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ONUR SOZU
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Danigsman: Yrd. Dog. Dr. Murat Yilmaztekin

Bu ¢alismada Lindnera saturnus var. saturnus mayasi kullanilarak melas ortaminda fuzel
yagindan biyodoniisiim yolu ile muz aromas: (izoamil asetat) tiretilmis ve lretim verimini
arttirmak amaciyla makrog6zenekli adsorpsiyon reginelerine adsorpsiyonu gergeklestirilerek
olusur olusmaz ortamdan uzaklastirilmasi saglanmustir. Oncelikle farkli 6zelliklere sahip 9
makrogdzenekli adsorpsiyon reginelerinin adsorpsiyon ve desorpsiyon Kkapasiteleri ve
verimleri arastirilmistir. Bu regineler arasindan biyodoniisiime ugrayacak maddeyi (izoamil
alkolii) en disiik diizeyde, biyodoniisiimle iiretilen muz aromasini en yiiksek diizeyde
adsorplayan ve desorpsiyon verimi yiiksek olan regine (H103 nolu) tespit edilmistir. Tespit
edilen bu recine kullanilarak izoamil asetat iiretimi, erlen diizeyinde ve biyoreaktor
diizeyinde kesikli ve  kesikli-beslemeli  biyodoniisiim  yontemleri  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Gergeklestirilen iiretimlerde *Yerinde Uriin Kazanimi’> Tekniginin
kullaniminin izoamil asetat liretim verimi iizerine etkisi arastirilmistir.

Erlen diizeyinde gerceklestirilen kesikli tiretimde regineli ortamda 1204 mg/L izoamil
asetat tretilirken, recine kullanilmadan gergeklestirilen kontrol iiretiminde ise 28.5 mg/L
izoamil asetat Uretilmistir. Recineli ortamda iiretilen izoamil asetat miktarinin reginesiz
ortama gore yaklagik 42 kat arttig1 gézlemlenmistir. Kesikli-beslemeli {iretimde ise regineli
ortamda 1910 mg/L izoamil asetat iiretilirken reginesiz ortamda 64 mg/L izoamil asetat
iretilmistir. Recineli ortamda izoamil asetat iiretiminde yaklasik 30 kat bir artig
gozlemlenmistir.

Biyoreaktor diizeyinde gerceklestirilen kesikli biyodoniisim denemesinde iiretilen
izoamil asetat miktar1 308.1 mg/L iken recinesiz ortamada 38.4 mg/L’dir. Regineli ortamda
iiretilen izoamil asetat miktar1 reginesiz ortamda iiretilene goére yaklagik 8 kat artmustir.
Kesikli-beslemeli biyodoniisiimde regineli ortamda 239.9 mg/L izoamil asetat tretilirken
recinesiz ortamda ise 40 mg/L izoamil asetat iiretilmistir. Recine ilavesi ile gerceklestirilen
biyodoniisiim denemesinde i-amil asetat {iretiminin yaklagik 6 kat arttig1 gézlemlenmistir.

Elde edilen bulgulara gore izoamil asetat iiretiminde ‘Yerinde Uriin Kazanimi
“’Tekniginin kullaniminin tiretim verimini arttirdig1 saptanmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Biyodéniisiim, yerinde iiriin kazanimi teknigi, izoamil asetat
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In this study Lindnera saturnus var saturnus yeast is present. Activating L. saturnus
yeast in the presence of sugar beet molasses, banana flavor (isoamyl acetate) is produced
from fusel oil using bioconversion method and in order to improve the production quality,
the macroporous adsorption resins are abducted once adsorption takes place. First, the
adsorption and desorption capacity and efficiency of different quality nine macroporous
resins are studied. Through the study the resins that are least effective in adsorbing the
substance (isoamyl alcohol) that is subject to bioconversion and are most effective in
adsorbing the banana flavor produced through bioconversion is identified. Using the resin
that is identified, the experiment of producing Isoamyl acetate is performed in both flask and
bioreactor through batch and feed-batch bioconversion method. During the experiment the
effect of the method “In situ product removal” to the production efficiency of isoamyl
acetate is analyzed.

The amount of isoamyl acetate that is produced using flask with batch process in the
presence of resin is 1204 mg/L while the same process without using resin produced only
28.5 mg/L. It is observed that the isoamyl acetate amount increases approximately 42 times
with the presence of resin. On the other hand, feed —batch process in the presence of resin
produces 1910 mg/L isoamyl acetate while without resin the amount of isoamyl acetate that
is produced is 64 mg/L. In the presence of resin approximately 30 times increase in the
production is observed.

The amount of isoamyl acetate that is produced using bioreactor with batch process
in the presence of resin is 308.1 mg/L while only 38.4 mg/L isoamyl acetate is produced
without resin is present. The isoamyl acetate amount increases approximately 8 times in a
process that resin is present. Also using feed- batch process with the same setting and resin
being present produces 239.9 mg/L isoamyl acetate while without resin the amount of
production is 40 mg/L. Including resin in the experiment of producing isoamyl acetate
through bioconversion increases the production efficiency approximately 6 times.

As a consequence of results of the experiments that has been done, it can be
concluded that using the method of “In situ product removal” in the process of producing
isoamyl acetate increases the production efficiency.

KEY WORDS: Bioconversion, In situ product removal, isoamyl acetate
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1. GIRIS

Aroma maddeleri burun yoluyla ve {iriin agizdayken geniz yoluyla algilanabilen
ucucu ve koku veren Ozellikteki alifatik ve aromatik yapili kimyasal bilesiklerdir
(Y1ilmaztekin vd., 2008a). Lezzet maddeleri ucucu olan ve ugucu olmayan
bilesenlerin karisimindan olusur. Ugucu olmayan bilesenler daha g¢ok tada etki
ederken ucucu bilesenler hem tada hem de kokuya etki ederler (Longo ve Sanroman,
2006). Aroma maddeleri gidalarm tiiketici tarafindan tercih edilmesinde 6nemli
bilesenlerdendir. Dolayisiyla aroma maddeleri gidadaki en Onemli Kkalite

kriterlerindendir.

Aroma maddeleri gidalarda ¢ok sayida ancak diisiik miktarlarda bulunurlar. Buna
ragmen gidanm kendine 6zgli duyusal Ozelliklerini kazanmasinda rol oynarlar
(Cabaroglu ve Yilmaztekin, 2010). Gidalarm aromasina alkoller, aldehitler, esterler,
ketonlar, dikarboniller, kisa ve orta zincirli serbest yag asitleri, metil ketonlar,
laktonlar, pirazinler, fenolik bilesenler ve siilfiir bilesikleri gibi genis cesitlilikteki

bilesenler etki etmektedir (Longo ve Sanroman, 2006).

Gidalarm aromasi iiriiniin kendi dogal yapisindan gelebildigi gibi {iriine sonradan
uygulanan ¢esitli teknolojik islemler sonucunda veya {iriine disaridan ilave edilen

aroma bilesiklerinden de gelebilir.

