hazirlanmalidir.
Polimerler tizerine yapilan ¢esitli as1 calismalarinda asilanmis polimerle elde edilen
kiirelerin su tutma kapasitelerinin dolayisiyla sudaki sisme derecelerinin daha yiiksek

degerlere ulastig1 bulunmustur [24-26].

1.1. Enerji Kaynaklar: ve Biyoyakitlar

Enerji kaynaklari, genel olarak ii¢ ana sinifa ayrilmaktadir. Bunlar, fosil
yakatlar, niikleer kaynaklar ve yenilenebilir kaynaklardir. Fosil yakitlar olan komiir,
petrol ve dogal gaz diinyadaki enerji kaynaklarinin en degerlilerinden bazilaridir.
Bunlar tarih oncesi hayvan veya bitki artiklarindan meydana geldikleri i¢inde fosil
yakitlart olarak tanimlanmaktadirlar [27]. Enerji kaynaklarinin ikincisi olan niikleer
kaynaklar, fizyon ve fiizyon sonucu c¢esitli radyoaktif elementlerden elde
edilmektedir. Enerji kaynaklarinin sonuncusu olan yenilenebilir kaynaklar, su,
riizgar, giines, jeotermal, gel-git ve akinti, dalga ve biyolojik kiitle (biyokiitle) alt
siniflamalarindan olugsmaktadir [28]. Yenilenebilir enerji kaynaklarindan biri olan

biyokiitle, biitiin organizmalar ve onlarin artiklar1 icin kullamilan bir isimdir.



Cimenleri, agacglar ve diger karada ve suda yetisen bitkileri iceren biyokiitle enerji
icin kullanihir. Olii agaclar, dallar, agac Kkiitiikleri, talas, gida artiklari, hayvan
giibresi, kanalizasyon atiklarida biyokiitle olarak kullanilmaktadir. Biyokiitle
giinesten aldig1 enerjiyi, kimyasal enerjiye c¢evirir. Biyokiitle; yandiginda,
yenildiginde, sindirildiginde, gaz veya sivi benzine doniistiiriildiigiinde giinesten
aldig1 enerjisini geri yayar. Biyokiitle enerji kaynaklar1 kati, sivi ve gaz biyokiitle
(biyogaz) olarak {ii¢ ana kisimda siniflandiriimaktadir. Kati biyokiitle 1sinma,
aydinlanma, elektrik iiretimi ve yemek pisirme amaciyla ¢ok eski devirlerden bu
yana kullanilirken, sivi ve gaz biyokiitle kaynaklari son yiizyillda kullanilmaya
baslanmistir. Son yillarda ortaya ¢ikan ve kullanimi giin gectikce yayginlasan sivi
biyokiitle enerji kaynaklari, otomobil motorlarinda yakit ham maddesi olarak

kullanildigr i¢in biyoyakit olarak tanimlanmaktadir [29].

Sanayilesme ile birlikte artan enerji gereksinimini karsilamak igin fosil
yakitlar gibi smirli enerji kaynaklarmin yetersiz kalmasi, fosil yakitlarin
yanmasindan kaynaklanan sera gazlarinin atmosferdeki seviyelerinin giderek artmasi
ve kiiresel 1sitnma gibi tehditler enerji krizi riskini giderek arttirmaktadir. Diinyanin
bir¢ok yerinde kentsel hava kirliliginin énemli bir kismint motorlu tagitlar meydana
getirmektedir [30,31]. Goldemberg vd. (2008) gore motorlu tasitlar, kiiresel
karbonmonoksit (CO) yayilimlarinin  %70’den, kiiresel karbondioksit (CO,)
yayilimlarinin ise %19’dan fazlasini1 olusturmaktadirlar [32]. Diinya iizerinde su anda
700 milyon adet motorlu tasit bulunmaktadir. Bu sayinin 2030 yilinda 1,3 milyara,
2050 yilinda ise 2 milyar araca ¢ikacag 6ngoriilmektedir. Motorlu tasitlarin sayisinin
bu hizla artis1 kiiresel petrol rezervlerinin yan sira kiiresel iklim ve ekosistemlerin

istikrarin1 etkileyebilecegi diisiiniilmektedir [30,33]. 2008 yilinda yaymlanan BP



diinya enerji istatisti§i raporuna gore rezerv/tilkketim orami g6z Oniine alindiginda
diinyadaki petrol, dogalgaz ve komiir rezervlerinin sirasiyla yaklasik 41, 60 ve 133
yildan daha az omrii kaldig1 6ngoriilmiistiir [34]. Biitiin bu sonuglarla beraber petrol
rezervlerinin sinirli  olmasi, sera gazi yayilimlarindan kaynaklanan iklim
degisiklikleri ve kirsal ekonomileri tesvik etmek gibi kaygilar nedeniyle son yillarda
biyoyakit endiistrisi Avrupa, Asya ve Amerika'da son derece hizli bir sekilde
genislemektedir [30,35]. Yapilan arastirmalara gére motorlu araclarda petrol tiirevi
triinler yerine biyoyakitlarin  kullanmilmasinin = genel hava kirleticilerinin
(karbonmonoksiti %60, toplam hidrokarbonlar1 %70, partikiiler maddeleri %50) ve
baslica sera gazlarinin (karbondioksiti %80) yayilim oranlarimi azalttigi belirtilmistir

[36-38].

Biyoyakit, elektrik iiretmek i¢in dogrudan yanan yakitlar i¢in kullanilan bir
terim olmasma ragmen, genelde ulastirma sektoriindeki sivi yakitlar igin
kullanilmaktadir [39]. Biyoyakitlarin sera gazlarinin atmosferdeki derisimlerinin
artmasinda ¢ok az etkisi oldugu bilinmektedir. Biyoyakitlarin eldesinde, yaygin
olarak fotosentetik bitkiler kullanilmasina ragmen, teorik olarak herhangi bir
biyolojik karbon kaynagindan da (biyokiitle) elde edilebilmektedirler. Bir¢ok farkli
bitki ve bitkisel kaynakli materyaller biyoyakit tiretimi i¢in kullanilmaktadir. Bugiin,

biyoyakatlar agirlikli olarak biyokiitle kaynaklarindan iiretilmektedir [35,40-42].

Biyoyakitlarin kullamiminin; petrole olan agir bagimliligin ve karbon
yayilimlarinin azaltilmasinda ve enerji giivenliginin arttirilmasinda etkili olabilecegi
disiiniilmektedir [35,43]. Biyoyakat iiretimi i¢in iki ortak strateji vardir. Birincisi
seker (seker kamisi, seker pancari ve siipiirge darisi) ya da nisasta (dart ve misir)

oran1 yiiksek bitkileri yetistirmek ve daha sonra maya fermantasyonunu kullanarak



etil alkol iiretmektir. Ikincisi bir palm veya soya yag: gibi yiiksek oranda yag iceren
bitkileri yetistirmektir. Bu yaglar 1s1t1ldig1 zaman onlarin viskozitesi azalir ve direkt
dizel motorlar da yakilabilir veya baz1 kimyasal islemlerle biyodizele

doniistiiriilebilirler [35].

1.2. Etanol ve Biyoetanol

Etanol, molekiil kiitlesi 46,07 g/mol, yogunlugu 0,789 g/cm3 , erime noktasi
-114 °C ve kaynama noktas1 78 °C olan ugucu, yanici ve renksiz bir sividir. Sentetik
etil alkol, ham petrol, dogal gaz veya komiirden petrokimyasal olarak etilenin
hidrasyonu yoluyla elde edilmektedir. Biyoetanol ise, tahillar, melas, meyveler, seker
kamig1 oz, seliiloz ve ¢ok sayida diger kaynaklardan mikroorganizmalar tarafindan
sekerlerin fermante edilmesiyle biyolojik olarak iiretilmekte ve sonra damitmayla
elde edilebilmektedir. Her iki iirtin de, hem fermantasyon hem de sentetik olarak elde

edilen etanol kimyasal olarak aynidir [44,45].

Endiistriyel ham madde veya ¢oziicii olarak kullanilan etanol petrokimyasal
tiriinlerden etilenin asit katalizli hidrasyonu ile elde edilir. Katalizor olarak genellikle
silika jel veya toprak gibi gozenekli bir destek iizerine adsorplanan fosforik asit
kullanilmaktadir. Alkollii iceceklerde kullanilan ve yakit olarak kullanilacak etanoliin
biiyiik ¢ogunlugu, fermantasyon ile iiretilmektedir. Mayalarin (6rnegin
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces bayanus, Pichia stipitis...) ve bakterilerin
(6rnegin Zymomonas mobilis, Clostridium [jungdahlii..) belirli tiirleri sekerleri gesitli

yollardan etanol ve karbondioksite ¢evirmektedirler [46].

Giiniimiizde etanol genellikle, ilag, plastik, cila, yumusatici ve kozmetik

tiretiminde ¢ok 6nemli bir kimyasal ve ara ham madde olarak kimyasal reaktif veya



organik c¢oziicii olarak kullanilmaktadir. Ayni zamanda, ila¢ formiilasyonlari,
biyodizel iiretimi (yag asidi etil esterleri), elektronik ve askeri sanayide
kullanilmaktadir. Biyolojik kaynaklardan elde edilen biyoetanol, cevresel kirlilige
sebep olmayan temiz bir yakit oldugu icin benzine miikemmel bir alternatif olarak

kabul edilir [47-52].

Biyoetanol, etil alkol veya tahil alkolii olarak isimlendirilmektedir.
Biyoetanol ve biyoetanol/benzin karigimlar alternatif ulasim yakiti olarak ilk kez
icten yanmali motor endiistrisi gelistikten sonra 1894 yilinin baslarinda Almanya ve
Fransa'da kullanilmaya baslanmistir. Biyoetanol, 1925 yilindan bu yana bir ulagim
yakit1 olarak Brezilya’da kullanilmaktadir. Sonraki yillarda biyoetanoliin kullanimi
oldukca azalmistir. 1970’lerin basinda Petrol ihra¢ Eden Ulkeler Orgiitii’niin (OPEC)
uyguladigi petrol ambargosu nedeniyle benzin sikintist meydana gelmis ve etanol
yakit katkisi olarak kullanmilmistir. Bu nedenden dolay:r takip eden yillarda etanol
endiistrisi tekrar gelisme gostermistir. Alternatif bir yakit olarak biyoetanol
kullaniminda 1980'lerden bu yana 6nemli bir artis meydana gelmistir [47,53,54].
Uygun sekilde tasarlanmis otomotiv sistemleri i¢inde, biyoetanol diisiik gaz yayilim
seviyeleri elde etmek icin biiylik bir potansiyele sahiptir. Ayrica, biyoetanol gibi
yenilenebilir ve oksijen miktar1 yiiksek olan yakitlarin yanma iiriinleri olan sera gazi

yayilimlarini oldukga azalttig1 kabul edilmektedir [47,55].

1.2.1. Biyoetanol ve Benzinin Karsilastirilmasi

Etanol, miikemmel bir benzin karisim bileseni olarak yiiksek oktan sayisina,
yiiksek alevlenme hizina ve yiiksek buharlagma 1sisina sahiptir. Bu 6zellikleri, daha

kisa yanma siireleri saglayarak, bu sayede i¢ten yanmali motorlarda benzine gore



daha yiiksek verim alinmasini ve bir aracin en iyi performansla yakit sistemini temiz
tutarak caligmasina yardime1 olur [47,56]. Etanol’iin buharlagsma 1s1s1 benzinden daha
fazladir, buna karsilik alev sicakligi ise daha diisiiktiir. Ayrica ,%35 oksijen iceren
oksijenli bir yakit oldugu icin benzinin aksine yanmak icin daha az havaya ihtiyac
duymaktadir. Biyoetanol, ozellikle c¢ocuklar ve yaslilar icin tehlike olusturan
karbonmonoksit, ucucu organik bilesikler, toksik maddeler ve solunabilir
partikiillerin yayilimlarini azaltmaktadir. Dort zamanli benzinli motorlarda benzin-
etanol karigimlarinin kullanildigi calismalarin ¢ogunda basta karbonmonoksit olmak
izere sera gazlarinin ve yanmamis hidrokarbonlarin yayilimlarinin azaldigir ancak
azot oksitlerin (NOy) yayilimlarmin arttigt bulunmustur [57-59]. Bir ulusal
laboratuvar tarafindan gesitli yakit karistmlarinin sera gazi yayilimlart incelenmistir.
Sera gazi yayilimlarimi, B20 olarak bilinen (%20 biyodizel) biyodizel-petrodizel
karisiminin %8, geleneksel E85 (%85 etanol) etanol-benzin karigiminin %17,
seliilozik etanoliin ise %64 diisiirdiigii belirlenmistir [60]. Icten yanmali motorlarda
benzinin verimsiz yanmasi sonucu 6nemli 6l¢iide benzin, asetaldehit ve formaldehit
gibi yanma {iriinleri atmosfere verilmektedir. Bu yan diirtinlerin atmosferdeki
miktarinin artis1 ozon tabakasinda Onemli Olgiide fotokimyasal tepkimelerin
olusmasina sebep olmaktadir ve bu da ozon tabakasina zarar vermektedir [61,62].
Etanol ile karsilastinldiginda benzinin egzoz gazi yayilimlarimin ozon tabakasina
2,14 kat daha fazla zarar verdigi bulunmustur [63]. Etanoliin hacimsel 1s1l degeri
benzinden daha azdir ve birim hacim basina etanol benzine oranla yaklagik %68
enerji vermektedir [64]. Ayrica biyoetanoliin, korozyona sebep olmasi, diisiik buhar
basinci (motor sogukken calistirmanin zor olmasi), su ile karisabilmesi ve benzinle
kanstirlldigt zaman asetaldehit, azot oksit ve ugucu bilesenlerin yayilimlarini

arttirmasi gibi dezavantajlart oldugu da rapor edilmistir [49,56].



1.2.2. Diinyada Biyoetanol Uretimi

1970’1lerde ki petrol krizinden sonra diinyada biyoetanol iiretimi ve bunun
yakit olarak kullanimin da onemli bir artis meydana gelmistir. Bundan dolay1 takip
eden yillarda etanol endiistrisi 6nemli bir gelisme gostermistir. Diinyada biyoetanol

tiretiminin yillara gore dagilimi Sekil 1.1°de verilmistir.
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Sekil 1.1. Diinyada biyoetanol iiretiminin yillarla degisimi [65-67]

1975 yilindan 90’1 yillara kadar hizla artan biyoetanol iiretimi, 2000 yilina
kadar duragan bir egilim gostermistir. Ozellikle 2000 y1lindan sonra yakit biyoetanol
tiretimi ¢ok hizli bir sekilde artmistir. 2000 yilinda toplam iiretim 17,12 milyar

litreyken bu rakam 2010 yilinda %509 artarak 87,18 milyar litreye kadar ulagmistir



[67]. 2009 ve 2010 yillarindaki verileri gore diinyada yakit etanol iiretiminin kitalara

ve iilkelere gore dagilimi Sekil 1.2. ve 1.3."te verilmistir.
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Sekil 1.2. Kitalara gore yakit biyoetanol iiretiminin milyar litre olarak dagilimi

[67,68]
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Sekil 1.3. Ulkelere gore yakit biyoetanol iiretiminin milyar litre olarak dagilimi

[67,68]

Bir ulasim yakiti olarak biyoetanol kullamimi Brezilya, Amerika ve
Hindistan gibi iilkelerde tesvik edilmektedir. Biyoetanol kullanimi Brezilya ve
Hindistan’da petrol ithalatina olan bagimlilig1 azaltmak i¢in, Amerika’da ise tarimi
gelistirmek ve aynm1 zamanda cevresel kirlenme goz Oniine alinarak tesvik
edilmektedir [4]. Alternatif bir ulasim yakit1 olarak biyoetanol kullaniminda Brezilya
ve Amerika Birlesik Devletleri en biiyiik etanol iireticileridir ve bu iki iilke 2010
yilinda diinyada ki yakit etanoliin %88'ini iretmislerdir. Bu iki iilkeyi, Cin,
Hindistan, Fransa, Rusya, Giiney Afrika ve 1ngiltere takip etmektedir [46,67].
Biyoetanol, ulagim yakit1 olarak dogrudan kullanilabildigi gibi benzinle karistirilarak

da kullanilmaktadir [30].
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Avrupa Birligi iilkelerinde yakit etanol iiretimi gercekten heniiz istenilen
duruma gelmis degildir. Ancak, Avrupa Birligi Komisyonu tarafindan biyoyakitlarla
edilen kararlara gore, iiye devletler yenilenebilir yakitlarin payin1 2005 yili sonuna
kadar %2’ye ve 2010 yili sonunda %35,75’e ¢ikarmakla yiikiimlidiirler. Bu karar
tasimacilikta kullanmak icin piyasaya siiriilen tiim yakitlara uygulanacaktir. Avrupa
tilkelerinde yakat etanol iiretimi i¢in seker pancari tercih edilmektedir. Avrupa Birligi
ilkelerinde EN 228 kalite standardina gore biyoetanol benzin ile %5 karisim olarak
kullanilabilmektedir. Bu karisim, motor degisikligi gerektirmedigi icin arag
garantilerini etkilememektedir. Motor degisikligi yapildiginda ise E85 (% 85
biyoetanol) ve E95 (% 95 biyoetanol) gibi yiiksek seviyelerde biyoetanol olarak

kullanmilabilmektedir [41,45].

1.2.3. Tiirkiye’de Biyoyakitlar ve Biyoetanol

Ulkemizde 2000’li yillara kadar biyakitlarin iiretimine yonelik calisma
sayist sinirhidir. Bununla birlikte, 6zellikle petrol fiyatlarindaki asinn artislar,
diinyadaki degisimlere uyum saglamak ve Avrupa Birligi uyum siirecindeki
gelismeler cercevesinde dzellikle son 10 yilda biyodizel basta olmak {izere biyoyakit
iiretimi konusunda ©nemli gelismeler saglanmistir. Ozellikle tarim sektoriinde
isletmelerin kendi ihtiyaclarim1 karsilamak amaciyla biyodizel iiretimi son yillarda
oldukga yayginlagmis olmasina ragmen Tiirkiye’de iiretilmekte olan biyoetanol halen
yiirtirliikteki 6zel tikketim vergisi muafiyetinin yiizde 2 ile sinirlandirilmasi sebebiyle

yalnizca bu oranda benzinle harmanlanarak satilmaktadir [69,70].
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Tiirkiye’de yalmzca ii¢ firma, Tarimsal Kimya Teknolojileri (TARKIM)
Sanayi ve Ticaret A.S., Tezkim Tarimsal Kimya (TEZKiM) insaat Sanayi ve Ticaret
A.S. ve Konya Seker Sanayi ve Ticaret A.S., tarafindan araglarda yakit olarak
kullanilabilecek nitelikte susuz biyoetanol iiretilmektedir. Ulkemizde biyoetanol
tiretimi  ilk defa, TARKIM firmasi tarafindan 2004 yilinda Bursa-
Mustafakemalpasa’da actig1 tesiste gerceklestirilmistir. Firma ham madde olarak
bugday ve musir nisastasi kullanarak yilda 40 milyon litre kapasiteyle biyoetanol
tiretmektedir [71]. Tiirkiye’de biyoetanol iiretimi icin agilan ikinci firma, 2007
yilinda Adana’da faaliyete gecen TEZKIM’dir. Firmada musir nisastasindan maya
fermantasyonu yoluyla yaklasik yillik 35 milyon litre %99,5 saflikta biyoetanol
iiretilmektedir [72]. Ulkemizde son yillarda yukarida saydiginiz firmalar haricinde
biyoetanol iiretimi yapan kuruluslar sadece seker fabrikalandir. Tiirkiye’de su anda
Eskisehir (21 milyon litre), Turhal (14 milyon litre), Malatya (12,5 milyon litre) ve
Erzurum (12,5 milyon litre) Seker Fabrikalari’nda biyoetanol iiretimi yapilmaktadir.
En biiyiik biyoetanol {ireticisi ise Konya Seker’in 2007 yilinda Cumra’da kurmusg
oldugu tesistir. Cumra Seker Entegre Tesisleri icinde bulunan biyoetanol iiretim
tesislerinde yilda yaklasitk 84 milyon litre biyoetanol iiretilmektedir. Seker
fabrikalarinda biyoetanol, seker pancarindan sekerin iiretim siirecinde ham serbet,
sulu serbet ve koyu serbet gibi ara iiriinlerin veya melasin fermantasyonu ile elde

edilmektedir. [73-76].

Ulkemizde biyoetanol seker pancari sekerinden veya musir ve bugday
nisastasindan elde edilebilmektedir. Uretim ve biyoetanol verimliligi goz Oniine
alindiginda diinyadaki bircok iilkede seker pancari veya seker kamisi kullanilarak
biyoetanol elde edilmektedir. Ulkemiz kosullarinda iiretim yapilan bin metrekarelik

bir alanda, bugdaydan 150 litre, misirdan 250 litre ve seker pancarindan yaklasik 500
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litre etanol elde edilebilmektedir. Ayrica seker pancar iiretim asamasinda sagladigi
ekonomik katkilar ve iiretimi sirasinda havaya verdigi oksijen ve topraga verdigi pek
cok mineral nedeniyle ¢evreci bir bitkidir. Sonugta, biyoetanol iiretiminde iilkemiz

icin en avantajl bitkinin seker pancar1 oldugu diistiniilmektedir [75].

Ulkemizin yillik akaryakat tiiketiminin yaklasik 19,05 milyar litresini dizel
yakitlar ve 3,75 milyar litresini ise benzin olusturmaktadir. Yillik tiiketim sonuglar
incelendiginde tilkemizde dizel yakit kullaniminin benzine oranla bes kat daha fazla
olmasi mevcut biyoyakit {iiretim sektoriiniin daha c¢ok biyodizel iiretimine
yonelmesine sebep olmustur. Kullanim azlig1 ve diger eksilerine ragmen biyoetanol
liretimi iilkemizde yillik 220 milyon litreye ulasmistir. Ulkemizde yillik yakit olarak
kullanilabilecek bu kadar biyoetanol iiretilmesine ragmen, iiretilen miktarin %50’den
fazlasinin kullanilamadigi ve firmalarin elinde kalarak depo edilmek zorunda
kalindig1 bilinmektedir. Ayrica iilkemizde iiretilen biyoetenoliin aktif bir sekilde
kullanilabilmesi icin Avrupa Birligi iilkelerinde ve diger diinya iilkelerinde oldugu
gibi benzine belirli bir oranda biyoetanol katilmasinin zorunlu hale getirilmesi ve
ozel tiiketim vergisi muafiyetinin % 2’den % 5’e cikartilmasinin gerektigi

vurgulanmaktadir [77-79].

1.3. Fermantasyon

Fermantasyon kelimesi Latince ‘“fervere” fiilinden tiiremistir. “Fervere”,
tahil veya meyve Ozlerinin mayalarla etkilesimi sonucu meydana gelen kaynama
seklindeki goriintiiye verilen isimdir. Bu goriintiiniin sebebi, 6zlerde bulunan sekerin
parcalanmasi sonucu ortaya ¢ikan karbondioksit kabarciklaridir. Bununla birlikte

fermantasyon biyokimyacilar ve endiistriyel mikrobiyologlar tarafindan farkl
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sekillerde ifade edilmektedir. Biyokimyacilar tarafindan, organik bilesiklerin
parcalanmasi sonucu enerji iiretimi olarak anlamlandirilmasina ragmen, endiistriyel
mikrobiyolojide cok daha genis sekilde ifade edilmektedir. Fermantasyon kelimesi
biyolojik degisim anlamiyla taninmakta ve yaygin sekilde kullanilmaktadir. En genel
haliyle ise “Tek mikroorganizma ile belirli en uygun kosullarda gerceklestirilen

biyolojik degisimler yoluyla iiretim teknolojisi” seklinde tanimlanabilir [80,81].

Fermantasyonda sekerlerin par¢alanmasi nikotinamit adenin diniikleotit
(NAD") gibi niikleotidlerin indirgenmesi ile sonuclanan bir oksitlenme siirecidir ve
siirecin devaminda bunlarin tekrar yiikseltgenmeleri gerekmektedir. Metabolik
cevrim genellikle niikleotidin yiikseltgenmesi ile organik bir bilesigin indirgenmesi
seklinde gerceklesmektedir. Bunu etanol fermantasyonuna uygularsak, meyve ya da
tahil 6zleri maya ile etkilestiklerinde, piriivik asit etanole doniisiirken bu sirada da
NADH molekiili NAD" molekiiliine yiikseltgenmektedir (Sekil 1.4.). Boylece,
fermantasyon terimi, biyokimyasal anlamda organik bilesiklerin elektron vericileri ve
elektron alicis1 olarak hareket ettigi bir enerji iiretim siirecini ifade etmek igin

kullanilmaktadir [80].
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Sekil 1.4. Nikotinamit adenin diniikleotitin indirgenme-yiikseltgenme tepkimesi (R,

Adenozin difosfat olarak tanimlanmaistir)

Fermantasyonun kokeni c¢ok eski c¢aglara dayanmaktadir. Hem eski
Misirlhilar hem de Siimerlerin nisastali tahil iiriinlerini fermantasyon yoluyla alkole
dontistiirdiikleri bilinmektedir. Bununla birlikte fermantasyon teknolojisinin gelisimi
kisaca bes kisma ayrilabilir. Bunlardan ilki 1900’lere kadar olan ve sadece i¢ki, sirke
gibi maddelerin tiretildigi adimdir. 1700’lere kadar bu iiriinlerin kisisel olarak kiiciik
capta iretimi yapilmaktaydi. 1700’ler de fabrika olceginde icki ve sirke iiretimi
yapilmaya baglanmistir. Fermantasyonda ilkel termometreler, yogunlukolgerler ve 1s1

doniistiiriiciiler kullanilmaktaydi [80,82].