Gidalarda arzu edilen aromanin yeterli olmamasi veya uygulanan islemler
sirasinda kaybolan aromayi yerine koymak, gidaya bagka bir aroma kazandirmak
amaciyla gidalara aroma maddesi ilavesi yapilmaktadir (Feron ve Wache, 2006).
Aroma maddeleri Ozellikle gida endiistrisinde oldukc¢a yaygmn kullanilan katk:
maddeleri arasindadir. Giiniimiizde aroma maddeleri, gida katki maddelerinin
diinyadaki pazarinin % 25’ini temsil eder (Longo ve Sanroman, 2006). Diinyada
diger endiistri alanlariyla birlikte kullanilan aroma maddeleri 2012 yili itibari ile 22

milyar dolarlik (USD) bir pazar payina sahiptir (Anonim, 2012).

Aroma maddeleri genel olarak dogal aroma maddeleri ve yapay aroma maddeleri
olmak tizere iki sinifa ayrilir. Ancak aroma maddelerinin elde edildikleri kaynaklarin
cok farkli ve gesitli olmasi, farkli siniflandirmalarin yapilmasina sebep olmustur.

Amerika Birlesik Devletlerinde aroma maddeleri dogal ve yapay aroma maddeleri



olarak smiflandirilmaktadir. Tiirk Gida Kodeksi yonetmeligine gore ise aroma
maddeleri; dogal aroma maddeleri, dogala 6zdes aroma maddeleri, yapay aroma
maddeleri, aroma karigimlari, reaksiyon aromalar1 ve tiitsii aromalar1 olmak iizere alt1

grupta siniflandirilmaktadir (Cabaroglu ve Yilmaztekin, 2010).

Aroma maddeleri uzun yillardan beri bitkisel kaynaklardan ekstraksiyon yolu ile
elde edilmektedir (Longo ve Sanroman, 2006). Fakat aroma maddelerinin bitkilerde
cok diisiik diizeylerde bulunmasi onlarin ekstraksiyonunu ve saflastirmasini zor ve
maliyetli hale getirmistir. Bitkisel kaynaklardan ekstrakte edilen aroma maddelerinin
yapilarmin belirlenmesinin ardindan, sentetik aroma maddeleri kimyasal sentez yolu
ile tretilmeye baslanmistir (Longo ve Sanroman, 2006). Giiniimiizde aroma
maddeleri gida katki maddeleri diinya pazarmin %25’ ini olusturur ve bu aroma
maddelerinin % 80’den fazlasin1 kimyasal sentez yoluyla iiretilen aroma maddeleri
olusturmaktadir (Yilmaztekin vd., 2008a). Kimyasal sentez genellikle ¢evre dostu
olmayan bir iiretim prosesidir ve substrat seciciliginden yoksundur. Dolayisiyla
istenmeyen rasemik karigimlarm olusumuna sebep olabilir. Bu durumda proses

verimi diiser ve saflastirma maliyeti artar (Longo ve Sanroman, 2006).

Kimyasal sentez yolu ile aroma maddeleri iiretimi zayif reaksiyon segiciligi,
istenmeyen yan irilinlerin olusumu, diisiik verim, ¢evre kirliligi, yliksek iiretim
maliyeti, son {irliniin yapay olmasi gibi bir ¢ok dezavantaja sahiptir (Longo ve
Sanroman, 2006). Buna karsin, son zamanlarda yapilan market arastirmalari
tikketicilerin ~ “’dogal’> olarak etiketlenen gida maddelerini tercih ettigini
gostermektedir. Bu durum dogal aroma maddesi iiretim yontemlerini giindeme
getirmis ve diisiik maliyetle dogal aroma maddesi {lretim yontemlerinin

arastirilmasina sebep olmustur.

Dogal aroma maddesi tretim yontemlerinden biri olan bitkisel kaynaklardan
direkt ekstraksiyon yolu ile iiretimi de kimyasal sentez ile aroma maddesi iretimi
gibi bir ¢ok dezavantaja sahiptir. Dogal aroma maddesinin ekstraksiyonunun
gergeklestirildigi ham maddeler genelde arzu edilen aroma maddesini diisiik diizeyde

bulundururlar ve bu durum da ekstraksiyonu hem zahmetli hem de pahali hale getirir.

Tiim bu dezavantajlar ve tiiketicilerin dogal {riinlere olan ilgisi, dogal aroma

maddelerinin iiretimi i¢in farkl stratejilerin arastirilmasini gerekli kilmistir. Aroma



maddelerinin {iretimi ic¢in alternatif yollardan biri de biyoteknojik yollarin

kullanimdir.

Biyoteknolojik yolla aroma maddesi iiretimi kimyasal yolla aroma maddesi
iiretimine gore daha esnek reaksiyon kosullari, yiiksek iiriin ve substrat spesifikligi
ve cevreyi daha az kirletmesi gibi avantajlara sahiptir (Xu vd., 2007). Ayrica
biyoteknolojik yolla iiretilen aroma maddelerinin ‘dogal’ olarak nitelendirilmesi ve
yukarida bahsedilen diger Onemli avantajlarindan dolayr aroma maddelerinin
biyoteknolojik yolla iiretimi tizerindeki arastirmalar son zamanlarda artig

gostermistir.

Aroma maddelerinin biyoteknolojik yolla iiretimi kendi igerisinde mikrobiyal ve
enzimatik yol (enzimatik biyoddniisiim) olmak iizere iki temel smifa ayrilmaktadir.
Mikrobiyal yol ile aroma maddesi iiretimi de kendi i¢inde fermentasyon (de novo

sentezi) ve mikrobiyal biyodoniisiim olarak siniflandirilmaktadir.

Mikrobiyal biyodoniisim mikroorganizmalarin bir bilesigi yapisal yonden
kendine benzer bagka bir bilesige doniistiirmesi olayma denir. Mikrobiyal
biyodoniisiim olayinda iki substrat vardir. Bunlardan birincisi mikroorganizmalarin
gelisimi i¢in, bir digeri ise hedef aromay1 olusturmak i¢in biyodoniisiime ugrayacak
substrattir (Cabaroglu ve Yilmaztekin, 2010). Mikrobiyal biyodoniisiim yliksek
substrat seciciligi, diisiik miktarda yan {iriin olusumu, olusan {iriiniin kolay izole
edilmesi ve saflastirilmasi gibi avantajlara sahiptir (Xu vd., 2007). Ayrica mikrobiyal
biyodoniisiimle liretimde verim fermantasyon yolu ile aroma maddesi liretimine gore
daha yiiksektir. Giliniimiizde mikrobiyal biyodoniisiimle tretilen ¢ok sayida aroma
maddeleri mevcuttur. Bunlardan en Onemlileri arasinda vanilin, benzaldehit,

laktonlar, 2-feniletanol ve izoamilasetat sayilabilir.

Aroma maddeleri arasinda 6nemli bir grubu olusturan esterler gida endiistrisinde
yaygm olarak kullanilan meyve aromas: veren esterlerdir. Bu esterler kisa zincirli
yag asitleri ile alkoller arasnda meydana gelen reaksiyonla olusurlar. Igecek, bal,
karamela ve diger bir ¢ok gidada aroma bileseni olarak kullanilmaktadir. Ayni
zamanda bira, sarap, sake gibi fermente alkollii iceceklerdeki aroma bilesenleri

arasinda esterler 6nemli yer tutmaktadir.



Diistik molekiil agirlikli esterler arasinda alkil esterler gida endiistrisinde en ¢ok
ihtiya¢ duyulan esterlerdir. Ozellikle giiclii muz aromasindan dolay1 izoamil asetat en
cok ihtiya¢ duyulan esterlerin basinda gelmektedir (Torres vd., 2009). Izoamil
asetatin gida sanayinde katki maddesi olarak kullanimi olduk¢a fazladir ve izoamil
aseatatin yillik tiretiminin ABD’de 74 ton civarinda oldugu belirtilmektedir. (Giiveng

vd., 2002).

[zoamil asetat genellikle kimyasal sentez yolu ile Fischer Esterifikasyon
mekanizmasiyla tretilir (Welsh vd., 1990). Bir baska iiretim yontemi ise bitkisel
kaynaklardan ekstraksiyondur, fakat bu yontem pahalidir. (Liu vd., 2013). Ancak
tiikketicilerin ¢evresel ve saglik nedenlerinden dolayr dogal aroma maddelerine artan
ilgisi ile izoamil esatat iiretimi i¢in biyoteknolojik yontem kimyasal yonteme iyi bir
alternatif olmustur. Son zamanlarda en ¢ok kullanilan yontem iiretilen izoamil
asetatin dogal olmasindan dolay1 enzim ve hiicrelerin biyokatalist olarak kullanildig:

fermantasyon ve biyoddniisiimle iiretimdir.

Mayalar 6zellikle izoamil asetati ve bazi ugucu asetatlar1 yiiksek alkollerden
biyodoniisiimle iiretebilme yetenegine sahiptirler. Yiiksek alkolleri ve 6zellikle amil
alkolleri fazla miktarda iceren fuzel yagi izoamil asetatin biyoddniisiimle iiretimi i¢in
onemli bir ham maddedir. Fuzel yagi, fermantasyonla etil alkol {iretiminde damitma
isleminden sonra elde edilen yan {iriinlerden biri olup amil alkolleri yiiksek miktarda
icerirler (Ortalama % 45-55). Yiiksek miktada amil alkol igermesi ve ucuz bir yan
iirlin olmasindan dolay1 fuzel yag1 biyodoniisiimle izoamil asetat {iretimi i¢in 6nemli
bir hammadde niteligindedir. Lindnera saturnus mayasi 6zellikle muz aromasinin
karakteristik bilesigi olan izoamil asetat1 ve bazi ucucu asetatlar1 yiliksek alkollerden

tiretebilme yetenegine sahiptir (Janssens vd., 1989).

Melas ortaminda gergeklestirilen liretimlerde ortama fuzel yagi ilavesi ile amil
alkollerin izoamil asetata biyodoniisiimii basarili bir sekilde gergeklestirilmistir.
Williopsis saturnus mayasi kullanilarak gerceklestirilen fermantasyon ortammna %1
diizeyinde fuzel yag1 ilavesi ile fuzel yaginda bulunan izoamil alkoliin
biyodoniisiimii sayesinde iiretilen izoamil asetat konsantrasyonunun 3 kat arttigi

tespit edilmistir (Y1ilmaztekin, 2009).

Mikrobiyal biyodoniigiimle aroma maddesi iiretiminde karsilasilan en Onemli

problemlerden biri iretilen {iriinlin biyokatalist tarafindan sinirlandirilmasidir.
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Ortamda biriken {riniin belirli konsantrasyonlarin iizerine ¢ikmasi biyokatalist
iizerinde sitotoksik etki gOstermektedir. Bu durumda ise biyokatalist aktivitesini
kaybeder veya hiicreler canliliklarini yitirir (Woodley vd., 2008). Dolayisiyla, bu
durum olusacak iriiniin verimini olumsuz yonde etkileyerek verimin diismesine
sebep  olmaktadwr. Diigsiik verimden dolayr da iiretimler endistriye
uygulanamamaktadir. Uriin konsantrasyonun reaktdr iginde belirli seviyelerde
tutulmas1 ile bu inhibisyon etkisi onlenebilmektedir. “’Yerinde Uriin Kazanimi
Teknigi’> bu olumsuzluklar1 bertaraf etmek i¢in gelistirilmis bir yontemdir. Bu
teknikte biyokatalist etrafindaki iirlin konsantrasyonu, olusan {riiniin ortamdan
stirekli alinmasi ile inhibisyon seviyesinin altinda tutulmasi yontemin en 6nemli
avantajidir. YUK tekniginin kullanildig1 proseslerden bazilari; vakum fermantasyon,
ekstraktif fermantasyon, flag fermantasyon, diyaliz fermantasyon, iyon degisim ve
adsorpsiyon reginelerinin kullammidir (Roffler vd., 1984). Ozellikle olusan iiriiniin
makrogozenekli adsorpsiyon regineleri ile ortamdan uzaklastirilmasi sagladigi

etkinlikten dolay1, en ¢ok tercih edilen yontemlerden biridir.

Makrogo6zenekli adsorpsiyon regineleri farkli gézenek capina, yiizey alanina ve
polariteye sahip polimerik materyallerdir. Yiizeyinde bulunan gdzeneklerinden
dolay1 adsorbe edecegi mayeryali sulu ¢ozeltiden alarak kendi yiizeyinde tutundurur.
Adsorplanan bu molekiiller daha sonra, uygun bir solvent ile desorbe edilerek
recineden geri alinir ve regine tekrar tekrar kullanilabilir. Litaratiirde makrogozenekli
adsopsiyon reginelerinin kullanimi ile fermantasyon ve biyodoniisiim yolu ile
iiretilen aroma maddeleri konusunda ¢alismalar kisithidir. Litaratiirde izoamil asetatin
biyodoniisiimle ~{iretimi swrasinda YUK tekniginin  kullamldig1  ¢aligma

bulunmamaktadir.

Bu c¢aligmada Lindnera saturnus var. saturnus mayast kullanilarak melas
ortaminda fuzel yagindan biyodéniisiim yolu ile muz aromasi olarak bilinen izoamil
asetat iiretilmis ve tliretilen izoamil asetatin makrogozenekli adsorpsiyon reginelerine
adsorpsiyonu gerceklestirilerek ortamdan uzaklastirilmasi saglanmistir. Bunun igin
oncelikle farkli polariteye, yiizey alanina ve gozenek capma sahip makrogodzenekli
adsorpsiyon reginelerinin adsorpsiyon ve desorpsiyon kapasiteleri ve verimleri
arastirtlmistir. Bu regineler arasindan biyoddniisiime ugrayacak maddeyi (izoamil
alkolii) en diisiik diizeyde, biyodoniisiimle iiretilen aroma maddesini (izoamil asetat1)

en yliksek diizeyde adsorplayan ve desorpsiyon verimi yliksek olan regine tespit
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edilmistir. Tespit edilen bu recine kullanilarak izoamil asetat iiretimi erlen diizeyinde
ve biyoreaktor diizeyinde kesikli ve kesikli-beslemeli biyodoniisiim yontemleri

kullanilarak gerceklestirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Aroma Maddelerinin Siniflandirilmasi

Tiirk Gida Kodeksi yonetmeligine gore aroma maddeleri; dogal aroma maddeleri,
dogala 6zdes aroma maddeleri, yapay aroma maddeleri, aroma karigimlari, reaksiyon
aromalar1 ve tiitsii aromalar1 olarak siniflandirilmaktadir.