1900-1940 aras1 ekmek mayasi, sitrik asit, laktik asit, gliserol, aseton ve
biitanol gibi yeni iiriinlerin tiretildigi ikinci adimini olugturmaktadir. Bu periyodun en
onemli avantajlarn ekmek mayasinin ve sivi fermantasyonun gelistirilmis olmasidir.
Birinci diinya savasi boyunca ilk gercek aseptik fermantasyon olan aseton ve biitanol
fermantasyonu gelistirilmistir. Fermantasyonun gerceklestirildigi tanklar basing

alinda buharla sterilize edildigi i¢in mikroorganizma bulagma riski en aza
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indirilmekteydi. Fermantasyonda ilkel termometreler yerine sicaklik 6lger cihazlar ve

pH elektrod kullanilmaktaydi [80].

Fermantasyon teknolojisinin gelisiminin iiclincii kismimi aseptik sartlar
altinda s1v1 kiiltiirde penisilin iiretimi olusturmaktadir. Penisilin tiretimi aerobik bir
siirec oldugu icin en biiyilkk problem mikroorganizma bulagsma riskidir. Bu risk
oldukga viskoz s1v1 besiyeri kullanimi ve steril hava ile 6nlenmistir. Penisilin tiretimi
icin kurulan teknoloji yeni sistemlerin gelistirilmesi i¢in zemin hazirlamistir.
Fermantasyon teknolojisindeki bu gelisme ile diger antibiyotikler, vitaminler, bitki
hormonlari, aminoasitler ve enzimler gibi yeni maddeler iiretilmistir. Fermanterde
sterilize edilebilir pH ve oksijen elektrotlar1 ve biitiin sistemin kontroliinii saglayan
tniteler kullamilmigtir. Ayrica, fermantasyon mekanik kanstirmali tanklar

kullanilarak kesikli sistemde gerceklestirilmekteydi [80].

1960’larin  basinda birka¢c c¢ok wuluslu sirket yiyecek proteini olarak
kullanmak icin biyolojik kuru kiitlelerin iiretimi iizerine ¢esitli arastirmalar
yapmiglardir. Bu gelismeler fermantasyon teknolojisinin dordiinci adimim
olusturmaktadir. Ancak, biyolojik kuru kiitle diger fermantasyon iiriinlerine gore
nispeten daha biiylik miktarlarda ve daha diisiik satis fiyatlart sebebiyle iiretimi
siirecinin karli olabilecegi diisiintilmiistiir. Bu fermantasyonlarda karbon kaynagi
olarak hidrokarbonlarin kullanilmasi yiiksek 1s1 ¢ikislarina ve oksijen ihtiyacinin
artmasina sebep olmaktadir. Bu tiir gereksinimler basing dongiilii fermantasyon
tanklarinin gelistirilmesini saglamis, buda mekanik karistirma ihtiyacim1 ortadan
kaldirmigtir. Ayrica diger adimlarla karsilastirildiginda, sistemin daha ekonomik

olmasi icin siirekli besin kaynagi ilave edilen sistemler liretilmistir. Fermantasyonun
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biitiin adimlarin1 kontrol etmek ic¢in bilgisayar kontrollii sistemler gelistirilmistir

[80].

Mikroorganizma veya hayvan hiicreleri kullanilarak bazi1 insan
proteinlerinin {iretilmeye baslamasi ve yine hayvan hiicreleri tarafindan antikor
tiretimi gibi gelismeler fermantasyon teknolojisinin besinci adimini olusturmaktadir.
Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen tiriinlerin anti bakteriyel aktivite gdstermesine
bagl olarak 1990’11 yillarda yeni mikrobiyal iiriinlerin sayist son derece artmustir.
Bunlardan, siklosporin (bagisiklik sistemini giiclendirici), imipenem (antibiyotik),
lovastatin (kolestrol diisiiriici) ve ivermektin (parazit Onleyici) marketlerdeki
yerlerini almistir. Bu safhada fermantasyonun bilgisayar kontrollii olarak
izlenmesinin yani1 sira cesitli sensorler de gelistirilerek kullanilmaya baslanmistir

[80,83].

Giiniimiizde fermantasyon endiistrisi dirlin ¢esitliligi ve tretimdeki
biiylimeye paralel olarak c¢ok hizli bir sekilde gelismektedir. Geleneksel
fermantasyonun aksine, modern fermantasyon teknolojisi 20. Yiizyilda aerobik
fermantasyonla beraber basit iiriinlerden, mali degeri yiiksek iirlinlerin iiretimine
kadar genis bir alanda kullanilmaya baglamistir. Yukarida verilen 6rneklerden de
goriildiigli iizere yeni driinlerin iiretiminde fermantasyon teknolojisi iimit vaat
etmektedir. Fermantasyon yoluyla elde edilebilecek ticari oneme sahip iiriinler su

sekilde siralanabilir [80,81];

Antibiyotikler ve vitaminlerin iiretimi: Alexander Fleming tarafindan 1929
yilinda fermantasyon yoluyla elde edilen ilk antibiyotik penisilindir. Daha sonra

cesitli arastirmacilar tarafindan pek cok farkli antibiyotik tiirli yine fermantasyon
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yoluyla elde edilmistir. A, B ve C vitaminleri, pantotenik asit, folik asit yine

fermantasyon yoluyla iiretilerek insan ve hayvanlar icin kullanilan vitaminlerdir.

Enzimlerin iiretimi: Enzimler ticari olarak bitki, hayvan ve mikrobiyal
kaynaklardan iiretilmektedirler. Ancak, mikrobiyal enzimlerin iiretiminde
fermantasyon tekniklerinin kullanilmasi ile biiyiik miktarlarda {iretilebilmeleri
saglanmistir. Ayrica, bir bitki veya hayvan ile karsilastirildiginda bir mikrobiyal
sistemin verimliligini arttirmak son derece kolaydir. Ayrica, gen kodlari
kopyalanarak rekombinant DNA teknolojisi sayesinde iiretilen enzimlerin sayisi

arttirilabilir.

Mikrobiyal biyokiitlelerin iiretimi: Mikrobiyal biyokiitlelerden, mayalar
alkollii icki tiretiminde kullanilmaktadir. Baz1 alg veya mayalar gibi biyokiitleler ise
yiiksek miktarda protein icermelerinden dolay1 besin degerlerini artirmak amaciyla

insan ya da hayvan gidasi olarak iiretilmektedir.

Aminoasitlerin iiretimi: Lizin, valin, triptofan, glutamik asit gibi
aminoasitler fermantasyon yoluyla mikroorganizmalardan elde edilerek, besin ve

tedavi amagh ila¢ endiistrisinde kullanilmaktadir.

Proteinlerin tiretimi: Dogal proteinler, rekombinant proteinler, peptitler ve
antikorlarin bircogu mikrobiyal fermantasyon ile iiretilmektedir. Ozellikle tedavi
amach kullanilan rekombinant proteinler ila¢ endiistrisinin hizla biiyiiyen bir kismini
olusturmaktadir. Bu sekilde elde edilen antikorlar, viriis ve bakteri asilarinin

hazirlanmasinda kullanilmaktadir.

Alkollii i¢kilerin iiretimi: Cok eski ¢aglardan bu yana mikroorganizmalarin

bile bilinmedigi zamanlarda alkollii ickiler fermantasyon yoluyla elde edilmekteydi.
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Giiniimiizde pek c¢ok icki fermantasyon yoluyla en gelismis tekniklerle

tretilmektedir.

Besin maddelerinin {iiretimi: Ekmek, yogurt, peynir, tursu, sirke gibi
maddeler eski caglardan bu yana mikroorganizma fermantasyonu yoluyla elde

edilmektedir.

Organik coziiciilerin iiretimi: Endiistride siklikla kullanilan alkol, aseton
gibi c¢oziiciiler cesitli mikroorganizmalar tarafindan fermantasyon yoluyla elde

edilmektedir.

Atik maddelerden ¢esitli iirlinlerin iiretimi: Endiistriyel ve sehirsel artiklar
fermantasyonda mikroorganizmalar i¢in besin maddesi olarak kullanilarak alkol ve

biyogaz iiretiminde kullanilmaktadir.

Icinde, istenilen miktarda iiriiniin elde edilebilmesi icin yeterli besi ortami
barindirabilen, cesitli biyolojik reaksiyonlar gercekleserek iiriinlerin elde edildigi
kaplara fermanter adi verilmektedir. Bir fermanter, mikroorganizmalarin veya
hayvan hiicrelerinin bilyiimesi ve istenilen {iriiniin elde edilebilmesi i¢in kontrollii bir

ortam olusturur.

Bir fermantasyonun tiirii ne olursa olsun, bu 6nemli siire¢ alti kisma

ayrilabilir [80];

1. Inokulumun hazirlanmasi siirecinde ve endiistriyel 6lcekte iiretimin
yapilacagi fermanterde kullanilmak {izere organizmanin gelisimi icin
kullanilacak ortamin bilesiminin belirlenmesi.

2. Bilylime ortaminin, fermanterin ve yardimci pargalarin sterilizasyonu.
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3. Yeterli miktarda aktif, saf kiiltiiriin tiretim yapmak amaciyla fermantere
verilmesi.

4. Uriin olusumu icin uygun kosullar altinda fermanterde mikroorganizmanin
biiylimesi.

5. Uriinlerin ortamdan ayrilmasi ve saflagtiriimast.

6. Mikroorganizma tarafindan iiretilen atik iiriinlerin yok edilmesi.

Fermantasyonda esas amag¢ miimkiin olan en kisa siirede, en az ham madde
kullanarak en fazla iiriin elde edilmesidir. Uygulanan islem ve kullanilan
mikroorganizmaya bagl olarak gerek iiretim ortaminin yapisi, gerekse fermantasyon
siireleri farklilik gostermektedir. Ayrica mikroorganizmalarin gelisimi ve maksimum
iriin elde edilmesi i¢in gerekli en uygun iiretim ortami tam olarak belirlenmek
zorundadir. Eger iiretim ortami uygun secilmemisse ya mikroorganizma bilylimesi az
olacak ya da fermantasyon iiriinii yeterli verimde elde edilemeyecektir. ideal bir
liretim ortaminin; substrattan liriinii veya biyokiitleyi hizli ve maksimum verim ile
iretebilmesi, istenmeyen yan iirtinlerin miktarinin diisiik olmasi, kararliligini uzun
siire koruyabilmesi, hazirlanmas1 ve sterilizasyonu sirasinda sorunlara neden
olmamasi, oOzellikle fermantasyon sirasinda havalandirma, karistirma, saflagtirma
asamalarinda herhangi bir olumsuzluk olusturmamasi gibi oOzellikleri tasimasi
istenmektedir. Tiim mikroorganizmalarin iiretimi icin ihtiya¢ duyulan besinler su

sekilde siralanabilir [80,81];

a. Mikroorganizmanin yapisint meydana getiren karbon, azot, hidrojen ve
oksijen gibi elementleri i¢eren besinler.
b. Mikroorganizma igin ikinci derecede 6nemli olan magnezyum, fosfor, kiikiirt,

potasyum gibi elementleri saglayan besinler.
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¢. Mikroorganizmanin yapisindaki enzimlerin islevi i¢cin gerekli vitaminleri
saglayan besinler.
d. Cogalma icin gerek duyulan eser elementleri (Fe, Zn, Cu, Mn, B, Co, Mo

v.b...) saglayan besinler.

Uretim ortamlarinin  bilesimini olusturan maddeler asagidaki sekilde

siralanabilir.
Karbon Kaynaklari

Uretim ortaminda kullanilacak karbon kaynagmin yapisi ve orani iiriinlerin
ve biyokiitlenin ozelliklerini etkilemektedir. Uretim ortamlarinda bulunan karbonun
cogu hiicre yapisi icin ve kalan kismi da enerji iiretimi i¢in kullanilmaktadir.
Mikroorganizmalarin iiretimi icin kullamlan besiyerlerinin bilesiminde karbon kuru
kiitle olarak %40-65 civarinda eklenmektedir [84-86]. Mikroorganizmalarin iiretim
ortamlarinda siklikla kullanilan karbon kaynaklar karbonhidratlardir. Karbonhidrat
olarak en cok tahillar ve patatesten elde edilen nisasta kullanilmaktadir. Ayrica
nigastanin seyreltik asitler ve enzimlerle hidrolizi sonucu olusan glikoz ve glikoz
surubu da kullanilabilmektedir. Arpadan elde edilen malt o6zii oOzellikle icki
endiistrisinde kullanilmaktadir. Yine seker fabrikalarindan elde edilen melasta pek
¢cok maddenin iiretiminde karbon kaynagi olarak kullanilmaktadir. Karbon kaynagi
olarak kullanilan diger maddeler yaglardir (zeytin, misir, pamuk tohumu, keten

tohumu, soya fasulyesi, v.b...) [80,87,88].
Azot Kaynaklari

Mikroorganizmalar tarafindan kullamilabilen azot kaynaklar cesitlilik

gostermektedir. Kiiltiir ortaminda kullanilan azot kaynaklarinin tiirii ve derigimi
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mikroorganizmanin {iiretimini etkilemektedir. Mikroorganizmalarin iiretimi igin
kullanilan besiyerlerinin bilesimine kuru kiitle olarak %7,5-15 civarinda azot
eklenmektedir [89-92]. Endiistride siklikla kullanilan azot kaynaklar1 inorganik veya
organik kaynaklardan elde edilmektedir. Inorganik azot, amonyak gazi, amonyum
tuzlar1 veya nitratlar1 olarak kullanilabilir. Organik azot ise, aminoasitler, proteinler
veya iireden elde edilebilmektedir ve bunun i¢in misir unu, hidrolize edilmis soya
fasulyesi, soya fasulyesi unu, yer fistig1 kiispesi, pamuk tohumu kiispesi, maya 0zii,

balik unu ve peynir alt1 suyu kullanilabilir [80,81,88].

Anorganik Bilesikler

Tiim mikroorganizmalarin ¢ogalmasi ve metabolik faaliyetleri icin iiretim
ortaminda bazi1 anorganik bilesiklerin bulunmasi gerekmektedir. Bircok {iiretim
ortamina gerekli miktarda magnezyum, fosfor, potasyum, kiikiirt, kalsiyum ve klorun
farkli bilesikler seklinde eklenmeleri gerekmektedir. Ayrica, kobalt, bakir, demir,
mangan, molibden ve cinko gibi elementlerinde eser miktarlarda da olsa {iretim

ortaminda bulunmalar1 zorunludur [80,81,89,90].

Fosfor, mikroorganizmalarin hiicre duvari, fosfolipit ve niikleik asitlerinin
bilesimini olusturmaktadir. Bu nedenle iiretim ortaminda diger mineral bilesiklere
oranla derisimi oldukc¢a yiiksektir ve kullanilan besiyerlerinin bilesimine kuru kiitle
olarak %0,4—4,5 civarinda eklenmektedir. Ayrica fosfor en c¢ok fosfat seklinde,
fermantasyon ortaminin pH degerini kontrol etmek amaciyla tampon olarak

kullamilmaktadir [80,81,84-86].
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Vitamin Kaynaklari

Baz1 mikroorganizmalar, hiicre bilesenlerini tam sentezleyemedikleri igin
biiylime faktorleri olarak adlandirilan bilesiklere ihtiya¢ duyarlar. En yaygin olarak
kullanilan biiylime faktorleri ise vitaminlerdir. Karbon ve azot kaynaklarinin biiyiik
bir kismi mikroorganizmanin biiylimesi icin gerekli olan vitaminlerin ¢ogunu
icermektedirler. Mikroorganizmanin gereksinimine ve ekonomik kaygilarda goz
Oniine alinarak bu kaynaklar karisim seklinde iiretim ortamina eklenebilmektedir.
Ancak vitaminleri iceren kaynaklarin pahali olmasindan dolay1 endiistride sentetik

vitaminlerin kullanimi1 olduk¢a yaygindir [80,81,91].

1.3.1. Etanol Fermantasyonu

Alkol fermantasyonu olarak ta adlandirilan etanol fermantasyonu, basta
glikoz olmak iizere degisik karbonhidratlardan mikroorganizmalarin enerji tiretmek
amaciyla cesitli metabolik adimlardan gecerek iiriin olarak etanol ve karbondioksit
olusturduklar1 biyolojik bir siirectir. Alkollii igeceklerde kullanilan ve yakit olarak
kullanilacak etanoliin biiyiikk cogunlugu, etanol fermantasyonu ile iiretilmektedir.
Mikroorganizmalardan basta Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces bayanus,
Kluyveromyces marxianus, Pichia stipitis v.b... mayalar ve Zymomonas mobilis,

Clostridium ljungdahlii v.b... bakteriler en iyi bilinen etanol iireticileridir [3-5,46].

Etanol fermantasyonundaki metabolik dongii glikolizi icermektedir, 1 mol
glikoz metabolize olarak 2 mol piriivata doniismektedir. Daha sonra piriivat CO,
salimi ile etanole indirgenmektedir. Glikozun cesitli yollardan gecerek glikoliz
dongiisii ile etanole doniisiim mekanizmasi sematik olarak Sekil 1.5.’te verilmistir

[46].
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Sekil 1.5. Glikozun glikoliz dongiisii ile etanole doniisiim mekanizmasi

Etanol fermantasyonunda basta glikoz olmak {iizere ¢esitli karbonhidratlar

kullanilmaktadir. Giiniimiizde ucuz karbonhidrat kaynaklarindan etanol iiretimine

olan ilgi diinya capinda hizla artmaktadir [92]. Son yillarda, misir, seker kamisi, soya

fasulyesi gibi yenilenebilir enerji kaynaklarindan etanol iiretimi yayginlasmaktadir.

Etanol fermantasyonunda kullanilan ham maddeler {i¢ ana gruba ayrilabilir: (1) seker
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iceren ham maddeler (6rnegin, seker kamisi, seker pancari, siipiirge daris1 ve
meyveler), (2) nisastali ham maddeler (6rnegin misir, bugday, piring, patates ve arpa)
ve (3) lignoseliilozik biyokiitleler (6rnegin, tarim ve agac islemedeki atik iiriinler,
¢im, odun, saman ve otlar). Genel olarak, etanol, birinci nesil olarak adlandirilan
nisasta ve seker gibi ham maddelerden iiretilmektedir, fakat bu maddelerin pahali
olusu dezavantajli yonlerini olusturmaktadir [30,93-97]. Etanol fermantasyonunda bu
ham maddelere alternatif 2. nesil atik biyokiitle materyalleri kullanilabilir ve bu ham
maddeler baslica lignoseliillozik atiklardir [93,98-104]. Lignoseliilozik ham
maddelerin en biiyiikk kaynaklar1 alti karbonlu heksoz ve bes karbonlu pentoz
sekerleridir. Lignoseliillozik ham maddeler selilloz, hemiseliilloz ve lignin gibi
karbonhidrat polimerlerinin bir birlesimidir ve bu yiizden seyreltik asitler ve
enzimlerle hidroliz edilerek fermante edilebilir sekerlere doniistiiriilebilmektedir

[105,106].

1.3.2. Etanol Fermantasyonunda Kullanilan Mayalar ve Ozellikleri
Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces" sozciigii Yunanca ve Latince'den tiiremistir ve "seker
mantar1" demektir; "cerevisiae" Latince "biradan" demektir. Mikroorganizmanin
diger isimleri ise ekmek mayas1 (ama baska organizmalar da bu amag¢ i¢in kullanilir),
bira mayas1 ve iist fermantasyon mayasidir. Saccharomyces cerevisiae (8.
cerevisiae), tomurcuklanan bir maya tiiriidiir. Eski caglardan beri bira, sarap ve
ekmek yapiminda kullanmilmasinda dolay1 en 6nemli maya tiirii oldugu soylenebilir.
Uziim kabugu ve diger koyu kabuklu meyvelerin kabuklarindaki mumun icindeki

beyaz tabakanin bir bileseninin maya oldugu tahmin edilmektedir S. cerevisiae
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hiicreleri yuvarlak veya yumurta bicimlidir, caplart 5-10 mikrometredir.
Tomurcuklanma olarak bilinen bir boliinme yoluyla iiremektedirler. Escherichia coli
ile birlikte iizerinde molekiiler ve hiicre biyolojisi ile ilgili en ¢ok ¢alisilmis tiirlerden

biridir [107]. S. cerevisiae mayalarinin fotografi Sekil 1.6.’da sunulmustur.

Sekil 1.6. S. cerevisiae mayalarinin fotografi [108]

S. cerevisiae ile etanol fermantasyonu pek cok arastirmaci tarafindan
calisilmasina ragmen onun metabolik dongiisiinden kaynaklanan bazi eksiklikleri
vardir. Etanol fermantasyonundaki metabolik dongii glikolizi icermektedir, 1
molekiil glikoz metabolize olarak 2 molekiil piriivata doniismektedir. Daha sonra
piriivat CO, salimi ile etanole indirgenmektedir. Teorik olarak glikozun metabolize
olmasiyla %51,1 etanol, %48,9 CO, olusmaktadir. Cesitli biyoreaksiyonlarin enerji
gereksinimleri icin maya hiicrelerinin biyosentezi boyunca glikolizde 2 ATP
harcanmaktadir. Bu yiizden etanol iiretimi maya hiicrelerinin biiyiimesine siki sikiya
baglhidir. Yani etanol iiretiminden énce mayalarin bir on iiriin tiretmesi gerekmektedir

[3.46].
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Etanol fermantasyonu boyunca etanol ve CO, yaninda baska yan iirtinlerde
olusmaktadir. Cogu etanol fermantasyonunda %1 (w/v) oraninda gliserolde
olusmaktadir. Gliseroliin olusumunda ara iiriinlerin kullanilmas1 yiiziinden pH’da
artis ve ozmotik basincin artmasi piriivatin  doniisiimiiniin azalmasina sebep
olmaktadir. Daha az oranda uzun zincirli alkoller ve organik asitler gibi yan
iriinlerde olugsmaktadir. Bazi ara iiriinlerin direkt bu yan {iiriinlerin olusumunda veya
maya hiicrelerinin biiyiimesinde metabolik ¢evrimde kullanilmasindan dolay1 etanol

iiretimi azalmaktadir [3,109].

Etanol fermantasyonu boyunca maya hiicreleri ¢esitli etkilere maruz kalirlar.
Bunlardan bazilar; besin eksikligi, yiiksek sicaklik, kontaminasyon gibi cevresel
sebeplerden, bazilan ise yiiksek substrat ve etanol derisiminin maya hiicrelerinin
cogalmasini inhibe etmesi, yiiksek seker derisiminden kaynakli ozmotik basing, pH,
yan {iiriinlerin olusumu gibi maya hiicre metabolizmasindan kaynaklanir. Bunlarin
cogu maya hiicrelerinin yasayabilirligini azaltarak daha diisiik etanol iiretimine sebep

olmaktadir [3].

Saccharomyces bayanus

Saccharomyces bayanus (S. bayanus), Saccharomyces tirii bir mayadir,
siklikla soguga dayanikli bir maya olarak sirke, sarap ve sampanya fermantasyonu
icin kullamilir. S. bayanus MCYC 623 susunun SEM goriintiisit Sekil 1.7.°de

verilmistir.