Yapay aroma maddesi, kimyasal yol ile sentezlenen ancak kimyasal yapist dogal
aromalardan farkli olan maddelerdir. Dogala 6zdes aroma maddesi, kimyasal yollarla
sentezlenen veya izole edilen kimyasal yap1 olarak dogal aromalar ile ayni olan
maddelerdir. Dogal aroma maddesi ise bitkisel ve hayvansal kaynaklardan uygun
fiziksel, enzimatik veya mikrobiyolojik yollarla elde edilen aroma verici madde veya
madde karigimlar1 olarak tanimlanmaktadir. Reaksiyon aromalari, sicakligr 180 °C’
yi ve siiresi 15 dakikayr ge¢meyen islemlerle elde edilen baslangicta aroma verici
0zelligi olmayan, en az bir bileseni azot ve diger bileseni indirgen seker igeren iki
maddenin birlikte reaksiyona girmesi sonucu olusan aroma verici karigimlardir. Tiitsi
aromalar1 dendiginde ise bazi gidalarm tiitiisiileme islemlerinde kullanilan tiitsii
ekstraktlar1 akla gelmektedir. Aroma karisimlari ise dogal aroma vericiler diginda
uygun fiziksel, enzimatik veya mikrobiyolojik metodlarla bitkisel veya hayvansal

kaynaklardan elde edilen iirtinlerdir (Anonim, 2013a).

Dogal bir aroma maddesinin ad1 “’Dogal Cilek Aromas1’’ ifadesinde oldugu gibi
bir gida maddesine veya bir aroma kaynagina referans olusturuyorsa bu aromanin
tamaminin uygun fiziksel, enzimatik veya mikrobiyolojik yollarla bu gidadan veya
kaynaktan elde edilmesi zorunludur. Aksi durumda °* dogal’’ ifadesi kullanilamaz
(Anonim, 2013a). Tiirk Gida Kodeksi yonetmeligindeki tanimlardan da anlasildig:
gibi biyoteknolojik yollar ile iiretilen aroma maddeleri dogal olarak kabul

edilmektedir.



2.2. Dogal Aroma Maddesi Uretim Yontemleri

Bir aroma maddesinin dogal olarak nitelendirilmesi i¢in o aroma maddesinin
kaynagindan fiziksel yol ile dogrudan ekstraksiyonu gerceklestirilmeli veya
biyoteknolojik yontemler kullanilarak iiretimi gergeklestirilmelidir. Biyoteknolojik
iretimlerde aroma maddesinin dogal olarak adlandirilmasi i¢in ise bu aroma
maddesinin elde edilmesinde kullanilan ham maddenin yani substrat olarak
kullanilan materyalin ve biyoddniisiime ugrayacak oOnciil bilesenin de kaynagmnin
dogal olmasi gerekmektedir. Dogal aroma maddesi liretim yOntemlerini asagidaki
gibi katagorize edilebilir.

v' Fiziksel Yolla Uretim

v' Biyoteknolojik Yolla Uretim

> Mikrobiyal Yol Ile Uretim

= Fermantasyon

= Mikrobiyal Biyodoniisiim
> Enzimatik Yol Ile Uretim

* Enzimatik Biyoddniisiim ile Uretim

2.3. Biyoteknolojik Yolla Dogal Aroma Maddesi Uretim Yéntemleri

Biyoteknolojik yolla dogal aroma maddesi tretimi iki ana bashk altinda
toplanabilir. Bunlardan birincisi mikroorganizmalarin kullanildigi mikrobiyal yol,
digeri ise enzimlerin kullanildig1 enzimatik yolla iiretimdir. Mikrobiyal yol ile aroma
maddesi tiretimi de kendi iginde iki Simifa ayrilir. Bunlar; fermentasyon ve

mikrobiyal biyodoniisiimdiir.

2.3.1. Fermantasyon

Fermantasyonda ortamda bulunan karbonhidrat, protein, yag gibi maddeler
mikroorganizmalar tarafindan fermantasyona ugratilmakta ve yikima ugrayan bu
bilesiklerden aroma maddeleri iiretilmektedir. Bu yontem °’de novo’’ sentezi olarak
bilinmektedir. Aslinda bu yontem uzun yillardan beri fermente iriinlerde aroma
olusumunda etkili yontemdir. Mikroorganizmalar tarafindan ham maddede meydana

gelen biyokimyasal degisiklikler sonucu agiga ¢ikan bilesenler son {iriiniin aromasina
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etki etmektedir. Boylece fermentasyon prosesi esnasinda olusan iirlinler son iirliniin
duyusal 6zelliklerine katkida bulunmaktadir. Sarap, bira, yogurt, ekmek gibi bir cok
gidanin spesifik Ozellikleri ve aromast mikrorganizmalarin faaliyeti sonucunda
meydana gelmektedir. Fermantasyon esnasinda aroma olusumunda karbonhidrat
metabolizmasi, lipit metabolizmasi ve protein metabolizmasi etkili olmaktadir (Feron
ve Wache, 2006).

Fermantasyon yolu ile aroma maddesi iiretiminde derin kiiltiir yontemi ve yiizey
kiiltiir yontemi olmak iizere iki yontem mevcuttur. Derin kiiltlir yonteminde
mikroorganizmalar substratin i¢inde gelistirilir. Mikroorganzimalarin gelisimi i¢in
gerek duyulan hava-gaz karigimi uygun bir diizenekle fermentdriin igine verilir.
Yiizey kiiltiir yonteminde ise mikroorganizmalar sivi, kati, yar1 kati substratlarin
ylizeyinde gelistirilir. Yiizey kiiltiir yontemi 6zellikle ucuz tarimsal atiklardan aroma
maddesi eldesinde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu yontem sayesinde ucuz
karbon ve azot kaynaklari1 kullanilmakta ve istenilen {riin mikroorganizmalarin
metabolik faaliyetleri sonucu agiga ¢ikmaktadir. Bu iki yontem Kkarsilastirilacak
olursa yiizey kiiltiir yontemi derin kiiltiir yontemine gore daha diisiik maliyet ve
yiiksek verimle daha iyi liriin eldesi saglar (Cabaroglu ve Yilmaztekin, 2010).

Mikroorganizmalarmm fermentasyonu sirasinda olusturduklar1 baslica aroma
maddeleri yiiksek alkoller, esterler, karbonil bilesikleri, terpenler, laktonlar,
pirazinler, kiikiirtli bilesikler, u¢ucu asitlerdir (Cabaroglu ve Yilmaztekin, 2010).

De novo sentezi ile iiretilen aroma maddeleri ve flretimde kullanilan

mikroorganizmalar Cizelge 2.1’ de gosterilmistir.



Cizelge 2.1. De novo sentezi ile iiretilen aroma maddelerinden bazilar1 (Feron ve

Wache, 2006).