28



Sekil 1.7. S. bayanus MCYC 623 sugunun SEM goriintiisii [110]

S. bayanus ve S. cerevisiae mayalarinin genlerinin yaklasik %40’1 benzerlik
gostermektedir. Mevcut siiflandirma da, S. bayanus, Saccharomyces igin bir tiir
kompleksi olarak kabul edilebilir. S. cerevisiae biyoetanol iiretimi icin en sik
kullanilan maya tiirii olmasina ragmen, 6zellikle giiclii cogalma oranlar ve yiiksek
etanol toleransi sebebiyle S. bayanus diger Saccharomyces tiirlerine gore avantajlidir
[111-113]. Soguga dayanikli S. bayanus suslan diisiik asitli siradan sarap yapiminda
kullanilirlar, ayrica S. cerevisiae’dan daha fazla gliserol, daha az asetik asit ve etanol
iiretmektedirler [114]. Genellikle, S. cerevisiae fermantasyon ortami olarak 30 °C’yi
tercih ederken [115], S. bayanus ise 1 °C ile 30 °C arasinda degisen sicakliklarda
cogalmakta ve etanol {iretebilmektedir [116-118]. Yapilan arastirmalarda S.
bayanus’un iyi etanol toleransina sahip oldugu gosterilmistir. Belloch vd. (2008)
Ispanya’daki saraplardan izole ettikleri S. bayanus, %15 etanol iceren ortamda da
biiylimeyi basarmistir [119]. Etanol igeren ortamda maya cogalmasi inhibisyona
ugrarken, cok yiiksek seviyede seker iceren ortamlarinda inhibisyona sebep oldugu

bulunmustur. Maya suslarinin ¢ogu teorik olarak 400 g/L. sekere esit ortamda bile
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substrat toleransi gostermektedir [120] ve aragtirmalarda, S. bayanus i¢in 200, 250 ya
da 300 g/L glikoz iceren ortamlarda normal c¢ogalmasin1 devam ettirdigi

gosterilmistir [119].

Kluyveromyces marxianus

Kluyveromyces marxianus (K. marxianus), Kluyveromyces sinifindan bir
maya tiiriidiir. K. marxianus ilk olarak iizimden izole edilerek E. C. Hansen
tarafindan 1888 yilinda tamimlanmistir ve o yillarda Saccharomyces marxianus
olarak isimlendirilmistir. Daha sonraki yillarda pek cok Kluyveromyces tiirii yogurt,
peynir, kefir, akciger, kimiz, insan bademcigi, yutak, ciiriiyen sisal yapraklari, seker
fabrikas1 kanalizasyonu gibi pek ¢ok degisik habitattan izole edilmistir [121]. Spor
ve spor keselerinin morfolojisindeki farkliliklar ve farkli sekerleri fermante etme
kapasitelerinden dolay1 gercek Saccharomyces mayalarn ile karsilastirildiginda
Kluyveromyces tiirlerinin yeni bir siniflandirmaya sokulmasi gerektigi diisiiniilmiistiir
[122]. Son yillardaki caligsmalarla beraber toplamda 17 adet Kluyveromyces tiirii
siniflandirillmagtir [123]. Kluyveromyces marxianus CBS712 susunun fotografi Sekil

1.8.’de sunulmustur.

Sekil 1.8. K. marxianus CBS712 susunun fotografi [124]
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K. marxianus mayasina ait suslarin izole edildigi habitatlar biiyiik bir
cesitlilik gostermektedir. Bunun bir sonucu olarak, biyoteknolojik uygulamalarda bu
maya tirtiniin kullanim alanlar1 da ¢ok farklidir ve bunlar; enzimlerin (B-
galaktosidaz, [-glukosidaz, iniilinaz ve poligalakturonaz v.b...), tek hiicre
proteinlerinin, yiyeceklerde kullanilan aromali bilesiklerin ve etanoliin iiretimini
(yiiksek sicaklikta ve es zamanli fermantasyon siireclerinde); gida iiriinlerinin
tiretiminde laktoz igeriginin azaltilmasi; peynir alti suyundan biyolojik bilesiklerin

sentezi; proteinlerin iiretimi caligmalar1 olarak siralanabilir [125].

1.4. Mikroorganizma immobilizasyonu

Mikroorganizma immobilizasyonu; istenilen katalitik aktivitenin varliginda
gerekli bolgelere mikroorganizmalarin yerlesmesi veya fiziksel hapsolmasi olarak
tammlamr.  Immobilizasyon serbest mikroorganizmalarla karsilastirildiginda,
mikroorganizmalarin kararliligimi arttirmasi, yiiksek hiicre yogunlugu dolayisiyla
fermantasyon verimini arttirmasi, diizenlemenin diisiikk maliyeti, tekrar tekrar
kullanilabilmesi, siirekli fermantasyona uygun olmasi gibi avantajlar1 sebebiyle
fermantasyon ¢aligmalarinda biiyiik 6neme sahiptir. Son yillarda, yakit etanol iiretimi
icin fermantasyon islemlerinde immobilize mikroorganizma teknolojisine daha ¢ok
onem verilmektedir, ¢iinkii immobilize hiicre sisteminin fermantasyon

performansinda dnemli bir rol oynadigi kabul edilmektedir [7,126-130].

Immobilize sistemler, geleneksel serbest mikroorganizma fermantasyonu ile
karsilastirlldiginda pek ¢ok avantajlar saglamalarindan  dolayr  siklikla

kullanilmaktadir. Bu avantajlar su sekilde siralanabilir [4,7,131-133];
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. Immobilizasyon destegi, mikroorganizmalari herhangi bir agir metale,
¢oziiciilere, sicakliga ve pH nin fizikokimyasal etkilerine kars1 koruyucu bir

ajan gibi davranmaktadir.

. Fermanterin birim hacmindeki mikroorganizma derisiminin yiiksek olmasi,

fermantasyonda yiiksek hacimsel verimlilik ve daha kisa siirelerde iiriin elde
edilmesini saglamaktadir.
. Immobilizasyon ile hiicreler direkt substrat ve iiriin ile etkilesmediklerinden

mikroorganizmanin yiiksek substrat ve iiriin inhibisyonu azalir.

. Siirekli fermantasyona imkan saglamaktadir.

. Uriinden serbest hiicrelerin ayrilmasimin  gerektirdigi filtrasyon ve
santrifiijleme gibi ekstra masraflar ortadan kalkmakta ve buna bagl olarak
daha kolay iiriin geri kazamimi ve enerji gereksiniminin azalmasim

saglamaktadir.

. Yiiksek hiicre yogunlugu ve fermantasyon aktivitesi yliziinden

kontaminasyon riskinin azalmasini saglamaktadir.

Mikroorganizmalarin immobilizasyonu i¢in organik veya anorganik

materyaller, dogal veya sentetik polimerler olmak iizere c¢esitli destekler

kullanilmaktadir. Immobilizasyon icin kullanilan desteklere; iiziim kabugu[9],

portakal kabugu[10], siipiirge darisi[11] gibi organik materyaller, mineral kil[12] ve

y-alimina[13] gibi anorganik materyaller, sodyum aljinat[4,18], kitosan[14], -

karragenon [134,135] gibi dogal veya poli(vinil alkol)[15], poli(akril amit)[16],

poliiiretan[136] gibi sentetik polimerler 6rnek olarak verilebilir.

Mikroorganizma immobilizasyonu icin kullamilan destek maddelerinde

aranan Ozellikler asagida gosterilmistir [137,138];
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Destek mikroorganizmalarin baglanabilecegi fonksiyonel gruplar ile genis bir
yiizey alanina sahip olmalidir.

Destek kolaylikla ve yeniden kullanilabilir olmalidir.

Mikroorganizmalar icin toksik etki olusturmamali ve calisma boyunca
dayaniklilig1 oldukga yiiksek olmalilidir.

Immobilize mikroorganizmalarm biyolojik aktivitesi immobilizasyon
isleminden etkilenmemelidir.

Destegin gozenekliligi kontrol edilebilmeli, substratin, iiriinlerin, gazlarin ve
kofaktorlerin gecisine izin vermeli ve tekdiize olmalidir.

Destek mekanik, termal, kimyasal ve biyolojik kararliligini korumali ve
enzimlerden veya ¢oziiciilerden etkilenerek kolaylikla pargalanmamalidir.
Destek ve immobilizasyon teknigi kolay, ucuz ve cogaltilmaya uygun
olmalidir.

Destek saf olmali, iiriiniin kalitesini etkilememelidir ve kolaylikla temin

edilebilmelidir.

Immobilizasyon genellikle dogal yapilarin icine veya yiizeyine hiicrelerin

biiylimesi sirasinda meydana gelir. Pek c¢ok fermantasyon calismalarinda

avantajlarindan dolayr immobilizasyon teknikleri kullanilmaktadir ve bu yiizden pek

cok teknik ve destek materyali onerilmistir. Immobilizasyonda kullanilan teknikler

fiziksel mekanizmalar1 temel alan 4 ana kategoriye boliinmiistiir [7,139];

Kat1 destek yiizeyine immobilizasyon
Gozenekli matriks i¢ine hapsetme
Capraz baglayicilar veya dogal topaklanma ile kiimelesme

Hiicrelerin bir bariyerin arkasinda tutulmasi
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1. Kat1 Destek Yiizeyine immobilizasyon

Bu tiir immobilizasyon, mikroorganizmalarin kati bir destek {iizerine
tutunmasi ile gerceklesir ve bu immobilizasyon tiiriiniin goreceli olarak digerlerinden
daha kolay olmasindan dolay1 kullanimi yaygindir. Kat1 desteklere mikroorganizma
immobilizasyonunda hiicre duvar1 ve destek materyalin hidrofobiklik, yiik, elektron
verici ve elektron alict 6zellikleri gozoniine alinmalidir. Immobilizasyonda metal
oksitler,  gluteraldehit veya  aminosilanlar  gibi  capraz  baglayicilar
kullanilabilmektedir. Fakat bunlar zararli olduklarnn igin genellikle dogal
immobilizasyon tercih edilmektedir. Dogal immobilizasyon ¢ok basittir, ancak
mikroorganizma derisimi genellikle diisiiktiir. Ayrica ¢ozelti ve mikroorganizmalar
arasinda bir engel olmadigi icin hiicre ayrilmasi ve yer degistirmesi miimkiin

olmaktadir [7,140].

Ornek olarak bu tip immobilizasyonda kullanilan kat: tastyicilar; seliilozik
materyaller (seliiloz, aga¢ pargalari, talas) ve inorganik materyallerdir (palygorskite,
montmorillenit, hidromika, gozenekli porselen, gozenekli cam). Ayrica cam ve
seliiloz gibi kati materyallerin adsorpsiyon yetenegini arttirmak i¢in kitosan ve diger

kimyasallarla islemler uygulanabilir [7,141,142].

2. Gozenekli Matriks icine Tutuklama

Immobilizasyonunun ikinci énemli kategorisi bir gozenekli matriks iginde
mikroorganizmalari tutuklamaktir. Iki cesit tutuklama yontemi vardir. Ilk olarak,
mikroorganizmalarin ~ gozenekli  matriks  i¢ine  diflizlenmesi  saglanir.
Mikroorganizmalar ¢ogalmaya basladiktan sonra, onlarin hareketliligi diger

hiicrelerin varlign ve matriksin rijit ag yapisi sebebiyle engellenir, boylece etkili bir
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sekilde tutuklanma saglanmis olur [143]. Bu tutuklama yonteminde genellikle
siinger, sinterlenmis cam, seramik, silisyum karbiir, politiretan kopiik, kitosan ve

paslanmaz celik fiberler gibi malzemeler kullanilmaktadir [144-147].

Ikinci yontem, mikroorganizmalarin etrafinda bir gozenekli matriks
sentezlemektir. Bu amacla genellikle kalsiyum aljinat, k-karragenon, agar, jelatin,
kollojen, poliiiretan, polistiren ve poli (vinil alkol) gibi dogal veya sentetik polimer
hidrojeller kullanilmaktadir [148]. Bu sekilde elde edilen kiirelerin caplar1 genellikle
0,3 ile 3 mm arasinda degismektedir. Bu immobilizasyon tiiriiniin, mikroorganizma
tutuklamas1 oldukca yiiksek olmasina ragmen cesitli sakincalart nedeniyle
fermantasyon endiistrisinde kullanimlar1 simirlidir. Hidrojel matriks igindeki yiiksek
hiicre derisiminden dolay1 besinlerin ve iiriinlerin difiizyonu sinirlanmaktadir ve
hidrojel kiireler kimyasal ve fiziksel olarak kararli degillerdir [140]. Ornegin etkili
oksijen difiizlenme oran1 karragenon kiirelerinde 0,08-0,1 mm [149], aljinat
kiirelerinde 0,1-0,15 mm [150] olarak dl¢iilmiistiir. Bu dezavantajlarin 6niine gegmek
icin polimerik Kkiirelerin fermantasyon sirasinda siserek, hiicrelerin rahatca
biiyliyebilecegi, substrat ve iirlinlerin de kolayca difiizlenmesinin saglanacagi bir
ortam hazirlanmalidir. Polimerler iizerine yapilan cesitli as1 ¢calismalarinda asilanmig
polimerle elde edilen kiirelerin su tutma kapasitelerinin dolayisiyla sisme
kapasitelerinin daha yiiksek degerlere ulastigit bulunmustur. Bunun, asilama ile
polimerin yapisina hidrofilik bir polimer grubunun girmesinin suyun kiirelerin i¢ine

difiizlenmesini kolaylastirmasindan kaynaklandig diisiiniilmiistiir [24-26].

Polisakkarit  hidrojel  kiireler =~ gibi  gozenekli  matriks  igine
mikroorganizmalarin tutuklanmasinda problemlerden biri de hiicrelerin cogalarak

kiirelerin dis ylizeyine yerlesmesi veya kiirelerin disina salinmasidir. Bu sekilde

35



serbest ve immobilize mikroorganizmalari i¢ine alan bir sistem meydana gelmis olur.
Hiicreleri iceren i¢ bir tabaka bulunan hidrojel kiirelerin gelistirilmesi ile cift
katmanl1 kiirelerle bu problem onlenmistir ve dis tabaka hiicrelerin ylizeyden kagisini

onlemektedir [151,152].

3. Bir Bariyer Arkasinda Mekanik Hapsetme

Mikroorganizmalar, mikrogézenekli membran filtreler veya mikrokapsiiller
kullanilarak bunlarin arkasina tutuklanmaktadir. Bu immobilizasyon tiiriine, serbest
riinlerin elde edilmesi veya yiiksek molekiil agirlikli {iriinlerin  atiklardan
ayrilmasinin gerektigi calismalarda ihtiyac duyulmaktadir. Bu immobilizasyon
cesidinin asil dezavantajlarn kiitle transferini sinirlamasi [153] ve hiicre biiyiimesinde

membranin biyozorluga sebep olmasidir [154].

4. Mikroorganizma Topaklanmasi

Pek ¢ok arasgtirmaci tarafindan, siispansiyonlardaki mikroorganizmalarin
ozelligine gore daha genis bir birim formu olusturmak icin birleserek veya yapisarak
topaklanmalari mikroorganizma topaklanmasi1 olarak tanimlamislardir [155].
Topaklanmanin miimkiin oldugunca reaktorlerin kullamildigi fermantasyon
calismalarinda, hiicrelerin potansiyellerine gore birleserek genis bir boyut
olusturdugu bir immobilizasyon teknigi oldugu diisiiniilmiistiir. Topaklanmay1
etkileyen hiicre duvarmin bilesimi, pH, ¢6ziinmiis oksijen ve ortamin bilesimi gibi
pek cok faktor vardir. Ozellikle S. cerevisiae gibi maya hiicreleri dogal olarak
birleserek topaklanma yetenegine sahiptirler. Maya hiicreleri hiicre duvarinda

bulunan lektin benzeri proteinleri ile bitisik maya hiicrelerinin hiicre duvarlarinda

36



bulunan mannoz kalintilarina baglamaktadirlar. Topaklanma yetenegi esas olarak
mantar, bitki ve kiif hiicrelerinde de goriilmektedir. Dogal olarak topaklanmanin
olmadig1 kosullarda hiicrelerin birlesmesini saglamak i¢in ¢apraz baglayicilar veya

yapay topaklanma ajanlar1 kullanilmaktadir [7,155,156].

Maya ve bakteri tiirlerinin immobilizasyonu mikroorganizmanin biiyiimesi,
fizyolojisi ve metabolik aktivitesinin degismesini etkilemektedir. Genellikle
immobilizasyon nedeniyle olusan metabolik degisikliklerin tiiriinii ve biiyiikligiinii
onceden belirlemek giictiir. Immobilize ve serbest mikroorganizmalar ile yapilan
caligmalarda immobilizasyon ile polisakkarit depolanmasinin arttigi, toksik veya
inhibitor bilesiklere ve substratin yiiksek derisimlerine karsi toleransin arttigi, iiriin
veriminin yiikseldigi, daha diisiik yiizdede fermantasyon yan iiriinlerinin olustugu,
yiiksek hiicre ici pH degerleri elde edildigi ve hiicre ici enzim aktivitesinin arttigi

rapor edilmistir [7,133,141,157,158].

1.5. As1 Kopolimerler ve Eldesi

Bir polimer zinciri iizerine, bagka bir monomerin bir polimer zinciri
olusturmak iizere kimyasal baglarla baglanmasi sonucu olusan yeni molekiile asi
kopolimer denir. Bu iki bilegsenden asil polimere polimer ana zinciri (veya substrat
polimer) ve digerine yan zincir polimer (veya kaburga polimer) isimleri
verilmektedir. As1 kopolimerizasyon polimer ana zincirinin 6zelliklerini degistirmek
ve gelistirmek icin kullanilabilir. As1 kopolimerler, bir polimerin bulundugu ortamda
baska bir tiir monomerin polimerlesmesi ile elde edilir. Yan zincir polimerin,
asilanmayan kisimlart homopolimer olarak adlandirilmaktadir ve bu kisim uygun bir

¢oziicii ile ekstrakte edilerek as1 kopolimerden uzaklastirilmaktadir [159,160].
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Ast kopolimerlesme yoOntemlerinin temeli, bir polimer zinciri {izerinde
asillamay1 baglatabilecek aktif merkezler olusturmaya dayanir. Bu aktif merkezler bir
serbest radikal olabildigi gibi, anyonik veya katyonik bir merkez ya da kondensasyon
polimerlesmesini baglatabilecek bir kimyasal grup olabilir. As1 kopolimerizasyonda en
¢cok ana zincir iizerinde radikalik aktif merkezler olusturularak yiiriitilmektedir. Bu
amacla serbest radikal katilma polimerlesmesi kullanilmaktadir. Polimerizasyon
radikaller {izerinden baslar ve zincir biiyiimesi yine radikaller iizerinden ilerler. Biiyiime
adiminda aktif bir zincirin ucundaki tek elektron (radikal) monomerin c¢ift bagindaki n-
elektronlarindan birisiyle etkileserek yeni bir monomeri zincire katar, diger n-elektronu
zincir ucuna aktartlir ve kopolimerizasyon bu sekilde devam etmektedir. Ast
kopolimerizasyonunun baslayabilmesi i¢in polimer ana zinciri tizerinde serbest radikaller
olusturulmalidir. Serbest radikaller, kimyasal maddeler kullamilarak ya da fiziksel
etkenlerden yararlanilarak {iiretilebilir. Bu amagla kullamilan kimyasal maddelere
baglaticilar denir. Bu baglatict molekiilleri 1s1 veya 1sik etkisiyle pargalanarak
polimerizasyon ortaminda serbest radikaller olusturmaktadir. Bu amacla en c¢ok
kullanilan baglaticilar; organik peroksitler, hidroperoksitler, azo ve diazo bilesikleridir

[161-163]. Ornegin azobisizobiitironitril 1s1yla parcalanarak asagidaki radikali verir;

TH3 CH; H
A
HC—C—N=—/N—"C—CH, ——» 2 H(C—C* + N,
veya 3600 A°
CN CN CN
Azobisizobiitironitril Siyanopropil Radikali

Sekil 1.9. Azobisizobiitiranitril’den radikal olusum tepkimesi
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Deneysel kosullarin 6zellikleri asilamay1 etkilemektedir. Ozellikle sicakligin
asilamada biiyiikk Olciide etkisi vardir. Genel olarak sicakligin arttirilmasi ile
kisitlayict bir degere ulasana kadar asilama yiizdesi artmaktadir. Sicakligin belli bir
degerin iizerine ¢ikarilmasi ile radikal sonlanma tepkimelerinin sayis1 artacagi igin
asilama yiizdesi azalacaktir. Ayni sekilde baslaticinin derigiminin arttrilmas ile
asilama yiizdesi artacak, fakat belli bir degerden sonra yine azalacaktir. Asilama
reaksiyonunun siiresi agilama yiizdesini artirir, ancak belli bir siire sonra bu egilim
azalmaya baslamaktadir. Monomer derisiminin yiizde {izerindeki etkisi biraz
karmagiktir. Ciinkii bazi durumlarda monomer derisimindeki bir artis olumlu bir etki
yaparken, diger durumlarda olumsuz bir etkiye sebep olabilmektedir. Genellikle
yilksek monomer derisimlerinde daha fazla homopolimer olustugu goriilmistiir

[159,164].

1.6. Sodyum Aljinat (NaAlg)

Aljinat, endiistriyel olarak su yosunlarinin yapisinda bulunan kahverengi
alglerin hiicre duvarlarindan elde edilen dogal anyonik bir polisakkarittir. Kendi
agirligimin 200-300 kat1 kadar su absorplama yetenegine sahiptir. Aljinat ayrica
bakteriyel kaynaklardan da (Pseudomanas ve Azobacter tiirlerinden) tiretilmektedir.
Bakteriyel aljinatlar tibbi uygulamalar i¢in mikro veya nano yapilarin iiretimi igin
uygundur. Aljinat, a-L-guluronik asit ve B-D-mannuronik asit birimlerinin a-glikozit
baglar ile birlesmesi sonucu meydana gelen bir kopolimerdir. Bloklarin uzunlugu
yosunlarin bilyiime kosullarina ve sicakliga gore degisiklik gostermektedir [165-

171].
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HO

o-L-guluronik asit
(1B-0-4) bags
(1a-0-4) bagt H H

-D-mannuronik asit

Sekil 1.10. Sodyum aljinatin molekiil formiilii

Aljinat, su yosunlarindan aljinik asit seklinde elde edilmekte ve bu daha
sonra sodyum karbonat gibi cesitli tuzlarla muamele edilerek sodyum aljinat elde
edilebilmektedir. Sodyum aljinatin; yenilenebilir, biyolojik olarak parcalanabilir,
biyolojik olarak uyumlu, bitkisel kokenli olusu, selat olusturabilmesi, jellesebilmesi
ve kimyasal modifikasyona uygun olmasi gibi pek cok faydali ozellikleri vardir.
Yapilan arastirmalar sodyum aljinatin tamamen giivenli oldugunu, oral yolla
verildigi zaman viicutta birikim yapmadigim1 ve herhangi bir toksik veya
iltihaplandirict yan etkiye sebep olmadigim1 gostermistir. Sodyum aljinatin iki veya
daha cok degerlikli katyonlarla etkilesimi sonucu iizerindeki guluronik asit
birimlerinin c¢apraz baglanmasi ile hidrojel kiireler elde edilmektedir. Sodyum
aljinatin fonksiyonelligi genellikle mannuronik asit ve guluronik asit birimlerinin
oranina gore kontrol edilmektedir ve bu oran 0,3 ile 2,3 arasinda degismektedir.
Daha yiiksek guluronik asit iceren polimerler daha rijit jel formlar1 olusturmaya
yatkinken, daha yiiksek mannuronik asit iceren polimerler daha yumusak jel formlar
olusturmaya yatkindirlar. Sodyum aljinat mikrobiyal etkilere kars1 bircok diger

karbonhidrattan daha az etkilenir. Ancak, polimer zincirlerinin mikrobiyal enzimlerle
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parcalanmasi sonucu viskozitesinde kayiplar olmaktadir. Sodyum aljinatin
istenmeyen bu Ozelliklerini ortadan kaldirmak icin aljinat {iizerine sentetik
monomerlerin asilanmasi ¢alismalart yapilmistir. Sentetik monomerler ile 6zellikleri
gelistirilen sodyum aljinat kontrollii ilag salimi ve enzim immobilizasyonu

calismalarinda siklikla kullanilmaktadir [172,173-184].

Aljinik asit ve tuzlarinin, gida, eczacilik, tip, tekstil, kagit ve kozmetik
alanlarinda yaygin bir kullanimi vardir. Gida endiistrisinde emiilsifiyer ve viskozite
arttric1 olarak E-401 ismiyle, tekstil ve kagit sanayinde boyar maddelerin akis
ozelliklerin kontrol etmek ve kalnlastirici olarak, tip alaninda yaralarin
iyilesmesindeki olumlu etkileri sebebiyle hemostatik bandajlarin yapiminda, dis
hekimliginde dolgu veya ol¢ii alma maddesi olarak, eczacilikta ilaglarin kontrollii
salim formiilasyonlarinin hazirlanmasinda, tabletlerde dagitici ve baglayici ajan
olarak, emiilsiyon sistemlerinde stabilizator olarak ve kozmetikler de kalinlastirict ve

siispansiyon ajani olarak kullanilmaktadir [185-194].