Kiifler Aroma Siifi

Aspergillus Asitler, Alkoller, Terpenler
Cerastocystis Terpenler, Esterler, Alkoller
Fusarium Terpenler, Laktonlar
Geotrichum Esterler, Laktonlar
Trichoderma Terpenler, Esterler, Laktonlar
Mayalar

Dipodascus Esterler, Alkoller

Hansenula Esterler, Alkoller
Kluyveromyces Terpenler, Esterler, Alkoller
Sporobolomyces Laktonlar

Saccharomyces Terpenler, Laktonlar, Esterler, Alkoller
Bakteriler

Clostridium Esterler, Alkoler, Asitler
Corynebacterium Pirazinler

Pseudomanas Esterler, Pirazinler
Streptomyces Terpenler, Pirazinler

De novo sentezi ile aroma maddesi iireten mikroorganizmalarm c¢ogu kiif ve
mayalardan olugsmaktadir. Bu durum funguslar arasindaki daha genis biyogesitlilikten
kaynaklanmaktadir. Bunun yani sira kiiltiir ortamindaki karbon ve azot kaynagi gibi
basit bilegenler degistirilerek liretilen aroma maddelerinin c¢esitliligi arttirilabilir.

Genis c¢esitlilikteki aroma bileseni iiretme kabiliyetine sahip Ceretocystis tiirii bu
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duruma 6rnek olarak verilebilir. Meyve aromasi veya muz aromasi (izoamil asetat)
zayif patates aromasi veya seftali aromasi (y-dekalakton) bu tiiriin ortam
kompozisyonu degistikce tiretebildigi aroma maddeleri arasinda yer alir. (Feron ve
Wache, 2006).

Mayalar da ayni zamanda de novo sentezi ile aroma bilesenleri iiretme
kabiliyetine sahiptir. En iyi bilinen drneklerinden biri Sporidiobolus salmonicolor’
dir. y-Dekalakton ve &-laktonlar gibi genis cesitlilikteki laktonlar1 iiretebilme
yetenegine sahiptirler. Kluyveromyces lactis ve Willopsis saturnus gibi diger tiirleri
de fazla miktarlarda terpenler veya meyve esterleri iiretebilme kabiliyetine sahiptir
(Feron ve Wache, 2006).

Sinirh tiirlerinden dolay1 bakteriler, aroma maddeleri iiretiminde mayalar ve
kiifler gibi yetenekli degillerdir. Buna karsin son caligmalarda bulunan 6rneklere
gore; Bacillus cereus tiirii 2,5-dimetilpirazin, 2,6-dimetilpirazin veya trimetilpirazin
gibi farkli pirazin gesitlerini iiretebilme yetenegine sahiptir. Bu durum, bakteri
tiirline, sicaklik ve kiiltlir ortamina baghdir (Feron ve Wache, 2006).

De novo sentezi aroma maddelerinin biyolojik yollar ile tiretiminde iyi bir yontem
olmasmna ragmen, iiretim verimi ¢ok diisiiktiir ve bu ylizden endiistriyel
uygulamalarda kullanimi sinirhidir. Bu nedenle biyoteknolojistler daha ekonomik

avantajlar sunan biyodoniisiim prosesi lizerine yogunlasmislardir.

2.3.2. Mikrobiyal biyodoniisiim

Biyodoniisiim, mikroorganizmalarin bir bilesigi yapisal yonden kendisine benzer
baska bir bilesige doniistiirmesi olayidir. Cogu mikrobiyal biyodoniisiim olayinda iki
substrat gereklidir. Bunlardan biri mikroorganizmalarin gelisimi i¢in gerekliyken
digeri biyodoniisiime ugrayacak onciil maddedir. Mikrobiyal biyoddniisiimde onciil
bilesende meydana gelen oksidasyon, rediiksiyon, dehidrasyon, hidroliz gibi
reaksiyonlar ile aroma maddeleri {retilmektedir. Saccharomyces cerevisiae
tarafindan L-fenilalaninden 2-feniletanol (giil aromasi) iretimi mikrobiyal

biyodoniisiime 6rnek olarak verilebilir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Saccharomyces cerevisiae tarafindan 2-feniletanoliin L-fenilalaninden
biyodoniisiimle iiretimi (Vandamme, 2003).

Biyodoniisiimde verim genellikle daha yiiksektir. Verimi etkileyen faktorler ise
biyodoniisiimde kullanilan mikrorganizmanin tiirii ortam sicakligi, ortam pH’si,
hiicre zar1 gegirgenligi, iiriin inhibisyonu, substratlarin ortamdaki ¢dziiniirlikleri gibi
faktorlerdir (Yilmaztekin vd., 2008a). Giiniimiizde mikrobiyal biyodoniisiimle
iiretilen aroma maddeleri mevcuttur ve bunlarin ¢ogu arastirma diizeyindedir.
Mikrobiyal biyodoniisiimde mikroorganizmalarin gelisimi i¢in gereken substrat

dogal kaynaklardan karsilanabileceginden iiretim maliyeti diisiiriilmiis olunur.
Mikrobiyal biyoddniistim;

e Yiiksek substrat seciciligi,

e Az miktarda yan {iriin olusumu,

e Aasil iiriiniin kolay izole edilmesi ve saflastirilmasi

e Olusan iiriiniin ‘’dogal’’ olmas1 gibi bir¢ok avantaja sahiptir. Bu yiizden daha

cok tercih edilen bir yontemdir.

Mikrobiyal biyodoniisiim yoluyla endiistriyel dlgekte tiretilen aroma maddelerinin

bazilar1 Cizelge 2.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 2.2. Mikrobiyal biyodoniisiimle iiretilen aroma maddelerinden bazilar1

(Feron ve Wache, 2006; Cabaroglu ve Yilmaztekin, 2010)

Bilesen Verdigi Aroma Onciil bilesen Biyokatalist

Vanilin Vanilya Ferulik asit Amycolatopsis sp.
Pycnoporus sp.
y-dekalakton Meyve/Seftali Risinoleik asit Yarrowia lypolitica

Sporidiobolus sp.

y-oktalakton Hindistancevizi Oktanoik asit Mucor sp.
esterleri
2-Feniletanol Giil, bal Fenilalanin S.cerevisiae,

Kluyveromyces sp.
Benzaldehit Badem Fenilalanin Bjerkandera adusta

Pycnoporus cinabarini
[zoamil Asetat Muz Amil alkol Williopsis saturnus

Pirazin Kavrulmus Treonin Bacillus subtilis

Mikrobiyal biyodOniisiim aroma maddelerinin yani1 sira diger katki
maddelerinin de endiistriyel 0Olgekli {iretimlerinde kullanilabilir. Mikrobiyal
biyodoniisiimde iiretilen molekiillerin konsantrasyonu de novo sentezine goére daha
yiksektir ve dolayisiyla endiistriyel uygulamalara olanak tanimaktadir.
Uygulamalarin  heniiz beklenildigi kadar olmamasma ragmen, mikrobiyal

biyodoniisiim potansiyel bir metod olarak goriilmektedir.
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2.4. Gida Sanayi Artiklarinin Biyoteknolojik Yontemlerle Degerlendirilmesi

1985-90 yillar1 arasinda baslayan endiistriyel ekonomiye gecis donemi nedeniyle,
hizli bir sekilde artan iiretim, miktar ve cesitliligine paralel olarak endiistriyel
atiklarda da biiyiik dlgiide artis goriilmiistiir (Sener ve Unal, 2008). Bu artiklarin
direkt olarak ¢evreye verilmesi ise ¢evre kirliligine ve atiklarda bulanabilecek degerli
bilesenlerin kaybina sebep olmaktadir.