1.7. N-vinil-2-Pirolidon (NVP)

N-vinil-2-pirolidon, kapali formiiliit C¢HoINO, molekiil kiitlesi 111,1 g/mol
erime noktas: 13,5 °C, kaynama noktas1 193 °C olan, renksiz, hidrofilik, iyonik
olmayan sivi bir monomerdir. Radikalik, termal ve foto baglaticilarla kolaylikla
polimerlesebilir ve poli(N-vinil-2-pirolidon) PVP kisaltmasiyla kullanilmaktadir.
PVP suda ve diger polar ¢oziiciilerde coziinebilen, alifatik hidrokarbonlarda
coziinmeyen, toksik olmayan, biyolojik olarak parcalanabilen, biyolojik olarak
uyumlu, yiiksek jellesme 6zelligine ve ayrica ¢ok iyi selat veya kompleks olusturma

yetenegine sahip son derece hidrofilik bir polimerdir. PVP capraz baglanmis ii¢
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boyutlu ag yapisi yiiksek su absorplama kapasitesine sahip bir hidrojeldir, fakat buna

karsilik mekanik dayaniklilig: diisiiktiir [195-199].

PVP bu haliyle kullanilabilecegi gibi, bagka bir polimer ile kopolimeri
olusturularakda cesitli endiistriyel uygulamalarda kullanilmaktadir. Akrilik asit,
akrilat, vinil asetat ve akrilonitril monomerleri ile fenolik recinelerin sentezinde,
PVP-iyot kompleksi seklinde sterilize edici ve enfeksiyon dnleyici olarak tipta, kagit
ve tekstil endiistrisinde ultraviyole kurutmali baski miirekkeplerinin iiretiminde
yardimc1 madde olarak, kozmetik sanayinde katki maddesi olarak, tablet kaplama ve
katki maddesi olarak cesitli eczacilik uygulamalarinda, fabrika atig1 sulardan metal
iyonlarinin arindirilmasinda, foto emiilsiyon katki maddesi ve renk algilayici olarak
fotografcilikta, viriis saflagtirllmasinda, jel gecirgenlik kromotografisinde destek
madde olarak ve bunlarin yaninda yapistirici, kagit, seramik, elektrik, deterjan

endiistrilerinde de genis kullanim alanlar vardir [196,197,199,200].

1.8. Sodyum Aljinat Kiireleri ile ilgili Biyoetanol Uretim Cahsmalari

Immobilize kiiltiirde etanol iiretiminin, serbest kiiltiire gore bazi avantajlar
[127] oldugu bilindiginden son yillarda bu sistemin kullanimi artmaktadir.
Mikroorganizmalarin immobilizasyonunda organik, anorganik, dogal veya sentetik
polimerler olmak iizere c¢esitli destek materyaleri kullamlmaktadir. Farkli
immobilizasyon destekleri arasinda kalsiyum aljinat hidrojeller, basitligi ve tekrar
tekrar kullanilabilmesi gibi faydalarindan dolay1 mikroorganizma
immobilizasyonunda en fazla kullanilan materyaldir. Bu immobilizasyon teknigi
sodyum aljinat-mikroorganizma karistminin kalsiyum kloriir ¢ozeltisi igine

damlatilmas1 ve bu sekilde mikroorganizma immobilize edilmis kiirelerin elde
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edilmesini temel alir. Kalsiyum aljinat hidrojellerle ilgili literatiirde pek ¢ok calisma

mevcuttur [201].

Lee vd. (2011) kalsiyum aljinata immobilize edilmis S. cerevisiae ile 100—
150 g/L glikoz iceren fermantasyon ortaminda etanol iiretmislerdir. Sodyum aljinat
ve glikoz derisiminin, sicakligin ve pH’min etanol iiretimi iizerine etkisini
incelemislerdir. En uygun sodyum aljinat derigimi %2 (w/v), glikoz derisimi 100 g/L,
sicaklik 30 °C ve pH 5 bulunmustur. En yiiksek etanol derisimini 51,1 g/L ve iiretim

hizin 5,11 g/Lsaat olarak bulmuslardir [202].

Bangrak vd. (2011) kalsiyum aljinat-lif kabag1 destegi iizerine immobilize
ettikleri S. cerevisiae ile 200-248 g/L. gibi farkli seker derisimlerinde etanol
tiretmiglerdir. En yiiksek etanol derisimini 57,4 g/L ve tiretim hizim 11,5 g/Lsaat

bulmuslardir [203].

Liu vd. (2008) kalsiyum aljinata immobilize edilmis S. cerevisiae ile
siipiirge daris1 sap1 suyundan elde ettikleri sekerden etanol iiretmislerdir. Siipiirge
daris1 sap1 suyundan elde ettikleri 10 g/100 mL glikoz ve siikroz karisimindan

hacimce %35,85-6,35 araliginda etanol iiretmislerdir [1].

Liu vd. (2009) Mn-Zn tozu iceren kalsiyum aljinata immobilize edilmis S.
cerevisiae ile 90-225 g/L. araliginda seker iceren melastan etanol iiretmislerdir. En
yiiksek etanol derisimini 66 g/L, iiretim hizim ise 26,3 g/Lsaat olarak bulmuslardir

[18].

Yan vd. (2011) kalsiyum aljinata immobilize edilmis S. cerevisiae ile gida

artiklarim1 enzim ile hidrolize ederek elde ettikleri 160-220 g/L. farkli seker
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derisimlerinde etanol iiretmislerdir. En yiiksek etanol derisimini 89,28 g/L, iiretim

hizin 49,88 g/Lsaat ve verimi 0,48 g/g olarak bulmuslardir [204].

Ghorbani vd. (2011) kalsiyum aljinata immobilize edilmis S. cerevisiae ile
50-150 g/L. farkhi seker derisimlerinde melastan immobilize hiicre rekatdrde etanol
tiretmislerdir. En yiiksek etanol derigimini 19,15 g/L, iiretim hizin1 2,39 g/Lsaat ve

verimi 0,4623 g/g olarak bulmuslardir [205].

Razmovski vd. (2011) kalsiyum aljinat-misir govdesi artiklart destegi
izerine immobilize ettikleri S. cerevisiae ile 130 g/L seker iceren melastan etanol
tiretmiglerdir. En yiiksek etanol derisimini 60,36 g/L, tiretim hizim 2,51 g/Lsaat ve

verimi 0,493 g/g olarak bulmuslardir [206].

Gough vd. (1998) kalsiyum aljinata immobilize ettikleri K. marxianus ile
80-140 g/L gibi farkli derisimlerde seker iceren melastan etanol iiretmislerdir. 120
g/L. seker iceren melastan, en yiiksek etanol derisimini 44 g/L, tiretim hizim 106

g/Lgiin ve verimi 0,67 g/g olarak bulmuslardir [207].

Brady vd. (1997) kalsiyum aljinata immobilize ettikleri K. marxianus ile %4
(w/v) laktoz iceren fermantasyon ortaminda etanol iiretmislerdir. Fermantasyon
ortaminda Mn™* bulunmasinin etanol iiretimi iizerine etkisi arastirilmistir. Mn*
bulunan ortamda serbest mikroorganizmanin en fazla 3 g/L etanol iirettigi,

immobilize K. marxianus’un ise 12 g/L etanol iirettigi bulunmustur [208].

1.9. Calismanin Amaci

Cesitli destek materyallere immobilize mayalardan biyoetanol iiretimiyle

ilgili literatiir de pek cok c¢alisma mevcuttur. Dogal veya sentetik polimerik
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desteklerle yapilan bu calismalar incelendiginde, hemen hemen hepsinde tek bir
polimer kullanilmis, ¢cok az sayida ¢alismada ise polimerler blend haline getirilerek
immobilizasyon islemi uygulanmistir. Literatiirde dogal polimerler iizerine agilanmis
sentetik bir monomerle olusturulmus as1 kopolimerlerle yapilmis higbir biyoetanol
tiretim c¢alismas1t bulunamamistir. Bu sonu¢ bize calismanin Ozgiinliigiinii

gostermektedir.

Bu calismada polimerik destek iizerine immobilize edilmis
mikroorganizmalardan biyoetanol iiretimi amaclanmistir. Bu amacgla daha once
laboratuvarimizda sentezlenen [172] N-vinil-2-pirolidon asilanmis sodyum aljinatin
mikroorganizma immobilizasyonun da destek materyal olarak kullanilmasi
disiiniilmiistir. Mikroorganizma olarak yiiksek yiizdede etanol iiretmelerinden
dolay1r S. cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus mayalarinin kullanilmasi

planlanmistir.

Calismamizda, mikroorganizmalarin sodyum aljinat-asi-poli(N-vinil-2-
pirolidon) destek icine immobilize edilmesi ve elde edilen maya immobilize edilmis
kiirelerden biyoetanol iiretiminin gerceklestirilmesi planlanmistir. immobilizasyon
calismamizda destek materyal olarak kullanilmasi diisiiniilen N-vinil-2-pirolidon
asilanmis sodyum aljinatin sudaki sisme yeteneginin aljinatin yapisina giren son
derece hidrofilik N-vinil-2-pirolidon’dan dolay1 arttigt rapor edilmistir [172].
Kullanilacak destek materyalin bu 06zelliginin fermantasyon sirasinda hiicre
bilylimesini, substrat ve iiriinlerin difiizyonunu kolaylastirabilecegi diisiiniilmektedir.
Bu amagla, sodyum aljinat iizerine PVP asilanmasinin, ¢apraz baglayici kalsiyum

kloriir derisiminin, fermantasyon ortamindaki seker derigiminin, ortama eklenen
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kiirelerin yiizdesinin ve kiirelerin tekrar tekrar kullaniminin biyoetanol {iiretimi

tizerine etkisinin arastirtlmasi ¢alismanin amaclarini olusturmaktadir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Kimyasal Maddeler

Asi kopolimerin eldesinde kullanilan Sodyum aljinat (NaAlg) (saflik %100)
Sigma (Amerika), N-vinil-2-pirolidon (NVP) (d=1,04 g/mL, saflik >%98)Fluka
(Isvicre), azobisizobiitironitril (AIBN) (saflik >%98) ve hidrokinon (saflik %99)
Merck (Almanya), aseton (d=0,79 g/mL, saflik %100) ve etanol (d=0,788 g/mL,
saflik %99,5) Riedel-de Haen (Almanya) firmasindan temin edilmistir. N-vinil-2-
pirolidon 2 mmHg vakum altinda ve 65 °C’de distilasyon ile saflastirilarak, AIBN

aseton-su karistminda kristallendirilerek kullanilmistir.

Mikroorganizmalardan; S. cerevisiae susu Pakmaya (Tiirkiye) firmasindan,
S. bayanus 1A ve K. marxianus NCYC 587 suslari Ankara Universitesi, Miihendislik

Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Boliimii, Kiiltiir Koleksiyonundan temin edilmistir.

Kiiltiir ortamlarinda kullanilan malt 6zii Difco (Amerika), pepton ve besi
agar1 Lab M (Ingiltere), potasyum dihidrojen fosfat (saflik >%98) ve magnezyum
siilfat (saflik >%98) Riedel-de Haen (Almanya), glikoz (saflik %100) Carlo Erba
(Ingiltere), maya 6zii, amonyum siilfat (saflik >%98) Merck (Almanya) firmasindan

temin edilmistir. Elde edildikleri sekilde kullanilmiglardir.

Glikoz tayininde ve diger deneylerde kullanilan sodyum kloriir (saflik
%100) Riedel-de Haen (Almanya), dinitrosalisilik asit (saflik >%99) Fluka (Isvigre),
sodyum potasyum tartarat (saflik %100), sodyum hidroksit (saflik %97), kalsiyum
kloriir (saflik >%99) ve sodyum sitrat (saflik >%99) Merck (Almanya) firmasindan

temin edilmistir.
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2.2. Kullamlan Cihazlar

Element analizi calismalari: Elde edilen NaAlg-asi1-PVP as1 kopolimerinin C-, H-,
N- miktarlarinin tayini icin element analizi Elementar Analysensysteme GmbH vario

MICRO CHNS marka (Amerika) cihaz ile gerceklestirildi.

UV spektrofotometresi calismalari: Shimadzu UV-1800 marka (Japonya)

UV/Visible spektrofotometre kullanilmisgtir.

Gaz kromotografisi (GC) calismalari: Mikroorganizmalarin {iirettigi etanol HP
6890 marka (Amerika) gaz kromatografisi cihazi ile yapilmistir. DB-FFAP (kolon
uzunlugu 30m, kolon kalinhigi 0,32mm, film kalinhig 0,5um, 40-250 °C araliginda
kararli) kolon, analiz icin alev iyonlastirma detektorii ve tasiyici gaz olarak da

yiiksek saflikta (%99,999) azot gazi kullanilmistir.

Termogravimetrik analiz (TGA) cahsmalari: TGA Q500 model TA marka

(Amerika) cihazla gerceklestirilmistir.

Taramal elektron mikroskobu (SEM) calismalari: JSM 5600 marka (Tokyo,

Japonya) taramali mikroskop ile yapilmistir.

Yukaridaki temel cihazlarin yaninda su cihazlar da kullanmilmistir;

- Calkalamal1 su banyosu (Jeiotech BS-21, Kore)

- Manyetik karistirici (Corning PC-420, Amerika)

- Etiiv (Niive FN-055, Tiirkiye)

- pH metre (Hanna instruments HI 221, Romanya)

- Analitik terazi (Precisa XB 220A, Amerika)
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- Santrifiij (Niive NF-200, Tiirkiye)
- Otoklav (Niive OT 4060, Tiirkiye)

- Mikrodalga firin (Philco, Tiirkiye)

2.3. Sodyum Aljinat-asi-Poli(N-vinil-2-pirolidon) (NaAlg-asi-PVP) Agsi

Kopolimerinin Sentezi

Mikroorganizma immobilizasyonu i¢in destek materyal olarak kullanilacak
NaAlg-as1-PVP kopolimeri laboratuarimizdaki daha onceki bir ¢alismada [172]
tanimlandigr sekilde sentezlenmistir ve Fourier transform infrared (FTIR),
diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) ve elementel analiz c¢alismalart ile
karakterize edilmistir. Bu calismada kullanilacak as1 kopolimerler 6nceki ¢aligsma ile
karsilastirildiginda, %2,5 (w/v) NaAlg ve monomer derisimi degistirilerek

sentezlendi.

2.4. S. cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus Icin Kiiltiir Ortamlar
2.4.1. Kat1 Besi Ortam

Her tic maya i¢in benzer besi ortami kullanildi. Kati agar ortami 1 litre
¢oOzelti icin; 3 g maya oziitii, 3 g malt oziitii, 5 g pepton, 20 g besi agar1 ve 10 g
glikoz, deiyonize suda ¢oziilerek hazirlandi. Cozelti 121 °C’de 10 dakika sterilize
edilerek steril petri kaplaria dokiildii. Mayalar platin tel ile agar ortamina agilanda.
Bu ortam 30 °C’de 48 saat inkiibatérde mikroorganizmalarin geligsmesi i¢in bekletildi

ve +4 °C’de depolandi. Kat1 ortam her ay yeniden hazirlanarak kullanildi.
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2.4.2. S1v1 Besi Ortam

1 Litre iiretim ortami S. cerevisiae icin; 40 g glikoz, 2 g KH,POy4, 1 g
MgSO4 7H,0, 10 g maya 6zii ve 5 g (NH4)»SO4; S. bayanus icin; 80 g glikoz, 2 g
KH,POy4, 1 g MgSO4 7H,0, 10 g maya 6zii ve 5 g (NH4),SOy; K. marxianus icin; 60
g glikoz, 1 g KH,PO4, 0,3 g MgSO4 7H,0, 50 g maya ozii ve 2,5 g (NH4)>SO4
icerecek sekilde deiyonize suda ¢oziilerek hazirlandi. Hazirlanan ortamlar 121 °C’de
10 dakika otoklavda sterilize edildi. Sonra kati ortamdan platin tel ile
mikroorganizmalar sivi iiretim ortamina alindi ve 30 °C’de 120 rpm ¢alkalama

hizinda ¢esitli siirelerde su banyosunda mikroorganizmalar biiyiitiildii.

2.4.3. Fermantasyon Ortam

Fermantasyon ortami 1 litre ¢ozeltide S. cerevisiae ve S. bayanus igin 50-
200 g glikoz, 2 g KH,PO4, 1 g MgSO4 7TH,0; K. marxianus i¢in 50-200 g glikoz, 1 g
KH,POy4, 0,3 g MgSO4 7H,0 icerecek sekilde deiyonize suda c¢oziilerek hazirlanarak

121°C’de 10 dakika otoklavda sterilize edildi.

2.5. Mayalarin Polimerik Desteklere immobilizasyonu

NaAlg polimerinden %2 (w/v) ve ii¢ farkli agilama yiizdesine sahip NaAlg-
as1-PVP kopolimerlerinden % 3’liik (w/v) ¢ozeltileri hazirlanmistir ve 121°C’de 10
dakika otoklavda sterilize edildikten sonra kullanilmistir. S1vi besi ortaminda inkiibe
edilen mayalar santrifiijlenerek ayrildiktan sonra %0,9’luk (w/v) NaCl ile
yikanmistir. Mayalarin iizerine steril deiyonize su ilave edilerek hazirlanan polimer

¢ozeltilerine hacimce %10 olacak sekilde eklenmistir. Polimer-mikroorganizma
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cozeltileri, %2,0-3,5 CaCl, (w/v) capraz baglayici ¢ozeltilerine pipetle damlatilarak
kiireler olusturulmustur. Kiireler 30 dakika capraz baglandiklan1 ¢ozeltilerde
bekletildikten sonra 5 dakika sterilize edilmis saf su ile yikandiktan sonra iiretim

ortamina eklenmistir.

2.6. Maya Kuru Kiitlesinin Belirlenmesi

Fermantasyon sirasinda kullanilacak maya miktarin1 gram/litre (g/L) olarak
belirlemek amaciyla besiyeri hazirlandi ve sterilize edildikten sonra platin tel ile kati
iiretim ortamindan alinan mayalar asilanarak 30 °C’de 120 rpm ¢alkalama hizinda su
banyosunda biiyiitiildii. Mikrodalga firinda 1 dakika kurutularak bos agirliklar
almmis olan tiiplere 5 mL Ornek alind1 ve deney tiipleri 4000 rpm’de 5 dakika
santrifiijlendi. Ustteki s1vi kisim atild: ve iizerlerine %0,9’luk (w/v) NaCl’den 5 mL
ilave edilerek tekrar 4000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Ustteki kistm yine alind1 ve
tiipler 1 dakika siire ile mikrodalga firinda kurutuldu. Kurutulan tiipler icinde CaCl,

olan desikatorde sogutuldu ve tiiplerin agirliklari tartilda.

Immobilize mayalarin kiitlesini belirlemek amaciyla; maya immobilize
edilmis kiireler sterilize edilmis siv1 besi ortamina alinarak 30 °C’de 120 rpm hizda
kanstirllarak ¢ogalmalar1 saglandi. Daha sonra inkiibe edilen kiirelerden 10 adet
almarak 5 mL %2 (w/v) sodyum sitrat ¢ozeltisi icerisinde 24 saat siireyle c¢oziildii.
Daha sonra karisim 4000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi, tistteki sivi kisim atild1 ve
izerlerine %0,9’luk (w/v) NaCl’den 5 mL ilave edilip tekrar 4000 rpm’de 5 dakika
santrifiijlendi. Ustteki s1vi kistm yine alind1 ve tiipler 1 dakika siire ile mikrodalga
firnda kurutuldu. Kurutulan tiipler icinde CaCl, olan desikatorde sogutuldu ve

tiiplerin agirhiklan tartildi. Ayni islem maya immobilize edilmemis kiireler igcinde
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yapilarak bu karigimin agirligi dara olarak alindi. Serbest mayalar icin kuru hiicre

agirligr gram/litre (g/L) olarak Esitlik 2.1.’den yararlanilarak belirlendi.

Kuru Maya Kiitlesi (g/L) = A-B

x1000 (Esitlik 2.1.)

Burada; A dolu tiip kiitlesi, B bos tiip kiitlesi ve V 6rnek hacmi olarak
tammlanmistir. Immobilize mayalar icin kuru hiicre agirhig ilk olarak yukaridaki
esitlikten 10 tane kiire i¢in hesaplanmis, daha sonra besi ortamindaki toplam kiire

miktari ile carpilarak biitiin kiirelerdeki kuru kiitle bulunmustur.

2.7. Fermantasyon Deneyi

Maya immobilize edilmis NaAlg ve cesitli as1 yiizdelerine sahip NaAlg-asi-
PVP Kkiireleri hazirlanan fermantasyon ortamlarina eklenerek 30 °C’de 120 rpm
calkalama hizinda karistinlarak etanol iiretimi gerceklestirildi ve belirli siirelerde
ortamdan Ornekler alindi. Bu orneklerden immobilize mayalarin zamanla glikoz

tiketim ve etanol uiretim miktarlar belirlendi.

2.8. Glikoz Analizi

Glikoz tayini i¢in, dinitro salisilik asit (DNSA) reaktifi ile glikozun
olusturdugu kahverengi ¢ozeltinin 540 nm’deki renk yogunlugu Slciildii [4]. DNSA
reaktifi 100 mL ¢6zelti icin su sekilde hazirlanmistir; 25 mL 2 M sicak NaOH iginde
1 g DNSA c¢oziildii, ayr1 bir yerde 30 mL suda 30 g sodyum potasyum tartarat
coziildi, sicak DNSA c¢ozeltisi sodyum potasyum tartarat ¢ozeltisi iizerine ilave

edildi, karigsim su ile 100 mL’ye tamamlandi, 45 °C’de bir siire karigtirildi. Tayin i¢in
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glikoz cozeltisinden deney tiipiine 0,5 mL alindi1 iizerine 1,5 mL DNSA reaktifi
eklenerek 5 dakika kaynayan su icerisinde bekletildi. Cozeltiye 5 mL deiyonize su
eklendi. Cozeltinin renk yogunlugu 540 nm dalga boyunda cam kiivet kullanilarak
belirlendi. Kalibrasyon grafigi icin 0,2-2,0 g/L derisim araliginda glikoz cozeltileri
hazirlanarak DNSA reaktifi ile verdikleri renklerin absorbans degerleri grafige
gecirildi. Derisimi bilinmeyen glikoz c¢ozeltilerinin derisimleri de bu egrinin

egiminden yararlanilarak belirlendi.

2.9. Gaz Kromatografisi ile Etanol Tayini

[k olarak cihazin ¢alisma sicakliklari; enjeksiyon blogu igin 200, kolon igin
190 ve dedektor igin 200 °C olarak ayarlandi. Etanol tayini, 0,2-2 g/L araliginda
deiyonize su ile hazirlanan derigimleri belli etanol c¢ozeltilerinin gaz kromatografi
cihazina enjekte edilerek, alev iyonlagtirma dedektorii ile elde edilen pik alanlarina
gore kalibrasyon egrisi olusturuldu. Derigsimi bilinmeyen etanol ¢ozeltilerinin
derisimleri ise yine cihazdan elde edilen pik alanlarina gore kalibrasyon egrisinden

yararlanilarak belirlendi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

3.1. NaAlg-as1-PVP Kopolimerinin Karakterizasyonu

3.1.1. As1 Kopolimerlerin Element Analizi Sonuclari

Cizelge 3.1.’de elde edilen NaAlg-as1-PVP kopolimerlerinin element analizi
Olctim sonuglarindan hesaplanan asilama yiizdeleri ve polimerlerin isimleri
goriilmektedir. Elde edilen as1 kopolimerlerde monomer derisiminin artis1 ile

asilanma yiizdesi artmaktadir.

Cizelge 3.1. NaAlg-as1-PVP kopolimerlerinin isimleri, azot miktarlar1 ve N-vinil-2-

pirolidon asilama yiizdeleri

Polimerin As1 Kopolimer Monomer . Azot f&sllafna
Kodu Miktar1 (Mol) | Miktar1 (%) | Yiizdesi (%)
Ay NaAlg-as1-PVP, 4,2x107 1,34 12,21
Ay NaAlg-as1-PVP, 6,3){10"2 1,66 15,09
As NaAlg-as1-PVP; 8,4x107 2,13 19,88

3.1.2. As1 Kopolimerin Termogravimetrik Analiz Sonuclari

NaAlg, PVP ve NaAlg-asi-PVP (%19,88 as1 ylizdesine sahip kopolimer
icin) polimerlerinin termogravimetrik analiz sonuglarn Sekil 3.1.’de sunulmustur.
NaAlg’'nin termogrami incelendiginde, 30-220 °C, 220-253 °C ve 253-488 °C
sicaklik araliklarinda ii¢ asamada 1s11 bozunmaya ugradigi gozlenmistir. 30-220 °C
sicaklik araliginda ve polimerin kiitlesinin yaklasik olarak %16’sim1 kaybettigi

bozunma, polimerin yapisindaki suyun uzaklagsmasini gostermektedir. 220-253 °C ve
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253-488 °C sicaklik araliklarinda ve polimerin kiitlesinin sirasiyla yaklagik %31 ve

%16’s1m kaybettigi bozunmalar, NaAlg’'nin 1s1l par¢calanmasina atfedilebilir.

PVP’nin termograminda 30-66 °C ve 400-445 °C sicaklik araliklarinda iki
asamada 1s11 bozunmaya ugradifi gozlenmistir. 30-66 °C sicaklik araliginda ve
polimerin kiitlesinin yaklasik %9’unu kaybettigi bozunma, polimerin yapisindaki
suyun uzaklagsmasini gostermektedir. 400-445 °C sicaklik araliginda ve polimerin
kiitlesinin yaklasik %85’ini kaybettigi bozunma, PVP’nin 1si1l parcalanmasina

atfedilebilir.

NaAlg-asi-PVP’nin termograminda NaAlg’ye benzer sekilde 30-224 °C,
224-245 °C ve 245-450 °C sicaklik araliklarinda, ii¢ asamada 1s1l bozunmanin
meydana geldigi gozlenmistir. NaAlg’'ye benzer sekilde 30-224 °C  sicaklik
araliginda ve polimerin kiitlesinin %16’stm1  kaybettigi bozunma, polimerin
yapisindaki suyun uzaklagmasini gostermektedir. Yine NaAlg’ye benzer sekilde
goriilen, 224-245 °C sicaklik araliginda ¢ikan ve polimerin kiitlesinin %25’ini
kaybettigi bozunma, NaAlg’nin 1s1l par¢alanmasina atfedilebilir. 245-450 °C sicaklik
araliginda ve polimerin kiitlesinin %24 iinii kaybettigi bir bozunma gézlenmektedir.
Bu bozunmanin oldugu yerde NaAlg’ye oranla yaklasik %8 daha fazla kiitle kaybi
meydana gelmistir. Ayrica PVP’nin aym sicaklik araliginda %85 gibi biiyiik bir
kiitle kaybina ugramasi as1 kopolimerdeki bu bozunmanin NaAlg’nin yaninda,

yapidaki PVP gruplariin da 1s1l par¢alanmaya ugradigini géstermektedir.
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Sekil 3.1. NaAlg, PVP ve NaAlg-asi-PVP polimerlerinin kargilastirmali TGA

termogramlari

Baslangic bozunma sicakliklarina gore 1s1l kararliligi en yiiksek olan PVP
(yaklasik 400 °C) olarak bulunmugtur. NaAlg ile NaAlg-asi-PVP polimerlerinin

baslangi¢ bozunma sicakliklari (yaklasik 224 °C) ise ayn1 bulunmustur.

Literatiirde de benzer sonuglar bulunmaktadir. Alla vd. (2007), gama
radyasyonu ile poli(N-vinil-2-pirolidon)/poli(akrilik asit) hidrojelleri
hazirlamiglardir. Bu hidrojellerin 1s1l davranislarini incelediklerinde, yapilarda 1sill
dayamiklilign daha yiikksek olan PVP’nin miktarimin artmasina bagh olarak

hidrojellerin 1s1l dayanikliliginin da arttigini belirlemislerdir [209].
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Sekil 3.2. NaAlg, PVP ve NaAlg-as1-PVP polimerlerinin karsilastirmali DTGA

termogramlari

NaAlg, PVP ve NaAlg-asi-PVP (%19,88 as1 yiizdesine sahip kopolimer
icin) polimerleri igin diferansiyel termogravimetrik analiz (DTGA) egrileri
incelendiginde (Sekil 3.2.) NaAlg (238 °C) ve PVP igin (425 °C) tek, NaAlg-asi-
PVP; (239 ve 402 °C) ise iki ayr1 maksimum bozunma sicaklign gozlenmistir. Asi
kopolimerde gozlenen maksimum bozunma sicakliklari, saf NaAlg ve saf PVP’ye

¢ok yakin gozlenmistir. Bagka bir ifadeyle as1 kopolimerde 239 ve 402 °C’de
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gozlenen bu maksimum bozunmalar sirasiyla NaAlg ve PVP’nin 1s1] pargalanmasina
atfedilebilir. Benzer sonucglar Caykara vd. (2005) poli(etilen oksit) ve NaAlg ile

yaptiklar ¢alismalarda gézlenmistir [210].

3.1.3. As1 Kopolimerin Taramal Elektron Mikroskobu Goriintiisii

Sekil 3.3.te NaAlg (a) ve NaAlg-asi-PVP kopolimerin (%19,88 as1
yiizdesine sahip kopolimer i¢in) (b) 5000 biiyiitmeli SEM fotograflar1 sunulmustur.
NaAlg’nin SEM goriintiisiinde polimer iist iiste istiflenmis bir yap1 gostermektedir.
N-vinil-2-pirolidon ile as1 kopolimerizasyondan sonra NaAlg-as1-PVP kopolimerinin
yilizeyinin daha piiriizlii bir goriiniise sahip oldugu ve yiizeydeki diizensizlikler
acikca goriilmektedir. NaAlg’nin yiizey goriintiisiindeki bu degisim bize polimer
zincirlerinin i¢ine PVP gruplarinin girdigin bir kamitidir. As1 kopolimerlerle ilgili

benzer sonuglar literatiirde verilmistir [211].

Sekil 3.3. NaAlg ve NaAlg-as1-PVP polimerlerinin SEM fotograflari

58



3.2. Elde Edilen Polimerik Kiirelerin Karakterizasyonu

3.2.1. NaAlg ve As1 Kopolimer Kiirelerinin Taramah Elektron Mikroskobu

Goriintileri

Sekil 3.4.°te %2,5 (w/v) CaCl, ile 30 dakika ¢apraz baglanarak elde edilmis
NaAlg (a) ve NaAlg-asi-PVP kopolimer kiirelerinin (A; i¢in b, A; i¢in ¢, Aj icin d)
SEM fotograflar1 sunulmugtur. Biitiin polimerik kiirelerin SEM fotograflan

incelendiginde yapilarinin kiiresel sekilli olduklar1 goriilmektedir.

*X45 SB8mm

Sekil 3.4. NaAlg ve NaAlg-as1-PVP polimerik kiirelerinin SEM fotograflar

3.2.2. NaAlg ve NaAlg-as1-PVP Polimerik Kiirelerinin Sisme Derecesi
Capraz baglanmis bos kiirelerin sisme dereceleri 30 °C su banyosunda

gravimetrik olarak belirlenmistir. Bu amagla %2,0 (w/v) CaCl, ile 30 dakika capraz
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baglanarak hazirlanmig NaAlg ve NaAlg-asi-PVP polimerik kiirelerinden 10 adet
alinmig ve 25 mL S. cerevisiae mikroorganizmalarinin besiyeri icine atilmislardir.
Belirli zamanlarda kiireler bu ortamdan alinmis, iizerlerindeki sivi uzaklastirilarak
tartilmiglardir. Sigsme derecesi degerleri Esitlik 3.1. ile belirlenmis ve sonuclar Sekil
3.5.’te verilmistir.

(M-Mg)

Sisme derecesi (%) = M— x100 (Esitlik 3.1.)
d

Burada M ve My sirasiyla sismis ve kuru kiirelerin kiitleleri olarak
alinmigtir. Polimerik kiirelerin sisme dereceleri 8 saat sonunda dengeye ulasmis,
NaAlg i¢in %554,77, kopolimer kiirelerinden A; i¢in %779,14, A, i¢in %768,20 ve
As icin %735,95 olarak belirlenmistir. NaAlg iizerine PVP agsilanmasi ile sisme
derecesi degerlerinin yaklasik %554’ten %780 seviyelerine kadar arttifi
bulunmustur. NaAlg iizerine hidrofilik karakteri yiiksek PVP gruplarinin yan dallar
seklinde girmesi NaAlg’nin hidrofilik 6zelligini de arttirmistir. Bu sebeple kopolimer
kiirelerinin sisme derecelerinin NaAlg’ye oranla oldukca yiiksek degerlere ulastig
belirlenmistir. Bu konuda yapilan ¢esitli caligmalarda benzer sonuglara ulasildig:
belirtilmistir [172,181,212]. Bizim daha once yaptigimiz calismada NaAlg iizerine
PVP asilanmas1 ile 27 °C distile suda Kkiirelerin denge sisme derecelerinin
%142,02°den %227,18’e arttigr gozlenmistir [172]. Katime vd. (2001) poli(N-
izopropilakrilamit-ko-itakonik asit) hidrojelleri ile yaptiklar1 ¢alismada itakonik asit
yiizdesinin 5’ten 20’ye arttirilmasi ile hidrojellerin denge su igeriklerinin %68,33’ten

%97,64 seviyelerine arttigim bildirmislerdir [212].
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Sekil 3.5. NaAlg ve NaAlg-asi-PVP polimerik kiirelerinin sisme derecelerinin

zamanla degisimiz

3.2.3. Bos ve Mikroorganizma immobilize Edilmis NaAlg ve NaAlg-asi-PVP

Kiirelerinin SEM Goriintiileri

SEM  goriintilleri  hiicre ~ immobilizasyonunu  aydinlatmak  icin
gerceklestirilmistir. Bos ve mikroorganizma immobilize edilmis NaAlg ve NaAlg-
as1-PVP Kkiirelerinden alinan kesitlerin SEM goériintiilerinden (S. cerevisiae
immobilize NaAlg kiireleri %2,0 (w/v) CaCly, S. bayanus ve K. marxianus
immobilize NaAlg ve biitiin NaAlg-as1-PVP kiireleri %2,5 (w/v) CaCl, ile 30 dakika
olgunlastirilarak elde edilmistir.) elde edilen sonuglar Sekil 3.6.’da gosterilmistir.
Bos ve immobilize kiirelerin SEM goriintiileri karsilastirildiginda ¢ok sayida maya

hiicresinin polimer duvarlarina tutunmus oldugu gézlendi.
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Sekil 3.6. Bos ve S. cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus immobilize edilmis kiirelerin kesit alanlarinin SEM goriintiileri: (1 ve 2) bos
NaAlg ve A kiirelerinin 5000 biiyiitmeli; (3 ve 4) S. cerevisiae immobilize edilmis NaAlg ve A kiirelerinin 500 biiyiitmeli; (5 ve
6) S. bayanus immobilize edilmis NaAlg ve A, kiirelerinin 500 biiyiitmeli; (7 ve 8) K. marxianus immobilize edilmis NaAlg ve A3

kiirelerinin 1000 biiyiitmeli SEM goriintiileridir



3.3. immobilizasyon ve Etanol Uretim Calismalar
3.3.1. Serbest Mayalarin Kuru Hiicre Kiitlesi ve Glikoz Derisiminin Degisimi

Serbest mikroorganizmalarin kuru hiicre kiitlesini gram/litre olarak
belirlemek amaciyla sivi besiyerine mayalar agilanarak 30 °C’de 120 rpm calkalama
hizinda mikroorganizmalar bilyiitiilmiistiir. Cesitli siirelerde iiretim ortamindan
alman 10 mL’lik ornekler santrifiijlenip, mikrodalga firinda kurutulduktan sonra
tiipler icindeki kuru kiitle tartilarak belirlenmistir. Ayrica alinan ornekler i¢indeki
glikoz derisimleri de DNSA metodu ile belirlenerek zamana karst kuru hiicre

kiitlesinin ve glikoz derisiminin degisimi Sekil 3.7., 3.8. ve 3.9.”da verilmistir.

- 40

- 30

- 20

Kuru Kiitle (g/L)
w
(1/6) iunduag zoyin

- 10

—&— Kuru kitle
—O— Glikoz derigimi
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Sekil 3.7. S. cerevisiae i¢in zamana karst kuru hiicre kiitlesinin ve glikoz derisiminin

degisimi
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Sekil 3.8. S. bayanus i¢cin zamana karsi kuru hiicre kiitlesinin ve glikoz derisiminin

degisimi
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Sekil 3.9. K. marxianus i¢in zamana karsi kuru hiicre kiitlesinin ve glikoz derisiminin

degisimi
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Sekiller incelendiginde kuru hiicre kiitlesi ve glikoz derisimi degerlerinin
birbiriyle son derece uyumlu ciktig1 goriilmektedir. Glikoz derisiminin zamanla
azalmasiyla kuru kiitle degerleri bununla orantili olarak artmaktadir. Inkiibasyon
ortamindaki glikoz derisimi zamanla sifira yaklastifinda ortamda mayalarin
tiremesini saglayacak karbon kaynagi kalmadigi icin kuru kiitle degerleri de S.
cerevisiae i¢in yaklasik 14 saat, S. bayanus ve K. marxianus i¢in 18 saat sonunda
sabit bir degere wulasmistir. Polimerik kiirelere immobilize edilecek
mikroorganizmalar maksimum tireme miktarina ulasmis serbest mayalardan alinarak

kullanilmistir.

3.3.2. Polimerik Kiirelere immobilize Mayalardan Etanol Fermantasyonu

Immobilize mikroorganizmalarin kuru hiicre kiitlesini belirlemek amaciyla
biiylime ortamindan alinan kiireler sodyum sitrat i¢inde ¢oziildiikten sonra 6rnekler
santrifiijlenip, mikrodalga firinda kurutulduktan sonra tiipler icindeki kuru kiitle
tartilarak gram/litre olarak belirlenmistir. Ayrica mayalar kiirelere immobilize
edildikten sonra iiretim sirasinda mikroorganizmalarin kiirelerin i¢inde biiylimesine
baglh olarak bir miktar maya kiirelerden disar1 kacmaktadir. Uretim siiresince
kiirelere immobilize olan mayalarin yiizdesi Esitlik 3.2. kullanilarak hesaplandi.

M; -
Immobilizasyon yiizdesi = ———— x100 (Esitlik3.2.)
M; + Mq
Burada M; immobilize mayalarin, M; ise serbest mayalarin kuru kiitlesi

olarak tanimlanmustir.

65



NaAlg ve farkli as1 yiizdelerine sahip NaAlg-asi-PVP kopolimerleri ile
hazirlanan kiireler icin kuru hiicre kiitlesi ve immobilizasyon yiizdesi degerleri

Cizelge 3.2., 3.3. ve 3.4.’te verilmistir.

Cizelge 3.2. S. cerevisiae immobilize edilmis NaAlg ve as1 kopolimer kiirelerinin

etanol tiretim sonuglari

Etanol Kiiredeki
Etanol TN Etanol . ore
. .. .| Uretim . . Toplam Immobilizasyon
Polimer | Derisimi Verimi . .. .
(/L) Hizx (g/e) Kuru Kiitle Yiizdesi (%)
(g/Lsaat) (g/L)

NaAlg 53,65 3,95 0,537 4,05 85,76
Ay 56,32 4,69 0,563 4,35 83,22
As 54,01 4,50 0,540 4,38 87,97
As 56,14 4,68 0,561 4,97 91,40

Cizelge 3.3. S. bayanus immobilize edilmis NaAlg ve as1 kopolimer kiirelerinin

etanol tiretim sonuglari

Etanol Kiiredeki
Etanol L Etanol . -
. .. .| Uretim . . Toplam Immobilizasyon
Polimer | Derisimi Verimi .. . .
(/L) Hiz (e/2) Kuru Kiitle Yiizdesi (%)
(g/Lsaat) (g/L)

NaAlg 46,36 421 0,464 5,19 90,79
A 43,55 4,84 0,436 5,25 88,83
As 44,96 5,00 0,450 5,48 90,98
Aj 44,70 4,96 0,447 5,62 89,53
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Cizelge 3.4. K. marxianus immobilize edilmis NaAlg ve as1 kopolimer kiirelerinin

etanol iiretim sonuglari

Etanol Kiiredeki
Etanol ., Etanol . re
Polimer | Derisimi Uretim Verimi Toplam Immobilizasyon
olime $ Hizi Kuru Kiitle |  Yiizdesi (%)

NaAlg 35,25 1,82 0,353 3,38 74,77
A 36,32 1,86 0,363 3,93 78,93
A, 37,43 2,14 0,374 3,96 78,90
Az 36,15 2,15 0,362 3,69 74,95

Sonuglar incelendiginde kiirelerden disari kacan maya miktar1 immobilize
mayalara oranla S. cerevisiae icin yaklasik %15, S. bayanus icin %10 ve K.
marxianus i¢in %20 seviyelerinde kalmaktadir. Immobilizasyon yiizdeleri
incelendiginde, her ii¢ kopolimerle de elde edilen kiirelerin immobilizasyon

yiizdelerinin oldukga yiiksek oldugu bulunmustur.

Phisalaphong vd. (2007) kalsiyum kloriir ile capraz baglayarak elde ettigi
kalsiyum aljinat—su kabagi matrikse immobilize edilmis S. cerevisiae mayasindan
etanol {retim caligmalarinda immobilizasyon yiizdeleri %87-93 araliginda
degismektedir [23]. Bizim sonu¢larimizin bu calisma ile uyumlu oldugu

goriilmektedir.

Etanol iiretim deneylerinde, fermantasyon ortamlarina azot kaynagi ilave
edilmemistir. Fermantasyon ortamina ilave edilen azot, mikroorganizmalarin
canliligin1 korumasi ve ¢cogalmalari icin gereklidir. Bu amagla 6n biiyiitme ortamina

mikroorganizmalarin ¢ogalmalari icin azot kaynagi olarak maya 6zii ve amonyum
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siilfat ilave edilmistir. Fermantasyon ortaminda mikroorganizmalarin daha fazla
cogalmasimi ve bu sirada glikoz tiiketimini engellemek, dolayisiyla daha yiiksek
etanol verimi saglamak amaciyla azot kaynag ilave edilmemistir [213,214]. Ayrica,
etanol fermantasyonu ilk olarak serbest mikroorganizmalar kullanilarak
gercgeklestirildi, fakat fermantasyon ortami herhangi bir azot kaynagi icermedigi i¢in
serbest mikroorganizmalardan etanol iiretimi saglanamadi. Bu sebeple, immobilize
ve serbest mikroorganizmalardan etanol iiretimiyle ilgili herhangi bir karsilagtirma

yapilamamustir.

Etanol {iiretimi {izerine N-vinil-2-pirolidon’un ve asilama yiizdesinin
etkisinin arastinnlmas1 amaciyla, NaAlg ve cesitli as1 yiizdelerine sahip NaAlg-asi-
PVP kiireleri S. cerevisiae icin %2 (w/v) CaCl,, diger mayalar i¢in %2,5 (w/v) CaCl,
ile 30 dakika capraz baglanarak hazirlanmislardir. Etanol derisimi, iiretim hizi ve
verimi Cizelge 3.2., 3.3. ve 3.4.’te verilmigstir. Etanol iiretim hiz1 ve verimi Esitlik

3.3. ve 3.4. kullanilarak hesaplanmistir.

Etanol iiretim hiz1 (Qp) = P/t (Esitlik 3.3.)

Etanol verimi (Ypss) = P/S (Esitlik 3.4.)

Burada; P, gram/litre (g/L) olarak iiretilen etanol derisimi, t, saat olarak

etanol {iretimi i¢in gecen siire ve S, gram (g) olarak harcanan glikoz miktar igin

kullanilmistir.

Maya immobilize kiirelerin, 100 g/L glikozdan elde edilen en iyi etanol

iretim sonuglar1 her bir maya icin karsilastirilmis ve Cizelge 3.5.’te sunulmustur.
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Cizelge 3.5. PVP asilanmasina gore maya immobilize kiirelerin etanol {iiretim

sonuglarinin karsilastirilmasi

Etanol Etanol
. e e e | e e Etanol
Polimer | Derisimi | Uretim Hizi Verimi (g/g)
(gL) | (g/Lsaat) .
S. cerevisiae A 56,32 4,69 0,563
S. bayanus A; 44,96 5,00 0,450
K. marxianus Az 36,15 2,15 0,362

Cizelgeler incelendiginde maya immobilize NaAlg ve her iic kopolimerle
hazirlanan kiireler i¢in etanol derisimi ve etanol verimi degerleri cok farklilik
gostermemektedirler. Buna karsilik, etanol iiretim hizi degerlerinde, NaAlg iizerine
PVP asilanmasiyla belirli bir artis gdzlenmistir. Maya immobilize kiirelerden S.
cerevisiae icin 3,95’ten 4,69 g/Lsaat’e, S. bayanus i¢in 4,21’den 5,00 g/Lsaat’e ve K.
marxianus i¢in 1,82°den 2,15 g/Lsaat’e kadar artmaktadir. Bununla birlikte etanol
tretim hiz1 degerleri, S. cerevisiae ve S. bayanus immobilize kiireler i¢cin PVP
asilama yiizdesinden ¢ok fazla etkilenmezken, K. marxianus immobilize kiireler i¢cin
%18’1ik bir artis gdzlenmistir. Bundan sonraki tiim calismalarda, S. cerevisiae ve S.
bayanus immobilize kiirelerle yapilan etanol iiretim hizi sonuglarinin benzerligi
nedeniyle A; kopolimeri, K. marxianus immobilize kiireler i¢in etanol iiretim hizinin

artmasi sebebiyle Az kopolimeri kullanilmistir.

Biitiin sonuclar incelendiginde, polimerik hidrojel kiirelerin sisme
kapasitelerinin  fermantasyon hizinin artmasinda O©nemli bir rol oynadigl
goriilmektedir. Sodyum aljinat yapisina son derece hidrofilik PVP gruplarinin

eklenmesi hidrojel kiirelerin denge sisme derecelerini arttirmistir. Bunun bir sonucu
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olarak, gozenekli kiirelerden besinlerin ve iiriinlerin difiizyonu kolaylagsmistir. Besin
maddelerinin kiirelerin i¢ine difiizyonunun kolaylagsmasi ile maya hiicrelerinin
cogalmasi kolaylagsmis ve etanol iiretim hizlar1 artmistir. Benzer sonuglar literatiirde
bildirilmistir [172,215]. Ayrica diger calismalarla karsilastirildiginda, elde edilen
etanol iiretim miktari, etanol verimi ve etanol iiretim hizi sonuglarinin literatiirle
uyumlu oldugu goriilmiistiir [1,216-218]. Laopaiboon vd. (2009) siipiirge darist
sularindan elde ettikleri toplam 280 g/L seker igeren fermantasyon ortamindan etanol
tiretim ¢aligmalarinda iiretim, etanol iiretim hiz1 ve etanol verimi degerlerini sirasiyla
120,68 g/L, 2,01 g/Lsaat ve 0,51 g/g olarak belirlemislerdir [216]. Kourkoutas vd.
(2003) ayva parcalarina immobilize mayadan sarap iiretimi calismalarinda etanol
tiretim miktarin1 84,5 g/L, etanol iiretim hizin ise 3,016 g/Lsaat olarak bulmuslardir
[217]. Gupta vd. (2009) Prosopis juliflora bitkisinin artiklarim1 enzimatik olarak ve
asitle hidrolize ederek elde ettikleri sekerden Pichia stipitis ve S. cerevisiae ile etanol
tiretmislerdir. Etanol tiretim miktar1 11,61-18,52 g/L araliginda, etanol verimi 0,28-

0,49 araliginda, etanol iiretim hizim 0,62-2,44 g/Lsaat araliginda bulmuslardir [218].