Tiirkiye’de yaklasik olarak 24 000 civarinda gida isletmesi bulunmaktadir.
Tirkiye’de gida sanayi artiklar1 diger sanayi artiklarinin %20’°sini olusturmaktadir
(Sener ve Unal, 2008). Gida sanayinin meyve ve sebze isleme endiistrisi, zeytinyag1
endiistrisi, seker endiistrisi, tahil endiistrisi, siit endiistrisi ve su {iriinleri endiistrisi
gibi farkli kollarindan elde edilen gida artiklar1 kullanilarak endiistriyel agidan
oneme sahip bilesenler iiretilebilmektedir. Ornegin zeytin kekinden Moniliella
suaveolens, Trichoderma harzianum, Pityrosporum oval ve Ceratocytis moniliformis
mikroorganizmalar1 kullanilarak 8- ve y- dekalakton (seftali aromasi) gibi aroma

bileseni tiretilebilmektedir (Laufenberg vd., 2003) .

Gida artiklarmin ¢ogunu meyve ve sebzelerin kabuklar1 ve c¢ekirdekleri, hayvan
ve balik artiklari, karbonhidratga zengin hububat artiklari, tarimsal artiklar (bugday,
musir, seker kamisi, melas, peynir alt1 suyu, patates v.b.) ve fermantasyon endiistrisi
artiklar1 olusturmaktadir. Bu artiklar i¢erik bakimindan biiyiik bir enerji potansiyeli
olusturmaktadir (Y1lmaztekin, 2009).

Bu endiistriyel artiklardaki bilesenler biyodonilisime ugratilarak endiistriyel
acidan Oneme sahip enzim, etil alkol, sitrik asit, antifungal bilesenler, tek hiicre
proteini ve Ozellikle aroma maddeleri gibi degerli bilesenleri biyoteknolojik
yontemlerle iiretmek miimkiindiir. Dolayisiyla endiistriyel artiklara katma deger
kazandirilabilmekte, cevre kirliligi Onlenebilmekte ayn1 zamanda biyoteknolojik
dretimler daha da ekonomik hale getirilebilmektedir. Ciinkii biyoteknolojik
iretimlerde onemli olan iiretimin endiistriyel boyutta uygulanip uygulanamamasidir.
Uretimlerin endiistriyel boyutta uygulanmast igin iiretimin maliyeti dikkate almacak
hususlardan biridir. Digerleri ise {iriiniin konsantrasyonu ve saflagtirma maliyetidir.
Tiim bunlar géz Oniine alindiginda biyoteknolojik yolla yapilan iiretimlerin

endiistriye uygulanabilmesini saglamak i¢in maliyetin ilk basamagini olusturan
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hammadde temininin endiistriyel artiklarin substrat olarak kullanimi ile daha

ekonomik hale getirilmesi miimkiindiir.

2.4.1. Fuzel yag

Fuzel yagi melasin fermantasyonu ile etil alkol {iiretiminde, etil alkoliin
damitilmasi sonucu agiga ¢ikan bir yan iirlindiir. Yaklasik olarak 1000 L etil alkoliin
damitilmasiyla 5 L fuzel yag1 agiga ¢ikmaktadir. C3, C4, C5 gibi bir¢ok alifatik
alkollerin karisimindan olusur ( Kiigiik ve Ceylan, 1998). Bu yan iiriin rengi saridan
koyu kahverengiye degisebilen ¢ok keskin, hos olmayan ve Oksiirten kokuya sahiptir
ve swvidir (Gliveng vd., 2007). Fuzel yag1 baslica diisiik molekiil agirlikli alkoller
(izoamil alkol basta olmak iizere, izobiitil alkol, n-propil, n-biitil alkol, etil alkol ve
n-amil alkol) az miktarda su ve eser miktarda aldehitler, serbest asitler ve onlarin
esterleri, yiliksek alkoller ve terpenlerden olusur (Giiveng vd., 2007). Fuzel yaginin
ortalama bilesimi Cizelge 2.3’de gosterilmistir. Fuzel yagi iceriginde diger alkollere
nazaran izoamil alkol miktar1 ¢ok daha yiiksektir. Bu ylizden amil alkollerin dogal
kaynagi olarak kullanilmaktadir.

Fuzel yagmin bilesimi fermantasyonla etil alkol liretimi esnasinda kullanilan ham
maddeye, fermantasyon sartlarina, distilasyon ve fuzel yaginin ¢oktiirme prosesine

bagli oldugu bilinmektedir (Azania vd., 2011).

Fuzel yagi igerisindeki diisiik molekiil agirlikli alkoller ve bunlarm esterleri
endiistriyel dneme sahip bilesenlerdir. Ozellikle bu bilesenlerin asetat ve biitirat
esterleri tat ve koku bilesenleri olarak gida, ilag, kozmetik endiistrilerinde katki
maddesi olarak ekonomik degere sahiptirler. Ornegin etil biitirat ve izoamil asetat
strastyla ¢ilek, ananas ve muzda bulunan aromalardir (Giiveng vd., 2007; Kiigiik ve
Ceylan, 1998). Gerek enzimler (genellikle lipaz katalizorliigiinde) kullanilarak
gerekse mikroorganizmalar kullanilarak bu alkoller esterlestirilmekte (asetat ve

biitirat esterleri) tat ve koku bilesenleri tiretilmektedir.

Fuzel yagi icerisinde bulunan bu degerli bilesenlerden otiirii aroma maddesi

tiretiminde kullanilan ve kolayca temin edilebilen ucuz bir kaynaktir.

Mayalar 6zellikle izoamil asetati ve bazi ugucu asetatlar1 yiiksek alkollerden

tiretebilmektedir (Yilmaztekin, 2009). Dolayisiyla ucuz ve kolay temin edilebilen
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fuzel yagi izoamil asetat iiretiminde kullanilabilen 6nemli bir hammadde 6zelligi

tagimaktadir.

Fuzel yaginin biyodoniisimde kullanildig1 bir ¢ok caligma mevcuttur. Bunlardan
Yilmaztekin (2009) tarafindan gergeklestirilen ¢calismada melas ortaminda fuzel yagi
ilavesi ile amil alkollerin izoamil asetata biyodonlisimii gerceklestirilmistir.
Williopsis saturnus mayasi kullanilarak gergeklestirilen fermantasyon ortamina %1
diizeyinde fuzel yagi ilavesi ile fuzel yagmda bulunan izoamil alkoliin
biyoddniisiimii sayesinde lretilen izoamil asetat konsantrasyonunun 3 kat arttigi
tespit edilmistir. Quilter vd. (2003) tarafindan S. cerevisiae ile yapilan ¢alismada ise
melas iceren fermantasyon ortamina fuzel yagi ilavesinin izoamil asetat {iretiminde

4.4 kat artisa sebep oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 2.3. Fuzel yaginin genel bilesimi (Azania vd., 2011)

Bilesenler Fuzel Yag1 (%)
Etanol 14.46
n-propanol 1.69
izobutanol 10.30
n-butanol 0.67
[zoamil alkol 61.60
n-amil alkol 0.49

2.4.2. Melas

Melas terimi ilk olarak siikrozun hazirlanmasi sirasinda seker kamisi veya seker
pancarindan elde edilen sivinin evoporasyonu, kristilizasyonu ve santrifiijlenmesi
sonucu elde edilen artik olarak bilinmekteydi. Giinlimiizde ise seker icerigi % 43’den
fazla olan herhangi bir sivi, melas olarak adlandirilmaktadir (Curtin, 1983).

Melas seker elde etmek igin seker pancarmin iglenmesi sirasinda ortaya ¢ikan
koyu kahverenkli kolloidal bir artik maddedir (Kahyaoglu ve Konar, 2006). Seker
{iretimi sirasinda kristallesmeyen suruplar melas: olusturur (Sener ve Unal, 2008).
Seker fabrikasinda islenen her 100 kg seker pancarindan 4 kg kadar melas
olusmaktadrr (Kahyaoglu ve Konar, 2006). Melasin igeriginde kompleks
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polisakkaritler, invert sekerler, karbonhidrat olmayan ¢esitli bilesikler, koyu renkli
azot igeren polimerik bilesikler, inorganik iyonlar, malik asit, sitrik asit, laktik asit,
asetik asit, propiyonik asitler gibi organik asitler bulunmaktadir (Kahyaoglu ve
Kivang, 2007). Melasim kimyasal kompozisyonu seker pancarmin yetistigi topragin
tipi, iklim, nem, sicaklik, seker pancarmin tiirli, depolama sartlari, melasin tiretim
prosesi gibi faktorlere bagl olmakla birlikte melasin genel bilesimi Cizelge 2.4° de

gosterilmistir.

Melas ispirto ve maya liretiminde ayni1 zamanda kepek, saman ve kuru kiispelere
eklenerek hayvan yemlerinde, etanol, ekmek mayasi ve tek hiicre proteini {iretimi,
ozellikle aroma maddeleri iiretimi gibi biyoteknolojik tiretimlerde kullanilmaktadir

(Kahyaoglu ve Konar, 2006; Sener ve Unal, 2008; Yilmaztekin, 2009).

Melas seker fabrikalarinin artik maddelerindendir. Seker iceriginin yiiksek olusu
nedeniyle biyoteknolojik iiretimlerde karbon kaynagi olarak kullanilmaktadir.
Dolayisiyla ¢evre kirliliginin 6nlenmesi ayrica bilesimi zengin olan artik maddelerin

degerlendirilerek endiistriyel agidan degerli {irtinlerin iiretilmesi miimkiin olmaktadir.

Fermente edilebilir seker kaynagi olarak kullanilan melasin fermantasyonu
sirasinda igerisinde dogal olarak bulunan amino asitlerin deaminasyonu sonucu fuzel
yag1 olarak da bilinen yliksek alkoller olusur. Aroma endiistrisi i¢cin dnemli dogal
hammaddeleri olusturan bu yiiksek alkoller arasinda 2-metil-1-butanol, 3-metil-1-
butanol, 1-propanol ve feniletanol gelir. Bu yiiksek alkoler kismi distilasyonla
ayrilabildigi gibi, fermantasyon sirasinda kendi asitlerine de doniisebilmektedir.
Ornek olarak 2-metil-1-butanolun, ayn1 zamanda énemli bir aroma maddesi olan 2-
metil-1-biitirik asite doniigiimii verilebilir. Bu doniistimler sirasinda meydana gelen
ara tirtinlerden biri de aldehitlerdir ve bu bilesikler de yine 6nemli aroma maddelerini
olustururlar. Meydana gelen asitlerin yiiksek alkollerle esterifikasyonu sonucu ise

aroma aktif esterler olusur (Y1ilmaztekin, 2009).
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Cizelge 2.4. Seker pancari melasmnin

Yilmaztekin, 2009)

kimyasal kompozisyonu (Curtin, 1983;

Parametre Bilesim (%)
Briks 79.5
Indirgen Seker 0.1-2.7
Toplam Seker 48
Ham Protein 6
Toplam Yag -
Kiil 8.7
Toplam Lif -
Kalsiyum 0.2
Fosfor 0.03
Potasyum 4.7
Siilflir 0.5
Sodyum 1.0
pH 5-7
Ozgiil Agirlik 1.40

2.5. Biyoteknolojik Yolla Uretilen Aroma Maddelerinden Bazilar

Mikroorganizmalar tarafindan tretilip gidalarda yaygim olarak kullanilan aroma

bilesenleri asagidaki gibidir;

>

>

Vanilin

Benzaldehit

Laktonlar (Ozellikle y ve -laktonlar)

Esterler (Ozellikle etil asetat ve izoamil asetat)
Diasetil

Terpenler

Pirazinler

Alkoller (2-feniletanol)
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> Metil ketonlar

Bunlardan gida endiistrisinde en yaygin olarak kullanilanlar1 asagida agiklanmustir.

2.5.1. Esterler

Esterler vermis olduklar1 meyve aromasindan dolay1 gidalarda yaygin olarak
kullanilan aroma maddelerindendir (Longo ve Sanroman, 2006). Uzun zincirli
asitlerle alkoller arasinda meydana gelen reaksiyonlar sonucu olusan esterler gida,
deterjan, kozmetik ve farmakoloji endiistrilerinde katki maddesi olarak
kullanilmakta, kisa zincirli asitlerle alkollerin tirtinleri ise 6nemli aroma maddelerini
olusturmaktadir (Y1lmaztekin, 2009).

Esterler dogada birkag yollar ile iretilmektedir. Bunlardan en ¢ok calisilani
genellikle amino asit degragasyonu sonucu olusan alkollerin lipaz veya esterazlar ile
esterifikasyonudur. Bu reaksiyonun saglamis oldugu avantajlardan dolay1 kisa
zincirli  esterlerin  bu hidrolitik enzimlerle sentezi uzun yillardan beri
arastirtlmaktadir. (Macedo vd., 2003; Akoh vd., 2004; Adachi ve Kobayashi 2005;
Joseph vd., 2008). Ester sentezinde bilinen diger yol ise alkol agil transferazlarla
esterlerin sentezidir.

Esterler regeller, icecekler gibi meyve aromali gidalarda, siit triinlerinde
(tereyagi, eksi krema, peynir gibi) kullanilmaktadir. Etil asetat, izoamilasetat, 2-
fenilasetat gibi asetat esterleri sarap ve diger {iziim tiirevli bir ¢cok icecekte onemli
aroma bilesenleri olarak bilinmektedirler (Longo ve Sanroman, 2006).

Aroma esterleri arasinda diisik molekiil agirlikli olan alkil esterler gida
endiistrisinde en ¢ok ihtiyag duyulan esterlerdir. Ozellikle de izoamil asetat giiclii
muz aromast vermesinden dolayr gida endiistrisinde ihtiya¢ duyulan en Onemli
esterdir (Torres vd., 2009). Bir¢ok maya ester olusturabilme yetenegine sahiptir.
Bunlara 6rnek olarak Picchia, Candida, Hansenula, Kluyveromyces, Saccharomyces,

Willopsis tiirleri verilebilir.