3.3.3. Maya Immobilize NaAlg-as1-PVP Kiirelerinin Karakterizasyonu

As1 kopolimer-maya karisimi %1,5, 2,0, 2,5, 3,0 ve 3,5 (w/v) CaCl,
¢ozeltileri icinde 30 dakika capraz baglanarak maya immobilize edilmis kiireler elde
edilmistir. Biiyiime ortamindan cesitli siirelerde 10 tane kiire alinarak immobilize
mayalarin kuru hiicre agirlign belirlenmistir. Maya immobilize edilmis kiirelerin
fiziksel oOzelliklerine ve etanol fermantasyon kapasitelerine capraz baglayici

derisiminin etkisi Cizelge 3.6., 3.7. ve 3.8’de verilmistir.
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Cizelge 3.6. S. cerevisiae immobilize edilmis kiirelerin fiziksel karakteristigine ve

etanol fermantasyon kapasitelerine capraz baglayici derisiminin etkisi

%CaCly(W/v) 1,5 2,0 2,5 35
Kiire ¢aplart (mm) 4,20310,058 4,13610,062 4,09810,061 3,97410,059
Baslang}g.t.alil fiziksel Esnek Esr}ek ve Esr.lek ve Cok sert
gorunum yeterince sert yeterince sert
On biiyiitmeden sonra o Yeterince
Kararliik Kararl: degil Kararl Cok kararli Cok kararli
On biiyiitmeden sonra
kiirelerin i¢indeki hiicre 4,1610,21 4,2310,11 4,35+0,19 4,45+0,30
derisimi (g/L)
On biiyiitmeden sonra
kiire disina ¢ikan 1,2610,07 0,72+0,02 0,46x0,03 0,36£0,03
hiicrelerin derisimi (g/L)
Immobilizasyon yiizdesi 76,77 $5.30 90.66 92.25
(%)
Etanol derisimi (g/L) 57,72 56,32 54,13 49,52
Etanol iiretim hizi
(g/Lsaat) 4,81 4,69 4,51 3,54
Etanol verimi (g/g) 0,577 0,563 0,541 0,500
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etanol fermantasyon kapasitelerine capraz baglayici derisiminin etkisi

Cizelge 3.7. S. bayanus immobilize edilmis kiirelerin fiziksel karakteristiine ve

%CaCl, (W/v) 2,0 2,5 3,0 35
Kiire ¢aplart (mm) 3,820+0,044 3,731£0,062 3,768%0,041 3,6630,047
Baslangigtaki fiziksel Esnek ve Esnek ve Esnek ve Cok sert
goriinim yeterince sert | yeterince sert biraz sert
On biiyiitmeden sonra Yeterince
Kararhlik Kararh Cok kararli Cok kararli Cok kararli
On biiyiitmeden sonra
kiirelerin igindeki hiicre 4,6310,27 5,25%0,11 5,1910,13 4,97+0,26
derisimi (g/L)
On biiyiitmeden sonra
kiire disina ¢ikan 0,7120,04 0,6610,18 0,6210,08 0,48 £0,05
hiicrelerin derisimi (g/L)
Immobilizasyon yiizdesi 86. 06 $8.83 89.33 91,19
(%)
Etanol derisimi (g/L) 43,15 43,55 45,39 43,94
Etanol tiretim hizi
(g/Lsaat) 4,79 4,84 4,54 4,39
Etanol verimi (g/g) 0,432 0,436 0,454 0,440
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Cizelge 3.8. K. marxianus immobilize edilmis kiirelerin fiziksel karakteristigine ve

etanol fermantasyon kapasitelerine capraz baglayici derisiminin etkisi

% CaCl, (W/v) 2,0 25 3,0 35
Kiire caplar1 (mm) 3,827+0,061 | 3,810+0,073 | 3,771+0,074 | 3,667+0,035
Baslang.@‘t.alil fiziksel Esnek Esr}ek ve Esnek ve Cok sert
gorinim yeterince sert biraz sert
On biiyiitmeden sonra Yeterince

kararlilik Kararli Cok kararh Cok kararlt Cok kararl

On biiyiitmeden sonra
kiirelerin igindeki hiicre 3,69+0,13 4,0210,07 3,94+0,07 3,5610,20
derisimi (g/L)

On biiyiitmeden sonra
kiire disina ¢ikan 1,2310,17 0,95+0,01 0,74£0,01 0,6710,14
hiicrelerin derisimi (g/L)

Immobilizasyon yiizdesi

(%) 75,00 80,88 84,19 84,16

Etanol derisimi (g/L) 35,95 36,15 38,99 39,15
Etanol iiretim hizi

(g/Lsaat) 2,25 2,15 2,05 2,06

Etanol verimi (g/g) 0,360 0,362 0,390 0,392

Maya immobilize edilmis kiirelerin hazirlanmasi sirasinda CaCl, derigimi,
kiirelerin fiziksel 6zellikleri, ¢aplari, immobilizasyon yiizdeleri, etanol iiretimleri ve
hazirlanan kiirelerdeki hiicre derigimi gibi cesitli parametreleri etkilemektedir.
Kiirelerin caplar elektronik kumpas kullanilarak (Mitutoyo IP.65, Japonya) 10 adet
Ornegin Ol¢lim sonucunun ortalamasi alinarak verilmistir. CaCl, derisimi,
fermantasyon boyunca besinlerin kiirelerin i¢ine, iiriinlerin ise kiirelerin disina

kolayca tasinmalarimi saglayacak sekilde ayarlanmalidir.

Cizelgelerden goriildiigli  iizere, kiirelerin fermantasyon boyunca

kararliligimi korumasi, yiiksek immobilizasyon ylizdesine sahip olmasi ve glikoz
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molekiillerinin difiizyonunu kolaylastirarak etanol tiretim hizimi arttirmasi, gibi
ozelliklerinden dolay1 etanol fermantasyonu i¢in en uygun CaCl, derisimi biitiin

maya immobilize kiireler i¢in %2,5 (w/v) olarak alinmistir.

%1,5 ve 2,0 (w/v) CaCl, ile capraz bagh Kkiireler, kararli olmadig i¢in
fermantasyon sirasinda belirli bir siire sonra yiizeylerinde catlamalar meydana
gelmistir. Bunun sebebinin, kiirelerin ii¢ boyutlu ag yapisindaki capraz bag

yogunlugunun az olmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir.

%3 ve 3,5 CaCl, (w/v) ile capraz baglanmis kiirelere mayalarin
immobilizasyon ylizdesinin artmasina ragmen c¢ok sert bir yapiya sahip olduklar
gozlenmistir. Kiirelerin sertlesmesinin, yapilarindaki capraz bag yogunlugunun
artmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Etanol fermantasyonu sirasinda
kiirelerdeki ¢apraz bag yogunlugunun artis1 besinlerin kiirelerin i¢ine difiizyonunu
zorlagtirmaktadir ve buna baglh olarak etanol iiretim hizlar1 diismektedir. Ayrica
%2,0 ve 2,5 (w/v) CaCl, ile c¢apraz baglanan kiirelerin i¢ yiizeyinde maya
hiicrelerinin ¢ogalmasini saglayacak alanin %3,0 ve 3,5 (w/v) CaCl, ile hazirlanan
kiirelerden daha genis olabilecegi diisliniilmiistiir. Kiirelerin genis i¢ yiizeyi,
besinlerin difiizyonunu kolaylastirarak immobilize mayalarin biiyiiyebilmesi ve
etanol fermantasyonu i¢in uygun bir ortam saglayabilir [208]. Bu sebeplerden dolay1
bundan sonraki caligmalarda capraz baglayici derisimi olarak %2,5 CaCl, (w/v)
kullanilmistir. Kalsiyum aljinatin immobilizasyon ig¢in polimerik destek olarak
kullanildigr cesitli ¢calismalarda benzer sonuglar bulunmustur [4,18,215,219-221).
Adinarayana vd. (2004) kalsiyum aljinat kiirelere immobilize edilmis Bacillus
subtilis ile proteaz iiretimi gerceklestirmislerdir. Kalsiyum kloriir derisimi 0,01 M ve

0,125 M seviyelerinde oldugunda proteaz iiretimi yiiksek olmasina ragmen, elde
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edilen hidrojeller kiiresel sekilli elde edilememis. Buna karsilik kalsiyum kloriir
derisimi 0,375 M’a ¢ikarildiginda proteaz iiretimi oldukg¢a diigmiistiir. Bu yiizden en
uygun capraz baglayici derisimi 0,25 M olarak alinmustir [219]. Konsoula vd. (2006)
kalsiyum aljinata immobilize edilmis Bacillus subtilis’ten o—amilaz iiretim
calismalarinda ¢apraz baglayic1 CaCl, derisiminin %2’den %3,5’e (w/v) arttirtlmasi
ile kiirelerden disar1 kagcan bakterilerin miktarinin azaldigini, buna karsilik o.—amilaz
tiretiminin arttigin1 belirlemislerdir. CaCl, derisiminin %3,5’in {izerine cikarilmasi
ile substratin kiirelerin icine difiizyonunun azalmasina bagli olarak o—amilaz

iretiminin azaldigin1 bulmuslardir [220].

3.3.4. Fermantasyon Ortamindaki Kiire Yiizdesinin Etanol Uretimine Etkisi

Fermantasyon ortamindaki immobilize mikroorganizmalarin iiretim hizt
onlarin sivi ortam icindeki toplam derisimlerine baghdir. Herhangi bir immobilize
sistemin avantaji, fermantasyon ortamindaki kiirelerin miktarinin arttiritlmasi sonucu
mikroorganizmalarin ortamdaki derisimlerinin artmasidir. Biitiin ¢calismalar boyunca
maya immobilize kiirelerin (elde edildigi polimerin hacmine esit alinmistir)
fermantasyon ortaminin hacmine orant %10 olarak kullanildi. Bu oran degistirilerek
etanol iiretimi iizerine etkisi arastirildi. Sonuclar Sekil 3.10., 3.11. ve 3.12.°de

sunuldu.
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Sekil 3.10. Fermantasyon ortamina ilave edilen S. cerevisiae immobilize edilmis

NaAlg-as1-PVP kiirelerin yiizdesinin etanol iiretimine etkisi
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Sekil 3.11. Fermantasyon ortamina ilave edilen S. bayanus immobilize edilmis

NaAlg-as1-PVP, kiirelerin yiizdesinin etanol iiretimine etkisi
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Sekil 3.12. Fermantasyon ortamina ilave edilen K. marxianus immobilize edilmis

NaAlg-as1-PVP; kiirelerin yiizdesinin etanol iiretimine etkisi

Fermantasyon ortamina ilave edilen maya immobilize kiirelerin yiizdesi
%20 olacak sekilde 100 g/L glikozdan elde edilen en iyi etanol iiretim sonuglart her

bir maya i¢in karsilastirilmis ve Cizelge 3.9.’da verilmistir.

Cizelge 3.9. Maya immobilize kiirelerin yiizdesine baghh olarak etanol {iretim

sonuglarinin karsilastirilmasi

Etanol Etanol
. P R, Etanol
Polimer | Derisimi | Uretim Hizi Verimi (¢/g)
(@L) | (g/Lsaat) 8
S. cerevisiae A 69,67 8,71 0,697
S. bayanus A 43,39 8,68 0,434
K. marxianus Az 36,69 4,16 0,367

77



Etanol iiretim hizi maya immobilize edilmis kiirelerin, fermantasyon
ortaminin hacmine oraninin %10’dan %?20’ye artirilmasi ile S. cerevisiae igin
4,51°den 8,71 g/Lsaat’e, S. bayanus icin 4,84 ten 8,68 g/Lsaat’e ve K. marxianus i¢in
2,15’ten 4,16 g/Lsaat’e yiikseldi. Etanol fermantasyon ortamina eklenen kiirelerin
sayist arttirildigi zaman, dolayli olarak ortamdaki maya miktar1 da arttirilmaktadir.
Fermantasyon ortamina ilave edilen kiire yiizdesinin artmasiyla etanol iiretim hizinin
artmasinin  sebebinin ortamdaki etanol iireten maya miktarinin arttirilmasindan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistir ve benzer sonuglar c¢esitli calismalarda
gosterilmistir [18,220,221]. Liu vd. (2009) manyetik akiskan yatakli reaktorde
manyetik kalsiyum aljinat kiirelerinden etanol fermantasyonu calismalarinda da
benzer sonuglar bulunmustur ve reaktordeki kiire yiizdesinin %26’dan %41’e
yiikseltilmesi ile etanol iiretim hiz1 10 g/Lsaat’ten 13 g/Lsaat’e ¢iktig1 bulunmustur

[18].

3.3.5. Glikoz Derisiminin Etanol Uretimi Uzerine Etkisi

Mikroorganizmalar  fermantasyon ortaminda  direkt substrat ile
etkilestiklerinde yiiksek substrat derisimi hiicrelerin ¢ogalmasimi inhibe etmekte,
hatta oliimlerine bile sebep olabilmektedir. Bu sebeple etanol fermantasyonu ig¢in
substrat olarak kullanilacak karbon kaynaklarinin derisimi son derece 6nemlidir ve
etanol iiretimini ¢cok fazla etkilemektedir. NaAlg-asi-PVP kiirelerine immobilize
edilmis mayalarin etanol fermantasyonuna glikoz miktarinin etkisi derisim 50-200
g/L. araliginda degistirilerek incelendi ve sonuglar Sekil 3.13., 3.14. ve 3.15.te

gosterildi.
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Sekil 3.13. S. cerevisiae immobilize edilmis NaAlg-as1-PVP; kiirelerinin etanol

fermantasyonuna glikoz derisiminin etkisi
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Sekil 3.14. S. bayanus immobilize edilmis NaAlg-as1-PVP, kiirelerinin etanol

fermantasyonuna glikoz derisiminin etkisi

80



90 3,0 - 0,8
—8— Derigim
80 1| —o— Uretim Hizi
—w— Verim r25
70 m
o 0,6
- S m
= 60 20 — =
C =
= ®
£ 04 = <
= 1,5 . 04 @
a 40- N 3
© P~ =~
7o) =)

& 301 F10 =l @
i o =

20 - B |02

- 0,5
10 1
O T T T T 070 - 0,0
0 50 100 150 200 250

Glikoz Derisimi (g/L)

Sekil 3.15. K. marxianus immobilize edilmis NaAlg-asi-PVPs kiirelerinin etanol

fermantasyonuna glikoz derisiminin etkisi

Maya immobilize kiireler ile fermantasyon ortamindaki glikoz derisimi
degistirilerek elde edilen en iyi etanol {retim sonuclar1 her bir maya igin

karsilastirilmis ve Cizelge 3.10.”da sunulmustur.
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Cizelge 3.10. Glikoz derisimine bagli olarak etanol {iretim sonuclarinin

karsilastirilmasi
potimer | Batangiegikor | g ooy | Banal
(g/Lsaat)
S. cerevisiae Ay 100 4,51 0,541
S. bayanus A 100 4,84 0,435
K. marxianus As 150 2,52 0,470

Fermantasyon sirasinda glikoz derisiminin arttirilmasi ile maya immobilize

edilmis kiirelerden elde edilen etanol derisimi de orantili olarak artmaktadir.

S. cerevisiae immobilize kiireler icin etanol verimi, glikoz derisimi 50’den
100 g/L’ye yiikseltildigi zaman 0,4882 g/g’dan 0,5412 g/g’a artmaktadir, derisim 200
g/L’ye cikarildiginda ise 0,4572 g/g’a diismektedir. Etanol iiretim hizi ise glikoz
derisimi 50’den 100 g/L’ye yiikseltildigi zaman hizla artmakta (4,07°den 4,69
g/Lsaat’e), 100 g/L’den 200 g/L’ye yiikseltildigi zaman ise hizla azalmaktadir

(4,69°den 3,52 g/Lsaat’e).

S. bayanus immobilize kiireler i¢cin etanol verimi, glikoz derisimi 50’den
150 g/L’ye yiikseltildigi zaman degismeyerek yaklasik 0,435 g/g seviyelerinde
kalmaktadir, derisim 200 g/L’ye ¢ikarnildiginda ise 0,400 g/g’a diismektedir. Etanol
tiretim hiz1 ise glikoz derisimi 50’den 100 g/L’ye yiikseltildigi zaman hizla artmakta
(3,62°den 4,62 g/lLsaat’e), 100 g/L’den 200 g/L’ye yiikseltildigi zaman ise hizla

azalmaktadir (4,62’den 3,63 g/Lsaat’e).

K. marxianus immobilize kiireler i¢in, etanol verimi, glikoz derisimi 50’den

150 g/L’ye yiikseltildigi zaman 0,3842 g/g’dan 0,4702 g/g’a artmaktadir, derisim 200
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g/L’ye cikarildiginda ise 0,4079 g/g’a diismektedir. Etanol iiretim hizi ise glikoz
derisimi 50°’den 150 g/L’ye yiikseltildigi zaman hizla artmakta (2,13’den 2,52
g/Lsaat’e), 150 g/L’den 200 g/L’ye yiikseltildigi zaman ise hizla azalmaktadir

(2,52°den 1,88 g/Lsaat’e).

Etanol iiretim hizi ve verimindeki azalmanin, yiiksek glikoz ve etanol
derisiminin maya hiicrelerinin inhibisyonuna sebep olmasindan kaynaklanabilecegi
diigiiniildi. Benzer sonuglar daha Once yapilan calismalarda gosterilmistir
[18,216,222-225]. Goksungur vd. (2001) dolgulu yatak biyoreaktdrde kalsiyum
aljinata immobilize edilmis maya hiicreleri ile melastan etanol {iretimi
gerceklestirmislerdir. Calismalarinda seker yiizdesinin 10,90’dan 22,70’e arttirilmasi
ile etanol iiretim hiz1 10 g/Lsaat’ten yaklagik 5 g/Lsaat’e, etanol verimi ise %85’ten

%20’ lere kadar diismektedir [223].

3.3.6. Maya Immobilize Kiirelerin Kararlihgmma Tekrarlanan Fermantasyonun

EtKisi

Bu calismada maya immobilize NaAlg-asi-PVP kiireleri %2,5 (w/v) CaCl,
ile 30 dakika capraz baglanarak hazirlanmistir. S. cerevisiae immobilize edilmis
kiirelerin, fermantasyon ortaminda hacimce oram1 %10, S. bayanus ve K. marxianus
immobilize edilmis kiirelerin %20 olacak sekilde 30 °C’de 120 rpm ¢alkalama
hizinda su banyosunda etanol iiretmeleri saglandi. Fermantasyon ortaminda, maya
immobilize edilmis kiireler S. cerevisiae, S. bayanus ve K. marxianus igin sirasiyla
24, 5 ve 8 saat siireyle inkiibe edilmislerdir. Daha sonra kiireler siiziilmiis ve yeni
fermantasyon ortamina ilave edilmislerdir. Alinan Orneklerden iiretilen etanol

derisimleri belirlenmis ve sonuglar Cizelge 3.11., 3.12. ve 3.13.’te verilmistir.
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Cizelge 3.11. Tekrarlanan fermantasyon boyunca S. cerevisiae immobilize edilmis

NaAlg-as1-PVP, kiirelerin etanol iiretim sonuglart

Kiirelerin tekrar kullanim sayisi Etanol derisimi (g/L)
1 54,13
2 50,59
3 48,00
4 44,75
5 40,40
6 40,20

Cizelge 3.12. Tekrarlanan fermantasyon boyunca S. bayanus immobilize edilmis

NaAlg-as1-PVP kiirelerin etanol iiretim sonuglari

Kiirelerin tekrar kullanim sayisi Etanol derisimi (g/L)
1 43,55
2 42,55
3 43,37
4 41,57
5 41,43
6 40,07

Cizelge 3.13. Tekrarlanan fermantasyon boyunca K. marxianus immobilize edilmis

NaAlg-as1-PVP; kiirelerin etanol iiretim sonuglari

Kiirelerin tekrar kullanim sayisi Etanol derisimi (g/L)
1 36,15
2 38,26
3 37,45
4 34,93
5 35,09
6 35,15
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Tekrarlanan fermantasyon deneyleri sonunda, S. cerevisiae immobilize
kiirelerin aktivitelerinin bir kismim kaybettigi, buna karsilik diger maya immobilize
kiirelerin aktivitelerinde hi¢bir kayip meydana gelmeden art arda kullanilabilecegi
bulunmustur. Fakat tekrar kullanim sayisinin artmasi ile etanol miktarinda bir miktar
azalma oldugunu goriilmektedir. Etanol iiretiminin, alt1 kere tekrarlanan
fermentasyon sonunda S. cerevisiae kiirelerinde 54,13’ten 40,20’ye, S. bayanus
kiirelerinde 43,55’ten 40,07 g/L’ye, K. marxianus kiirelerinde 36,15’ten 35,15
g/L’ye azaldigir gozlendi. S. cerevisiae immobilize kiirelerde etanol derisiminin
biiylk miktarda azalmasinin sebebinin, diger kiirelerle karsilastirildiginda
fermantasyon ortaminda uzun siire kalarak etanol ile daha fazla etkilesmesinden
kaynaklandigr diisiiniildii. Mikroorganizmalarin {rettigi etanoliin  hiicrelerin
inhibisyonuna sebep oldugu cesitli calismalarda gosterilmistir [6]. Ayrica biitiin
mayalardan kullanim sayisinin artmasi ile etanol iiretiminin azalmasinin, bazi
immobilize maya hiicrelerinin iiriin inhibisyonu sebebiyle canliligini kaybetmesinden
kaynaklanabilecegi diisiiniildii. Bulunan sonuglarin daha onceki calismalarla uyum
icinde oldugu bulunmustur [16,134,136,226]. Oztop vd. (2003) akril amit-sodyum
akrilat hidrojellerine immobilize edilmis Saccharomyces cerevisiae’dan etanol
tiretim caligmalarinda 5 kez tekrarlanan fermantasyon ile iiretim 21,5 g/L’den 19 g/L
seviyelerine azalmistir [16]. Adinarayana vd. (2005) kalsiyum aljinat kiirelere
immobilize edilmis Bacillus subtilis ile proteaz iiretimi gerceklestirmislerdir. Proteaz
tiretiminin 480 Unit/mL.’den 9 kez tekrarlanan fermantasyondan sonra 180

Unit/mL’ye kadar azaldigi bulunmustur [135].
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada, sodyum aljinat iizerine radikalik bir baslatici olan
azobisizobiitironitril baslaticis1 kullanarak N-vinil-2-pirolidon monomeri asilanmig
ve radikalik polimerizasyonla elde edilen sodyum  aljinat-agi-poli(N-vinil-2-
pirolidon) etanol fermantasyonun da kullanilmak iizere maya immobilizasyon destegi
olarak kullanmilmistir. Mayalarin polimerik deste§e immobilizasyonu sivida
olgunlastirma yontemi kullamilarak, kalsiyum kloriir icinde ¢apraz baglanmasi ile
gerceklestirilmistir. Maya immobilize kiireler fermantasyon ortamina ilave edilerek

etanol liretmeleri saglanmistir ve agsagidaki sonuglar elde edilmistir;

1. NaAlg-as1-PVP matriksin maya immobilizasyonu i¢in verimli bir sekilde
kullanilabilecegi bulunmustur.

2. FElde edilen matriksin geleneksel sodyum aljinat matriks ile
karsilastirildiginda biitiin maya immobilize edilmis kiireler icin etanol
tiretim hizim belirgin bir sekilde arttirdigi ve daha verimli kullanilabilecegi
tespit edilmistir.

3. SEM fotograflart mayalarin polimerik desteklere immobilize olduklarini ve
cok sayida maya hiicresinin matriks duvarlarina eklendigini gostermistir.

4. Biitin mayalarin immobilizasyonun da kullanilan, en uygun capraz
baglayic1 CaCl, derisiminin %2,5 (w/v) oldugu bulunmustur.

5. Azot icermeyen fermantasyon ortaminda serbest mikroorganizmalar ile
etanol {iretimi gerceklestirilemezken, immobilize mayalardan yiiksek

verimle etanol elde edilebilmistir.
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6. Fermantasyon ortamindaki glikoz derisiminin S. cerevisiae ve S. bayanus
icin 100 g/L’ye, K. marxianus i¢in 150 g/L’ye arttrilmasi ile immobilize
kiirelerden etanol iiretim verimliliginin ve hizinin arttig1, glikoz derisiminin
daha fazla arttirilmasi ile azaldigl bulunmustur.

7. Fermantasyon ortamindaki immobilize maya kiirelerinin yiizdesinin
arttirtlmast ile biyoetanol iiretim hizinin arttigir bulunmustur.

8. Maya immobilize edilmis NaAlg-asi-PVP kiirelerin  aktivitelerini
kaybetmeden 6 kere tekrarlanan fermantasyonda etanol verimlerinde ciddi

bir degisim olmadan kullanilabilecegi goriilmiistiir.

Elde edilen sonuglar, maya immobilizasyonu icin Onerilen destek
materyalin, kolay uygulanabilmesi, diisiikk maliyetle ve kisa siirede iiretilebilmesi,
mikroorganizmalarin ayrilmasi i¢in filtrasyon gibi ekstra islemler gerektirmemesi
gibi iistiin 6zelliklerinden dolayi, ¢esitli mayalarin immobilizasyonu ve biyoetanol
tiretimi i¢in endiistriyel uygulamalarda biiyiikk bir potansiyele sahip oldugunu
gostermektedir. Maya immobilize as1 kopolimer kiirelerin, endiistriyel dlgekte bir
tiretim i¢in diistintildiigiinde, etanol iiretim hizint belirgin bir sekilde arttirmasinin,
tekrarlanan fermantasyona uygulanabilmesinin, serbest mayalarin ayrilmasi igin
gereken filtrasyondan kaynaklanan ekstra masraflar1 azaltmasinin biiyiik ekonomik

avantajlar saglayabilecegi ongoriilebilmektedir.

87



(1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

KAYNAKLAR

Liu, R., Li, J., Shen, F., Refining bioethanol from stalk juice of sweet sorghum
by immobilized yeast fermentation. Renew. Energ., 33, 1130-1135, 2008.
Staniszewski, M., Kujawski, W., Lewandowska, M., Ethanol production from
whey in bioreactor with co-immobilized enzyme and yeast cells followed by
pervaporative recovery of product — Kinetic model predictions. J. Food Eng.,
82, 618-625, 2007.

Bai, F.W., Anderson, W.A., Moo-Young, M., Ethanol fermentation
technologies from sugar and starch feedstocks. Biotechnol. Adv., 26, 89-105,
2008.

Najafpour, G., Younesi, H., Ismail, K.S.K., Ethanol fermentation in an
immobilized cell reactor using Saccharomyces cerevisiae. Bioresource
Technol., 92, 251-260, 2004.

Gupta, R., Sharma, K.K., Kuhad, R.C., Separate hydrolysis and fermentation
(SHF) of Prosopis juliflora, a woody substrate, for the production of cellulosic
ethanol by Saccharomyces cerevisiae and Pichia stipitis-NCIM 3498.
Bioresource Technol., 100, 1214-1220, 2009.

Nagodawithana, T.W., Steinkraus, K.H., Influence of the rate of ethanol
production and accumulation on the viability of Saccharomyces cerevisiae in
rapid fermentation. Appl. Environ. Microb., 31, 158-162, 1976.

Kourkoutas, Y., Bekatorou, A., Banat, .M., Marchant, R., Koutinas, A.A.,
Immobilization technologies and support materials suitable in alcohol

beverages production: a review. Food Microbiol., 21, 377-397, 2004.

88



[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

Isono, Y., Araya, G.-1., Hoshino, A., Immobilization of Saccharomyces
cerevisiae for ethanol fermentation on y-alumina particles using a spray-dryer.
Process Biochem., 30, 743-746, 1995.

Mallouchos, A., Reppa, P., Aggelis, G., Koutinas, A.A., Kanellaki, M.,
Komaitis, M., Grape skins as a natural support for yeast immobilization.
Biotechnol. Lett., 24, 1331-1335, 2002.

Plessas, S., Bekatorou, A., Koutinas, A.A., Soupioni, M., Banat, .M.,
Marchant, R., Use of Saccharomyces cerevisiae cells immobilized on orange
peel as biocatalyst for alcoholic fermentation. Bioresource Technol., 98, 860—
865, 2007.

Yu, J., Zhang, X., Tan, T., An novel immobilization method of Saccharomyces
cerevisiae to sorghum bagasse for ethanol production. J. Biotechnol., 129,
415-420, 2007.

Bakoyianis, V., Kanellaki, M., Kalliafas, A., Koutinas, A.A., Low-temperature
wine making by immobilized cells on mineral kissiris. J. Agr. Food Chem., 40,
1293-1296, 1992.

Loukatos, P., Kiaris, M., Ligas, 1., Bourgos, G., Kanellaki, M., Komaitis, M.,
Koutinas, A.A., Continuous wine making by y-alumina-supported biocatalyst
quality of the wine and distillates. Appl. Biochem. Biotech., 89, 1-13, 2000.
Spagna, G., Barbagallo, R.N., Casarini, D., Pifferi, P.G., A novel chitosan
derivative to immobilize a-L-rhamnopyranosidase from Aspergillus niger for
application in beverage Technologies. Enzyme Microb. Tech., 28, 427-438,

2001.

&9



[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

Bezbradica, D., Obradovic, B., Leskosek-Cukalovic, 1., Bugarski, B., Nedovic,
V., Immobilization of yeast cells in PVA particles for beer fermentation.

Process Biochem., 42, 1348—1351, 2007.

Oztop, H.N., Oztop, A.Y., Karadag, E., Isikver, Y., Saraydm, D.,
Immobilization of Saccharomyces cerevisiae on to acrylamide—sodium acrylate
hydrogels for production of ethyl alcohol. Enzyme Microb. Tech., 32, 114—
119, 2003.

Jamai, L., Ettayebi, K., El Yamani, J., Ettayebi, M., Production of ethanol from
starch by free and immobilized Candida tropicalis in the presence of a-
amylase. Bioresource Technol., 98, 2765-2770, 2007.

Liu, C.Z., Wang, F., Ou-Yang, F., Ethanol fermentation in a magnetically
fluidized bed reactor with immobilized Saccharomyces cerevisiae in magnetic
particles. Bioresource Technol., 100, 878-882, 2009.

Kannan, T.R., Sangiliyandi, G., Gunasekaran, P., Improved ethanol production
from sucrose by a mutant of Zymomonas mobilis lacking sucrases in
immobilized cell fermentation. Enzyme Microb. Tech., 22, 179-184, 1998.
Telli-Okur, M., Eken-Saragoglu, N., Fermentation of sunflower seed hull
hydrolysate to ethanol by Pichia stipitis. Bioresource Technol., 99, 2162-2169,
2008.

Guo, G.L, Chen, W.H., Chen, W.H., Men, L.C., Hwang, W.S,
Characterization of dilute acid pretreatment of silvergrass for ethanol

production. Bioresource Technol., 99, 6046-6053, 2008.

90



[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

Ruanglek, V., Maneewatthana, D., Tripetchkul, S., Evaluation of Thai agro-
industrial wastes for bio-ethanol production by Zymomonas mobilis. Process
Biochem., 41, 1432-1437, 2006.

Phisalaphong, M., Budiraharjo, R., Bangrak, P., Mongkolkajit, J., Limtong, S.,
Alginate-loofa as carrier matrix for ethanol production. J. Biosci. Bioeng., 104,
214-217, 2007.

Sanli, O., Ay, N., Isiklan, N., Release characteristics of diclofenac sodium from
poly(vinyl alcohol)/sodium alginate and poly(vinyl alcohol)-grafted-
poly(acrylamide)/sodium alginate blend beads. Eur. J. Pharm. Biopharm., 65,

204-214, 2007.

Srivastava, A., Behari, K., Synthesis and characterization of graft copolymer
(guar gum—g—N-vinyl-2-pyrrolidone) and investigation of metal ion sorption
and swelling behavior. J. Appl. Polym. Sci., 100, 2480-2489, 2006.

Karadag, E., Uziim, O.B., Saraydin, D., Giiven, O., Dynamic swelling behavior
of y-radiation induced polyelectrolyte poly(AAm-co-CA) hydrogels in urea

solutions. Int. J. Pharm., 301, 102—-111, 2005.

[27]Morris, N., Fossil Fuels. Smart Apple Media, Cin, 2007.

[28]

[29]

[30]

Ehrfeld, C.F., Renewable Energy Sources. Chapter 4, Kluwer Law
International, ingiltere, 20009.

Walker, N., Biomass: Fueling Change. Crabtree Publishing Company, Kanada,
2007.

Balat, M., Balat, H., Recent trends in global production and utilization of bio-

ethanol fuel. Appl. Energ., 86, 2273-2282, 2009.

91



[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

Mohan, S.V., Babu, V.L., Sarma, P.N., Effect of various pretreatment methods
on anaerobic mixed microflora to enhance biohydrogen production utilizing
dairy wastewater as substrate. Bioresour. Technol., 99, 59-67, 2008.
Goldemberg, J., Environmental and ecological dimensions of biofuels. In:
Proceedings of the conference on the ecological dimensions of biofuels, Mart
2008, Washington, Amerika Birlesik Devletleri, 2008.

Hansen, G., Marx, T., Pritchett, T., Driving technology in the motor vehicle
industry. In: Proceedings of the IPCC expert meeting on industrial technology
development, transfer and diffusion, 21-23 Eyliil 2004, Tokyo, 2004.

British Petroleum Company. BP Statistical Review of World Energy 2008.

London: BP plc; 2008.

http://www.ief.org/whatsnew/Pages/BPStatisticalReview.aspx (Erisim tarihi:

13.08.2011)

Sobrino, F.H., Monroy, C.R., Critical analysis of the European Union directive
which regulates the use of biofuels: An approach to the Spanish case. Renew.
Sust. Energ. Rev., 13, 2675-2681, 2009.

Lapuerta, M., Armas, O., Fernandez, J.R., Effect of biodiesel fuels on diesel
engine emissions. Prog. Energ. Combust., 34, 198-223, 2008

Basha, S.A., Gopal, K.R., Jebaraj, S., A review on biodiesel production,
combustion,emissions and performance. Renew. Sust. Energ., 13, 1628-1634,
20009.

Gaffney, J.S., Marley, N.A., The impacts of combustion emissions on air
quality and climate - From coal to biofuels and beyond. Atmos. Environ., 43,

23-36, 20009.

92



[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

Balat, M., An overview of biofuels and policies in the European Union
countries. Energ. Source. Part B, 2, 167-181, 2007.

Cadenas, A., Cabezudo, S., Biofuels as sustainable technologies: perspectives
for less developed countries. Technol. Forecast Soc., 58, 83—103, 1998.
Demirbag, A., The importance of bioethanol and biodiesel from biomass.
Energ. Source, Part B, 3, 177-185, 2008.

Demirbas, A., Biomethanol production from organic waste materials. Energ.
Source. Part A, 30, 565-572, 2008.

Hammond, G.M., Kallu, S., McManus, M.C., Development of biofuels for the
UK automotive market. Appl. Energ. 86, 506-515, 2009.

Mills, G.A., Ecklund, E.E., Alcohols as Components of Transportation Fuels.
Annu. Rev. Energy, 12, 47-80, 1987.

Berg, C., World Fuel Ethanol Analysis and Outlook, , F.O. Licht, April 2004.

http://www.distill.com/World-Fuel-Ethanol-A&O-2004.html (Erisim tarihi:

24.08.2011).

Madigan, M.T., Martinko, J.M., Parker, J., Nutrition and metabolism. Brock
biology of microbiology, 9th edition. Prentice Hall, New Jersey, 2000.

Kumar, S., Singh, N., Prasad, R., Anhydrous ethanol: A renewable source of
energy. Renew. Sust. Energ. Rev., 14, 1830-1844, 2010.

Malhotra, R.K., Das, L.M., Biofuels as blending components for motor
gasoline and diesel fuels. J. Sci. Ind. Res., 62, 90-96, 2003.

Keller, J.L., Alcohols as motor fuel?. Hydrocarb. Process., 58, 127-138, 1979.
Hobson, G.D., Modern petroleum technology (part-II). 5th ed., John Wiley &

Sons, Chichester, 1984.

93



[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

Pleeth, S.J.W., Alcohol-a fuel for internal combustion engines. Chapman &
Hall Ltd., Londra, 1949.

Kampen, W.H., Engines run well on alcohols. Hydrocarb. Process., 59, 72-75,
1980.

Lu, B.C.Y., Estimating salt effect in vapour-liquid equilibria. Ind. Eng. Chem.,
52, 871-872, 1960.

Demirbas, A., The Biofuels Handbook. Production of Fuels from Crops. 201-
227. Ed: by J.G.Speight, Royal Society of Chemistry Publishing, Cambridge,
ingihere,2011.

Kito-Borsa, T., Pacas, D.A., Selim, S., Cowley,. S.W., Properties of an
ethanol—diethyl ether-water fuel mixture for cold-start assistance of an ethanol-
fueled vehicle. Ind. Eng. Chem. Res., 37, 3366-3374, 1998.

Balat, M., Global bio-fuel processing and production trends. Energ. Explor.
Exploit., 25, 195-218, 2007.

Malca, J., Freire, F., Renewability and life-cycle energy efficiency of
bioethanol and bio-ethyl tertiary butyl ether (bioETBE): assessing the
implications of allocation. Energy, 31, 3362-3380, 2006.

Wang, M., Saricks, C., Santini, D., Effects of fuel ethanol use on fuel-cycle
energy and greenhouse gas emissions. Argonne (IL): Argonne National
Laboratory, 1999.

Bowman, C. T., Control of combustion-generated nitrogen oxide emissions:
Technology driven by regulation. Symposium (International) on Combustion,

24, 859-878, 1992.

94



[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

Anonim, The Benefits of Biofuels: Environment and Public Health, United

Nations Foundation,

http://www.energyfuturecoalition.org/biofuels/benefits env_public health.htm

(Erisim tarihi: 12.06.2011)

California Air Resources Board, Definition of A Low-Emission Motor Vehicle
in Compliance with The Mandates of Health and Safety Code Section
39037.05 (Assembly Bill 234, Leonard, 1987). Report by Mobile Sources
Control Division, El Monte, California, 1989.

Bergin, M.S., Russell, A.G., Croes, B.E., Seinfeld, J.H., Ozone Control and
Voc Reactivity. Encyclopedia of Environmental Analysis and Remediation.
3355-3383. Ed: by R.A. Meyers, John Wiley & Sons, Inc., New York, 1998.
Lowi, A., Carter, W.P.L., A Method for Evaluating the Atmospheric Ozone
Impact of Actual Vehicle emissions. 26 Subat-2 Mart, SAE International
Congress and Exposition, Detroit, Michigan, 1990.

MacLean, H.L., Lave, L.B., Evaluating automobile fuel/propulsion system
technologies. Prog. Energy Combus. Sci.,29, 1-69, 2003.

World Ethanol and Biofuels Report, Sayfa 63, F.O. Licht, Vol. 6, no. 4, 2007,

http://www.agra—net.com/portal2/home.jsp?template=showissue&pubid=ag072

&seqnum=604 (Erisim tarihi: 21.08.2011)

World Ethanol and Biofuels Report, Sayfa 3, F.O. Licht, Vol. 7, no. 18, 2009,

http://www.agra—net.com/portal2/home.jsp?template=showissue&pubid=ag072

&seqnum=718 (Erisim tarihi: 21.08.2011)

95



[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

World Ethanol and Biofuels Report, Sayfa 328, F.O. Licht, Vol. 8, no. 16,

2010,

http://www.agra—net.com/portal2/home.jsp?template=showissue&pubid=ag072

&seqnum=816 (Erisim tarihi: 21.08.2011)

2009 Global Ethanol Production (Million Gallons)". F.O. Licht, cited in
Renewable Fuels Association, Ethanol Industry Overlook 2010, pp. 2-22. 2010.

Retrieved 12 February 2011,

http://www.ethanolrfa.org/page/—/objects/pdf/outlook/RFAoutlook2010_fin.,

pdfnocdn=1 (Erisim tarihi: 11.05.2011)

Tasdan, K.,Biyoyakitlarin tiirkiye tarim {iriinleri piyasalarina olast etkileri
biyobenzin- etanol, Tarim ve miihendislik, 75, 27-29, 2005.
Tiirkiyeden: ~ Yakit Biyoetanoliiniin ~ Tiirkiye Igin  Stratejik Onemi,

http://www.gidasanayii.com/modules.php?name=News&file=article&sid=1242

1 (Erisim tarihi: 25.09.2011)

Anonim, Tarkim hakkinda,

http://www.tarkim.com.tr/biyoetanol/index.php (Erisim tarihi: 29.06.2011)

Anonim, Tezkim hakkinda ve triinlerimiz,

http://www.tezkim.com/hakkimizda.html (Erisim tarihi: 12.07.2011)

Orug, N., Seker Pancarindan Alternatif Yakit Kaynagi Olarak Biyoetanol
Uretimi: Eskisehir Seker-Alkol Fabrikas;, VII. Ulusal Temiz Enerji

Sempozyumu, 17-19 Aralik 2008, Istanbul.

96



[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

Karaosmanoglu, F.,Yakit Alkolii: Mevcut Durumu ve Gelecegi, Su ve Cevre

Teknolojileri, 54-60, 2008.

Recep Konuk, Konya Seker Fabrikast Yon. Krl. Bsk. ve Pankobirlik Genel

Baskani, Biyoetanol iilke i¢in bir firsattir,

http://www.globalenerji.com.tr/hab-23000205-104,25 @2300.html (Erisim

tarihi: 11.08.2011)

Biyoetanol ve biyoetanol iiretimi,

http://www.konyaseker.com.tr/?sayfa=icerik&pgid=208 &text=208 (Erisim

tarihi: 25.04.2011)

Anonim, Tiirkiye'de Biyoyakatlar,

www.albiyobir.org.tr/biyoyakitlarO1.htm (Erisim tarihi: 28.03.2011)

Anonim, Tiirkiye'nin Biyoetanol Uretim Projeksiyonu, Elektrik Isleri Etiit
Idaresi Genel Miidiirliigii,

http://www.eie.gov.tr/turkce/ YEK/biyvoenerji/03-biyoetanol/be Turkiye.html

(Erisim tarihi: 21.01.2011)
Anonim, “Pancar Uretiminin Siirdiirebilirligine Acilan Yol, Biyoetanol”,
Pankobirlik Yaymi, 2008, Yil. 19, Say1:92,

http://www.pankobirlik.com.tr/Dosyalar/Dergi/dergi92/data/92.pdf (Erisim

tarihi: 03.11.2010)

Stanbury, P.F., Whitaker, A., Hall, S.J., Principles of Fermentation
Technology, Butterworth-Heinemann Elsevier Science, Ingiltere, 1995.

Cetin, E.T., Endiistriyel mikrobiyoloji, Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi

Vakfi Yayinlari, Istanbul, 1983.

97



[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

McNeil, B., Harvey, L.M., Fermentation: An Art from the Past, a Skill for the
Future. Practical fermentation technology.1-2, Ed: by B. McNeil, L.M.
Harvey, John Wiley & Sons, Ingiltere, 2008.

Buckland, B.C., Reduction to practice. In Harnessing Biotechnology for the
21st Century. 215-218, Ed: by M.R. Ladisch, A. Bose, American Chemical
Society, Washington, DC, 1992.

Aiba, S., Humphrey, A.E., Millis, N.F., Scale-up. Biochemical Engineering,
2nd ed. 195-217, Ed: by HW. Blanch, D.S. Clark, Academic Press, New
York, 1973.

Herbert, D., Stoichiometric aspects of microbial growth. Continuous Culture 6:
Applications and New Fields. 1-30, Ed: by C.R. Dean, D.C. Ellwood, C.G.T.
Evans, J. Melling, Ellis Horwood, Chichester, ingiltere, 1976.

Lilly, V. G., The chemical environment for growth, l. Media, macro and
micronutrients. The Fungi. 465-478, Ed: by G.C. Ainsworth, A.S. Sussman,
Academic Press, New York, 1965.

Bader, F.G., Boekeloo, M.K, Graham, H.E, Cagle, J.W., Sterilization of oils:
data to support the useof a continuous point-of-use sterilizer. Biotech.
Bioeng.,26, 848-856, 1984.

Hutner, S.H., Inorganic nutrition. Ann. Rev. Microbiol.,26, 313-346, 1972.
Hughes, M.N., Poole, R. K., Metals and Microorganisms. Chapman and Hall,
Londra, 1989.

Hughes, M.N., Poole, R.K., Metal speciation and microbial growth - the hard

(and soft) facts. J. Gen. Microbiol., 137, 725-734, 1991.

98



[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

Atkinson, B., Mavituna, F., Process biotechnology. In Biochemical
Engineering and Biotechnology Handbook (2nd edition). 43—81, Macmillan,
Londra, 1991.

Mohanty, S.M., Behera, S., Swain, M.R., Ray, R.C., Bioethanol production
from mahula (Madhuca latifolia L.) flowers by solid-state fermentation. Appl.
Energy., 86, 640-644, 2009.

Enguidanos, M., Soria, A., Kavalov, B., Jensen, P., Techno-economic analysis
of bioalcohol production in the EU: a short summary for decision-makers.
IPTS/IRC, Report EUR 20280 EN, Sevilla; May 2002.

http://ftp.jrc.es/EURdoc/eur20280en.pdf. (Erisim tarihi: 20.11.2010)

Kim, S., Dale, B.E., Global potential bioethanol production from wasted crops
and crop residues. Biomass. Bioenerg., 26, 361-375, 2004.

Nguyen, T.L.T., Gheewala, S.H., Garivait, S., Fossil energy savings and GHG
mitigation potentials of ethanol as a gasoline substitute in Thailand. Energ.
Policy, 35, 5195-5205, 2007.

Lechon, Y., Cabal, H., Sa’ez, R., Life cycle analysis of wheat and barley crops
for bioethanol production in Spain. Int. J. Agric. Resour. Gov. Ecol., 4, 113-
122, 2005.

Macedo, I.C., Seabra, J.LE.A., Silva, J.LE.A.R., Green house gases emissions in
the production and use of ethanol from sugarcane in Brazil: the 2005/2006
averages and a prediction for 2020. Biomass Bioenerg., 32, 582-595, 2008.
Kim, S., Dale, B.E., Environmental aspects of ethanol derived from no-tilled
corn grain: nonrenewable energy consumption and greenhouse gas emissions.

Biomass Bioenerg., 28, 475-489, 2005.

99



[99] Reijnders, L., Ethanol production from crop residues and soil organic carbon.
Resour. Conserv. Recycl.,52, 653-658, 2008.

[100] Najafi, G., Ghobadian, B., Tavakoli, T., Yusaf, T., Potential of bioethanol
production from agricultural wastes in Iran. Renew. Sust. Energ. Rev., 13,
1418-1427, 2009.

[101] Dien, B.S., Jung, H.J.G., Vogel, K.P., Casler, M.D., Lamb, J.F.S., Iten, L,
Mitchell, R.B., Sarath, G., Chemical composition and response to dilute-acid
pretreatment and enzymatic saccharification of alfalfa, reed canarygrass, and
switchgrass. Biomass Bioenerg., 30, 880—891, 2006.

[102] Sassner, P., Galbe, M., Zacchi, G., Techno-economic evaluation of bioethanol
production from three different lignocellulosic materials. Biomass Bioenerg.,
32, 422-430, 2008.

[103] Luo, L.,Van der Voet, E., Huppes, G., Life cycle assessment and life cycle
costing of bioethanol from sugarcane in Brazil. Renew. Sust. Energ. Rev., 13,
1613-1619, 2009.

[104] Saha, B.C., Iten, L.B., Cotta, M.A., Wu, Y.V., Dilute acid pretreatment,
enzymatic saccharification and fermentation of wheat straw to ethanol.
Process. Biochem., 40, 3693-3700, 2005.

[105] Kaparaju, P., Serrano, M., Thomsen, A.B., Kongjan, P., Angelidaki, L.,
Bioethanol, biohydrogen and biogas production from wheat Straw in a

biorefinery concept. Bioresour. Technol., 100, 2562-2568, 2009.

100



[106] Aden, A., Ruth, M., Ibsen, K., Jechura, J., Neeves, K., Sheenhan, J., Wallace,
B., Montague, L., Slayton, A., Lukas, J., Lignocellulosic biomass to ethanol
process design and economics utilizing co-current dilute acid prehydrolysis and
enzymatic hydrolysis for corn stover. National renewable energy lab golden
Co., June 2002.

http://www.nrel.gov/docs/fy020sti/32438.pdf (Erisim tarihi:21.01.2011)

[107] Hutkins, R.W., Microbiology and Technology of Fermented Foods. Blackwell
Yayinlari, Amerika, 2006.
[108] Anonim, Saccharomyces cerevisiae

http://www.musee-afrappier.gc.ca/en/index.php?pageid=3411-html&image=34

11 _levuresl (Erisim tarihi: 02.01.2012)

[109] Ingledew WM. Alcohol production by Saccharomyces cerevisiae: a yeast
primer, in the alcohol textbook. 3rd ed. Nottingham University Press, Ingiltere,
1999.

[110] Anonim, diARK, A resource for eukaryotic genome research

http://www.diark.org/img/species _pict/large/Saccharomyces bayanus 623 6C

/ (Erisim tarihi: 03.01.2012)

[111] Rainieri, S., Kodama, Y., Kaneko, Y., Mikata, K., Nakao, Y., Ashikari, T.,
Pure and Mixed Genetic Lines of Saccharomyces bayanus and Saccharomyces
pastorianus and Their Contribution to the Lager Brewing Strain Genome.
Appl. Environ. Microb., 72, 3968-3974, 2006.

[112] Kishimoto, M., Goto, S., Growth temperatures and electrophoretic karyotyping
as tools for practical discrimination of Saccharomyces bayanus and

Saccharomyces cerevisiae. J. Gen. Appl. Microbiol., 41, 239-247, 1995.

101



[113] Naumov, G.I.,, Masneuf, I., Naumova, E.S., Aigle, M., Dubourdieu, D.,.
Association of Saccharomyces bayanus var. uvarum with some French wines:

Genetic analysis of yeast populations. Res. Microbiol., 151, 683-691, 2000.

[114] Bertolini, L., Zambonelli, C., Giudici, P., Castellari, L., Higher Alcohol
Production by Cryotolerant Saccharomyces Strains. Am. J. Enol. Viticult., 47,
343-345, 1996.

[115] Querol, A., Bond, U., The complex and dynamic genomes of industrial yeasts,
FEMS Microbiol. Lett., 293, 1-10, 2009.

[116] Brown, S.W., Oliver, S.G., The effect of temperature on the ethanol tolerance
of the yeast, Saccharomyces uvarum. Biotechnol. Lett., 4, 269-274, 1982.
[117] Pulvirenti, A., Nguyen, H., Caggia, C., Giudici, P., Rainieri, S., Zambonelli,
C., Saccharomyces uvarum, a proper species within Saccharomyces sensu

stricto. FEMS Microbiol. Lett., 192, 191-196, 2000.

[118] Serra, A., Strehaiano, P., Taillandier, P., Influence of temperature and pH on
Saccharomyces bayanus var. uvarum growth; impact of a wine yeast
interspecific hybridization on these parameters. Int. J. Food Microbiol., 104,
257-265, 2005.

[119] Belloch, C., Orlic, S., Barrio, E., Querol, A., Fermentative stress adaptation of
hybrids within the Saccharomyces sensu stricto complex, Int. J. Food
Microbiol., 122, 188-195, 2008.

[120] Yarrow, D., Methods for the isolation, maintenance, classification and
identification of yeasts, 4th ed. The yeasts, a taxonomic study. 77-100, Ed: by

C.P. Kurtzman, J.W. Fell, Elsevier, Amsterdam, 1998.

102



[121] Lodder, J., Kreger-van Rij, N.J.W., The yeasts: a taxonomic study, Ist ed..
Interscience Publishers, Inc., New York, 1952.

[122] Van der Walt, J.P., Kluyveromyces van der Walt emend. van der Walt. The
yeasts-a taxonomic study, 2nd edn. 316-378, Ed: by J. Lodder, North Holland
Publishing Co., Amsterdam, 1970.

[123] Kurtzman, C. P., Phylogenetic circumscription of Saccharomyces,
Kluyveromyces and other members of the Saccharomycetaceae, and the
proposal of the new genera Lachancea, Nakaseomyces, Naumovia,
Vanderwaltozyma and Zygotorulaspora. FEMS Yeast Res., 4, 233-245, 2003.

[124] Anonim, diARK, A resource for eukaryotic genome research

http://www.diark.org/diark/species_list/Kluyveromyces marxianus CBS712

(Erisim tarihi: 03.01.2012)
[125] Fonseca, G.G., Heinzle, E., Wittmann, C., Gombert, A.K., The yeast
Kluyveromyces marxianus and its biotechnological potential. Appl. Microbiol.

Biot., 79, 339-354,2008.

[126] Karel, S.F., Libicki, S.B., Robertson, C.R., The immobilization of whole cells:
Engineering principles. Chem. Eng. Sci., 40, 1321-1354, 1985.

[127] Margaritis, A., Merchant, F.J.A.,. Advances in ethanol production using
immobilized cell systems. Crit. Rev. Biotechnol. 2, 339-393, 1984.

[128] Stewart, G.G., Russel, I.,. One hundred years of yeast research and
development in the brewing industry. J. Inst. Brew., 92, 537-558, 1986.

[129] Tzeng, J.-W., Fan, L.-S., Gan. Y.R., Hu, T.-T., Ethanol fermentation using
immobilized cells in a multistage fluidized bed bioreactor. Biotechnol. Bioeng.,

38, 1253-1258, 1991.

103



[130] Gikas, P., Livingston, A.G., Specific ATP and specific oxygen uptake rate in
immobilized cell aggregates: Experimental results and theoretical analysis
using a structured model of immobilized cell growth. Biotechnol. Bioeng., 55,
660-673, 1997.

[131] Divies, C., Cachon, R., Gavin, J.-F., Prevost, H., Immobilized cell technology
in wine fermentation. Crit. Rev. Biotechnol., 14, 135-153, 1994.

[132] Singh, R. S., Sooch, B.S., High cell density reactors in production of fruits
wine with special reference to cider-An overview. Indian Nat. Prod. Res., 8,
323-333, 2009.

[133] Karandikar, S., Prabhune, A., Kalele, S.A., Gosavi, S.W.,. Kulkarni, S.K.,
Immobilization of Thermotolerant Kluyveromyces marxianus on Silica Aerogel
for Continuous Production of Invert Syrup. Res. J. Biotechnol., 1, 16—-19, 2006.

[134] Chi, M.-C., Lyu, R.-C., Lin, L.-L.,Huang, H.-B.,Characterization of Bacillus
kaustophilus leucine aminopeptidase immobilized in Ca-alginate/K-
carrageenan beads. Biochem. Eng. J., 39, 376-382, 2008.

[135] Adinarayana, K., Jyothi, B., Ellaiah, P., Production of Alkaline Protease With
Immobilized Cells of Bacillus subtilis PE-11 in Various Matrices by
Entrapment Technique. AAPS PharmSciTech., 6, E391-E397, 2005.

[136] Liu, C., Moon, K., Honda, H., Kobayashi, T., Immobilization of rice (Oryza
sativa L.) callus in polyurethane foam using a turbine blade reactor. Biochem.
Eng. J., 4, 169-175, 2000.

[137] Freeman, A., Gel entrapment of whole cells and enzymes in cross-linked,
prepolymerized polyacrylamide hydrazide. Ann. N. Y. Acad. Sci., 434, 418-

426, 1984.

104



[138] Martin, A.M., Bioconversion of Waste Materials to Industrial Products. 63—
116, Elsevier Applied Science, New York, 1991.

[139] Pilkington, P.H., Margaritis, A., Mensour, N.A., Russell, 1., Fundamentals of
immobilized yeast cells for continuous beer fermentation: a review. J. Inst.
Brew., 104, 19-31, 1998.

[140] Verbelen, P.J., De Schutter, D.P., Delvaux , F., Verstrepen, K.J., Delvaux,
F.R., Immobilized yeast cell systems for continuous fermentation applications.
Biotechnol. Lett., 28, 1515-1525, 2006.

[141] Norton, S., D’Amore, T., Physiological effects of yeast cell immobilization:
applications for brewing. Enzyme Microb. Tech., 16, 365-375, 1994.

[142] Sanjay, G., Suguna, S., Glucoamylase immobilized on montmorillonite:
Synthesis, characterization and starch hydrolysis activity in a fixed bed reactor.
Catal. Commun., 6, 525-530, 2005.

[143] Baron, G.V., Willaert, R.G., Cell immobilization in preformed porous matrices.
Fundamentals of cell immobilisation biotechnology. 229-244, Ed: by V.
Nedovic, R. Willaert, Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, Hollanda,
2004.

[144] Shen, H.-Y., Moonjai, N., Verstrepen, K.J., Delvaux, F.R., Impact of
attachment immobilization on yeast physiology and fermentation performance.
J. Am. Soc. Brew. Chem., 61, 79-87, 2003.

[145] Tata, M., Bower, P., Bromberg, S., Duncombe, D., Fehring, J., Lau, V., Ryder,
D., Stassi, P., Immobilized yeast bioreactor systems for continuous beer
fermentation. Biotechnol. Prog., 15, 105-113, 1999.

[146] Scott, J.A., O’Reilly, A.M., Use of a flexible sponge matrix to immobilize

yeast for beer fermentation. J. Am. Soc. Brew. Chem., 53, 67-71, 1995.

105



[147] Masschelein, C.A.,State-of-the-art and future developments in fermentation. J.
Am. Soc. Brew. Chem., 52, 28-35, 1994.

[148] Ramakrishna, S.V., Prakasham, R.S., Microbial fermentations with
immobilized cells. Curr. Sci., 77, 87-100, 1999.

[149] Huang, J., Hooijmans, C.M., Briasco, C.A., Geraats, S.G.M., Luyben,
K.C.A.M., Thomas, D., Barbotin, J.N., Effect of free-cell growth parameters on
oxygen concentration profiles in gel immobilized recombinant Escherichia
coli. Appl. Microbiol. Biotechnol., 33, 619-623, 1990.

[150] Ogbonna, J.C., Matsumura, M., Kataoka, H., Effective oxygenation of
immobilized cells through reduction in bead diameters: a review. Process
Biochem., 26, 109-121, 1991.

[151] Tanaka, H., Irie, S., Ochi, H., A novel immobilization method for prevention of
cell leakage from the gel matrix. J. Ferment. Bioeng., 68, 216-219, 1989.

[152] Taillandier, P., Cazottes, M.L., Strehaiano, P., Deacidification of grape musts
by Schizosaccharomyces entrapped in alginate beads: a continuous-fluidised-
bed process. Chem. Eng. J. Bioch. Eng., 55, B29-B33, 1994.

[153] Lebeau, T., Jouenne, T., Junter, G.A., Diffusion of sugars and alcohols through
composite membrane structures immobilising viable yeast cells. Enzyme
Microb. Tech., 22, 434-438,1998.

[154] Gryta, M., The assessment of microorganism growth in the membrane
distillation system. Desalination, 142, 7988, 2002.

[155] Jin, Y.L., Speers, R.A., Flocculation of Saccharomyces cerevisiae. Food Res.
Int., 31, 421440, 1998.

[156] Kobayashi, O., Hayashi, N., Kuroki, R., Sone, H., Region of Flol proteins

responsible for sugar recognition. J. Bacteriol., 180, 6503-6510, 1998.

106



[157] Melzoch, K., Rychtera, M., Habova, V., Effect of immobilization upon the
properties and behaviour of Saccharomyces cerevisiae cells. J. Biotechnol., 32,
59-65, 1995.

[158] Najafpour, G.D., Immobilization of microbial cells for the production of
organic acids. J. Sci. I. R. Iran,1, 172-176, 1990

[159] M. Sacak, Polimer Kimyasi, Gazi Kitapevi, Ankara, 2002.

[160] Eyring, L., Handbook on the Physics and Chemistry of Rare Earths 36. cilt,
Bolim 3. The binary rare earth oxides. Ed: by K.A. Gschneidner, J.-C.G.
Biinzli, V.K. Pecharsky, Elsevier, Hollanda, 2006.

[161] M. Arslan, Cu(Il) iyonlarinin 4-vinil piridin agilanmis poli (etilen teraftalat) lifler
lizerine adsorpsiyon Ozelliginin incelenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Kirikkale
Universitesi, Kirikkale, 2000.

[162] R. Coskun, Benzoil peroksit yardimiyla poli(etilen teraftalat) (PET) lifler iizerine
akril amid/itakonik asit monomer karisiminin as1 kopolimerizasyonu, Doktora
Tezi, Ankara Universitesi, Ankara, 2003.

[163] Kurbanova, R., Polimer Kimyas1 Deneyler ve Analizler, Selcuk Universitesi
Fen-Edebiyat Fakiiltesi Yayinlari, Konya, 1995.

[164] Bhattacharyya, S.N., Maldas, D., Graft copolymerization onto cellulosics.
Prog. Polym. Sci., 10, 171-270,1984.

[165] Raymond, R.C., "Adipic Acid". Handbook of Pharmaceutical Excipients. 11—
12, Ed: by R.C., Rowe, P.J. Sheskey, M.E. Quinn, Pharmaceutical Press,

Ingiltere, 2009.

107



[166] Remminghorst, U., Rehm, B.H.A., "Microbial Production of Alginate:
Biosynthesis and Applications". Microbial Production of Biopolymers and
Polymer Precursors. 13-42, Ed: by B.H.A. Rehm, Caister Academic Press,
Ingiltere, 2009.

[167] Gombotz, W.R., Wee, S.F., Protein release from alginate matrices. Adv. Drug.
Deliver. Rev., 31, 267-285, 1998.

[168] Babu, V.R., Sairam, M., Hosamani, K.M., Aminabhavi, T.M., Preparation of
sodium alginate—methylcellulose blend microspheres for controlled release of
nifedipine. Carbohyd. Polym., 69, 241-250, 2007.

[169] Babu, V.R., Krishna, R.K.S.V., Sairam, M., Kumar, N.B.V., Hosamani, K.M.,
Aminabhavi, T.M., pH sensitive interpenetrating network microgels of sodium
alginate-acrylic acid for the controlled release of ibuprofen. J. Appl. Polym.
Sci., 99, 2671-2678, 2006.

[170] Linker, A., Jones, R.S.A., New Polysaccharide Resembling Alginic Acid
Isolated from Pseudomonads. J. Biol. Chem., 241, 3845-3851,1966.

[171] Gorin, EA.T., Spencer, J.E.T. Exocellular Alginic Acid From Azotobacter
Vinelandii. Can. J. Chemistry, 44, 993-998, 1966.

[172] Isiklan, N., Inal, M., Yigitoglu, M., Synthesis and characterization of poly(N-
vinyl-2-pyrrolidone) grafted sodium alginate hydrogel beads for the controlled
release of indomethacin. J. Appl. Polym. Sci., 110, 481-493, 2008.

[173] Liu, Y., Yang, L., Li, J., Shi, Z. Grafting of Methyl Methacrylate onto Sodium
Alginate Initiated by Potassium Ditelluratoargentate(IlI). J. Appl. Polym. Sci.,
97, 1688-1694, 2005.

[174] Ueng, S.'W.N., Yuan, L.J., Lee, N.; In vivo study of biodegradable alginate

antibiotic beads in rabbits, J. Orthop. Res., 22, 592-599, 2004.

108



[175] Lin, Y.H., Liang, H.F., Chung, C.K.; Chen, M.C., Sung, H.W., Physically
crosslinked alginate/N,O-carboxymethyl chitosan hydrogels with calcium for
oral delivery of protein drugs. Biomaterials, 26, 2105-2113, 2005

[176] Simpson, N.E., Grant, S.C., Gustavsson, L., Peltonen, V.-M., Blackband, S.J.,
Constantinidis, 1., Biochemical consequences of alginate encapsulation: a
NMR study of insulin-secreting cells. Biomaterials, 27, 2577-2586, 2006.

[177] Shi, X.-W., Du, Y.-M., Sun, L.-P., Yang, J.-H., Wang, X.-H., Su, X.-L.,
Ionically crosslinked alginate/carboxymethyl chitin beads for oral delivery of
protein drugs. Macromol. Biosci., 5, 881-889, 2005.

[178] Kadokawaa, J.-I., Saitou, S, Shoda S.-I., Preparation of alginate
polymethacrylate hybrid material by radical polymerization of cationic
methacrylatemonomerin the presence of sodium alginate. Carbohyd. Polym.,
60, 253-258, 2005.

[179] Sutherland, I.W., Polysaccharases for microbial exopolysaccharides. Carbohyd.
Polym., 38, 319-328, 1999.

[180] Crescenzi, V., Paradossi, G., Desideri, P., Dentini, M., Cavalieri, F., Amici, E.,
Lisi, R., New hydrogels based on carbohydrate and on carbohydrate-synthetic
polymer networks. Polym. Gels Netw., 5, 225-239, 1997.

[181] Isiklan, N., Inal, M., Kursun, F., Ercan, G., pH responsive itaconic acid grafted
alginate microspheres for the controlled release of nifedipine. Carbohyd.
Polym., 84, 933-943, 2011.

[182] Akkaya, A., Usla, A.H., Sequential immobilization of urease to glycidyl
methacrylate grafted sodium alginate. J. Mol. Catal. B Enzym., 67, 195-201,

2010.

109



[183] Penman, A., Sanderson, G. R., A method for the determination of uronic acid
sequence in alginates. Carbohyd. Res., 25,273-282, 1972.

[184] Khan, I.A., Abourashed, E.A., Leung's Encyclopedia of Common Natural
Ingredients: Used in Food, Drugs and Cosmetics. John Wiley & Sons, Kanada,
2010.

[185] Biswal, D.R., Singh, R.P., The Flocculation and Rheological Characteristics of
Hydrolyzed and Unhydrolyzed Grafted Sodium Alginate in Aqueous Solutions.
J. Appl. Polym. Sci., 94, 1480-1488,2004.

[186] Ribeiro, A. J., Silva, C., Ferreira, D., Veiga, F., Chitosan-reinforced alginate
microspheres obtained through the emulsification/internal gelation technique.
Eur. J. Pharm. Sci., 25, 31-40, 2005.

[187] Kulkarni, R., Soppimath, K. S., Aminabhavi, T. M., Controlled release of
diclofenac sodium from sodium alginate beads crosslinked with
glutaraldehyde. Pharm. Acta Helv., 74, 29-36, 1999.

[188] Kulkarni, A.R., Soppimath, K.S., Aminabhavi, T.M., Dave, A.M., Mehta,
A.M., Glutaraldehyde crosslinked sodium alginate beads containing liquid
pesticide for soil application. J. Control. Release, 63, 97-105, 2000.

[189] Brownlee, I.A., Seal, C.J., Wilcox, M., Dettmar, P.W., Pearson, J.P., 211-228.
Applications of Alginates in Food. Alginates: Biology and Applications. Ed: by
B.H.A. Rehm, Springer, Verlag Berlin Heidelberg, 2009.

[190] Rousseau, 1., Le Cerf, D., Picton, L., Argillier, J.F., Muller, G., Entrapment and
release of sodium polystyrene sulfonate (SPS) from calcium alginate gel beads.

Eur. Polym. J., 40, 2709-2715, 2004.

110



[191] Xiao, C., Zhou, M., Lin, X., Chemical Modification of Calcium Alginate Gel
Beads for Controlling the Release of Insect Repellent N,N-Diethyl-3-
methylbenzamide. J. Appl. Polym. Sci., 102, 4850—4855,2006.

[192] Mc Dowell, R.H., Properties of alginates. Kelco Intern., Ingiltere, 1986.

[193] Gacesa, P., Alginates. Carbohyd. Polym. 8, 161-182, 1988.

[194] Kakita, H., Kamishima, H., Some properties of alginate gels derived from algal
sodium alginate. J. Appl. Phycol., 20, 543-549, 2008.

[195]Liu Z.-M., Xu Z.-K., Wang J.-Q., Wu J.; Surface modification of
polypropylene microfiltration membranes by graft polymerization of N-vinyl-
2-pyrrolidone. Eur. Polym. J., 40, 2077-2088, 2004.

[196] Bojanic, V., Joranovic, S., Tobakovic, R.; Synthesis and Electrochemistry of
Grafted Copolymers of Cellulose with 4-Vinylpyridine, 1 -Vinylimidazole, 1-
Vinyl-2-pyrrolidinone, and 9-Vinylcarbazole. J. Appl. Polym. Sci., 60, 1719-
1725, 1996.

[197] Chauhan, G.S., Singh, B., Kumar, S.; Synthesis and characterization of N-vinyl
pyrrolidone and cellulosics based functional graft copolymers for use as metal
ions and iodine sorbents. J. Appl. Polym. Sci., 98, 373-382, 2005.

[198] Lide, D.R., CRC Handbook of Chemistry and Physics, 78th Ed. 3-30, Ed: by
B. Raton, CRC Press, Florida, 1997.

[199] Nippon Shokubai Co., Ltd., Business & Product, PVP: Poly vinyl pyrrolidone,

http://www.shokubai.co.jp/en/products/functionality/pvp.html (Erisim tarihi:

20.09.2011)

111



[200] Gerhartz, W., Yamamoto, Y.S., 2-Pyrrolidone. Ullmann’s Encyclopedia of
Chemical Technology. 5th rev. Vol. A22. 457-463, Ed: by A.L. Harreus, VCH
Publishers, Deerfield Beach, Forida, 1993.

[201] Rosevear, A., Immobilised biocatalysts-a critical review. J. Chem. Technol.
Biot. B, 34, 127-150, 1984.

[202] Lee, K.H., Choi, LS., Kim, Y.-G., Yang, D.-J., Bae, H.-J., Enhanced
production of bioethanol and ultrastructural characteristics of reused
Saccharomyces cerevisiae immobilized calcium alginate beads. Bioresource
Technol., 102, 8191-8198, 2011.

[203] Bangrak, P. Limtong, S., Phisalaphong, M., Continuous ethanol production
using immobilized yeast cells entrapped in loofa-reinforced alginate carriers.
Braz. J. Microbiol., 42, 676-684, 2011.

[204] Yan, S., Wang, P., Zhaia, Z., Yao, J., Fuel ethanol production from
concentrated food waste hydrolysates in immobilized cell reactors by
Saccharomyces cerevisiae H058. J. Chem. Technol. Biotechnol., 86, 731-738,
2011.

[205] Ghorbani, F., Younesi, H., Sari, A.E., Najafpour, G., Cane molasses
fermentation for continuous ethanol production in an immobilized cells reactor
by Saccharomyces cerevisiae. Renew. Energ., 36, 503-509, 2011.

[206] Razmovski, R., Vucurovic, V., Ethanol production from sugar beet molasses
by S. cerevisiae entrapped in an alginate—maize stem ground tissue matrix,
Enzyme Microb. Tech., 48, 378-385, 2011.

[207] Gough, S., McHale, A.P., Continuous ethanol production from molasses at 45
°C using alginate-immobilized Kluyveromyces marxianus IMB3 in a

continuous-flow bioreactor, Bioprocess Eng., 19, 33-36, 1998.

112



[208] Brady, D., Nigam, P., Marchant, R., McHale, A.P., Ethanol production at 45°C
by alginate-immobilized Kluyveromyces marxianus IMB3 during growth on
lactose-containing media. Bioprocess Eng., 16, 101-104, 1997.

[209] Abd Alla, S.G., ElI-Din, HM.N., El-Naggar, A.W.M., Structure and swelling-
release behaviour of poly(vinyl pyrrolidone) (PVP) and acrylic acid (AAc)
copolymer hydrogels prepared by gamma irradiation. Eur. Polym., J43, 2987-
2998, 2007.

[210] Caykara, T., Demirci, S., Eroglu, M.S., Giiven, O., Poly(ethylene oxide) and its
blends with sodium alginate. Polymer, 46, 10750-10757, 2005.

[211] Duan,.W., Chen, C., Jiang, L., Li, G.H., Preparation and characterization of the
graft copolymer of chitosan with poly[rosin-(2-acryloyloxy)ethyl ester].
Carbohyd. Polym., 73, 582-586, 2008.

[212] Katime, 1., Valderruten, N., Quintana, J.R., Controlled release of
aminophylline from poly(N-isopropylacrylamide-co-itaconic acid) hydrogels.
Polym. Int., 50, 869-874, 2001.

[213] Yu, Z., Zhang, H., Ethanol fermentation of acid-hydrolyzed cellulosic
pyrolysate with Saccharomyces cerevisiae. Bioresource Technol., 90, 95-100,
2003.

[214] Sakurai, A., Nishida, Y., Saito, H., Sakakibara, M., Ethanol production by
repeated batch culture using yeast cells immobilized within porous cellulose
carriers. J. Biosci. Bioeng. 90, 526-529, 2000.

[215] Idris, A., Suzana,W., Effect of sodium alginate concentration, bead diameter,
initial pH and temperature on lactic acid production from pineapple waste
using immobilized Lactobacillus delbrueckii. Process Biochem., 41, 1117-

1123, 2006.

113



[216] Laopaiboon, L., Nuanpeng, S., Srinophakun, P., Klanrit, P., Laopaiboon, P.,
Ethanol production from sweet sorghum juice using very high gravity
technology: Effects of carbon and nitrogen supplementations. Bioresource
Technol., 100, 41764182, 2009.

[217] Kourkoutas, Y., Komaitis, M., Koutinas, A.A., Kaliafas, A., Kanellaki, M.,
Marchant, R., Banat, .M., Wine production using yeast immobilized on quince
biocatalyst at temperatures between 30 and 0 °C. Food Chem., 82, 353-360,
2003.

[218] Gupta, R., Sharma, K.K., Kuhad, R.C., Separate hydrolysis and fermentation
(SHF) of Prosopis juliflora, a woody substrate, for the production of cellulosic
ethanol by Saccharomyces cerevisiae and Pichia stipitis-NCIM 3498.
Bioresource Technol., 100, 1214-1220, 2009.

[219] Adinarayana, K., Bapi Raju, K.V.V.S.N,, Ellaiah, P., Investigations on alkaline
protease production with B. Subtilis PE-11 immobilized in calcium alginate gel
beads. Process Biochem., 39, 1331-1339, 2004.

[220] Konsoula, Z., Liakopoulou-Kyriakides, M., Thermostable o-amylase
production by Bacillus subtilis entrapped in calcium alginate gel capsules.
Enzyme Microb.Tech., 39, 690-696,2006.

[221] Song, S.H., Choi, S.S., Park, K., Yoo, Y.J., Novel hybrid immobilization of
microorganisms and its applications to biological denitrification. Enzyme
Microb. Tech., 37, 567-573, 2005.

[222] Ivanova, V., Hristov, J., Dobreva, E., Al Hassan, Z., Penchev, I., Performance
of a magnetically stabilized bed reactor with immobilized yeast cells. Appl.

Biochem. Biotechnol., 59, 187-198, 1996.

114



[223] Goksungur, Y., Zorlu, N., Production of ethanol from beet molasses by Ca-
alginate immobilized yeast cells in a packed-bed bioreactor. Turk. J. Biol., 25,
265-275, 2001.

[224] Limtong, S., Sringiew, C., Yongmanitchai, W., Production of fuel ethanol at
high temperature from sugar cane juice by a newly isolated Kluyveromyces
marxianus. Bioresource Technol. Technol., 98, 3367-3374, 2007.

[225] Jones, A.M., Thomas, K.C., Ingledew, W.M., Ethanolic fermentation of
blackstrap molasses and sugarcane juice using very high gravity technology. J.
Agr. Food Chem., 42, 1242-1246, 1994.

[226] Chandel, A.K., Narasu, M.L., Chandrasekhar, G., Manikyam, A., Rao, L.V.,
Use of Saccharum spontaneum (wild sugarcane) as biomaterial for cell
immobilization and modulated ethanol production by thermotolerant

Saccharomyces cerevisiae VS3. Bioresource Technol., 100, 2404-2410, 2009.

115



OZGECMIS

Ad1 Soyadi  : Murat INAL
Dogum Tarihi : 29.12.1982

Yabanci Dil  : Ingilizce

Egitim Durumu

Lisans : Gazi Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Kimya Boliimii, 2004

Yiiksek Lisans: Kirikkale Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi

Kimya Anabilim Dali, 2007

116