2.5.1.1. izoamilasetat ve olusum mekanizmasi

[zoamil asetat (3-metilbiitilasetat) giiclii muz aromas1 veren gida endiistrisinde en
¢ok ihtiyag duyulan esterdir (Torres vd., 2009). izoamil asetatin kimyasal yapisi
Sekil 2.2°de gdsterilmistir.
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Izoamil asetat

Sekil 2.2. izoamil asetatin kimyasal yapis1 (Y1lmaztekin, 2009).

Izoamil asetat bal, karemel, icecekler gibi bir ¢ok gidada aroma verici ajan olarak
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Yillik izoamil asetat ihtiyaci sadece Amerika
Birlesik Devletlerinde 74 000 kg’dir (Welsh vd., 1990). Izoamil asetatin mevcut
iretimi Sekil 2.3° de goriildigi gibi konsantre siilfirik asitin katalist olarak
kullanildig1 Fisher esterifikasyon mekanizmasiyla sentetik olarak iiretimidir (Sekil

2.3) (Welsh vd., 1990). Bu sekilde iiretilen izoamil asetat ucuz ancak dogal degildir.

CH3 O CHS

_HaS0s
H;CMH + H,«,C'JLC'H T— H3CJ\O/\‘)\CH3 + H0

Sekil 2.3. izoamil asetatmn Fisher esterifikasyon mekanizmasi ile iiretimi

Diger bir yandan izoamil asetatin bitkisel kaynagindan direkt olarak
ekstraksiyonu izoamilasetatin dogal olarak eldesini saglarken tiim pazarin ihtiyacini

karsilayamamakta ve ¢ok pahali olmaktadir.

Hem ¢evre dostu olan hemde dogal olarak izomail asetat tiretimine olanak taniyan
yontem biyoteknolojik yOntemlerle izoamil asetatin iiretimidir. Bu yontem kendi
icerisinde enzimatik biyodoniisiimle izoamil asetat iiretimi, fermantasyon yolu ve
mikrobiyal biyoddniisiimle iiretimi icermektedir. Izoamil asetatin enzimatik
biyodoniisiimiinde farkli kaynaklardan elde edilen serbest veya immobilize lipazlar

ve karboksil esterazlar kullanilmaktadir. izoamil asetatin fermantasyon ve mikrobiyal
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biyodoniigiimiinde ise ¢ogunlukla mayalar ve bazi kif tirleri (Ceratocystis

moniliformis gibi) yer almaktadir.

Mayalar izoamil asetat1 yiiksek alkollerden olusturmaktadir. Yiiksek alkoller de
(izoamil alkol gibi) fermantasyon esnasinda katabolik (Erlic) ve anabolik yollarla
olusmaktadirlar. Katabolik yolda mayalar tarafindan hiicre i¢ine alman dallanmig
zincirli valin, 16sin ve izoldsin amino asitlerinden aminotransferaz enzimi araciligiyla
gerceklesen transaminasyon reaksiyonu sonucu izoamil alkoliin onciil bileseni olan
keto asit olusur. Sonrasinda keto asitler dekarboksile olarak aldehitlere ve aldehitler
de NAD’a bagh dehidrogenaz enzimi vasitasiyla alkollere indirgenir. Katabolik
reaksiyonda valin aminoasitinin indirgenmesiyle izobiitanol, 16sin amino asitinin
indirgenmesiyle  3-metilbiitanol  (izoamil alkol), izoldsin amino asitinin
indirgenmesiyle ise 2-metil biitanol olugmaktadir. Maya hiicresi tarafindan
olusturulan ytiksek alkollerden 3-metilbiitanol (izoamilalkol) ve asetil-CoA arasinda
alkol asetil transferaz enzimi vasitasiyla 3-metilbiitilasetat (izoamil asetat, muz
aromasi) olugsmaktadir (Vandamme, 2003; Chen, 1978; Cabaroglu ve Yilmaztekin,
2010).

2.6. Mikrobiyal Biyodoniisiim Yolu Ile Aroma Maddesi Uretiminde Karsilasilan

Giicliikler ve Coziim Yollan

Mikrobiyal biyodoniisim yolu ile {retilen aroma maddeleri diisiik
konsantrasyonlarda iiretildiginden, ¢ogu iiretimilerini ekonomik yapacak diizeyden
daha diisiiktiir. Bu durum genellikle iiretilen cogu aroma bilesenlerinin ve onun dnciil
bilesenlerinin mikroorganizmalar tizerindeki inhibisyon etkisindendir (Perez, 2001).

Mikrobiyal biyoddniisiimle aroma maddesi iiretiminde karsilasilan en Onemli
problemlerden biri {retilen iriiniin biyokatalist tarafindan smirlandirilmasidir.
Olusturulan {riiniin belirli konsantrasyonlarin {izerine ¢ikmas1 biyokatalist iizerinde
sitotoksik etki gostermektedir. Bu durumda ise biyokatalist aktivitesini kaybeder
veya hiicreler canliliklarimi yitirir (Woodley vd., 2008). Dolayistyla bu durum
olusacak {irliniin verimini olumsuz ydnde etkileyerek iiretilen {riiniin diigiik
diizeylerde iiretilmesine sebebiyet vermektedir. Bu durum da iiretimlerin endiistriye

uygulanabilirligini azaltmaktadir.
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Bu giigliiklerin iistesinden gelebilmek, dolayisiyla {iriin ve proses verimini
arttrmak i¢in farkli yaklagimlar uygulanilabilir. Bunlardan biri daha yiiksek
konsantrasyonlarda {irlin iretilebilen yeni suslarin arastirilmasidir. Diger bir
yaklasim genetik mihendisligi metotlar1 kullanilarak arzu edilen 06zelligin
kazandirildigi, iretilen {rliniin inhibisyonundan etkilenmeyen genetik olarak
degistirilmis mikroorganizmalarm kullanilmasidir. Her yeni {iirlin i¢in yapilmasi
gerektiginden bu yaklasim beraberinde bir takim zorluklar1 da getirmektedir. Ayrica
genetik olarak degistirilmis mikroorganizmalarm kullanimi konusunda spesifik bir
diizenleme mevcut degildir ve bu tekniklerin gida maddelerinde kullanimi

konusundaki halk algis1 heniiz pozitif degildir (Perez, 2001).

Son olarak da proses miihendisligi tekniklerinin kullanimi alternatif veya
tamamlayic1 yaklasim olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu yontem farkl suslara ve
biyoddniisiim sistemlerine genel olarak uygulanabildigi i¢in diger yontemlere gore
bir takim avantajlara sahiptir (Perez, 2001). Yerinde Uriin Kazanimi Teknigi (YUK)

icerisinde farkli teknikleri barindiran proses miithendisligi yaklagimlarindandir.

2.7. Yerinde Uriin Kazanimi Teknigi

Proses miihendisligi ¢oziimlerinden olan Yerinde Uriin Kazanimi Teknigi
reaksiyon ortamindan mikroorganizmalar tarafindan olusturulan {iriiniin olusur
olusmaz ayrildigi, genellikle kimya miihendisligi alaninda kullanilan ayirma
tekniklerinden meydana gelir. Bu teknik sadece hiicre dis1 iiretimler igin
uygulanabilirdir. Dolayisiyla olusan {iriiniin hiicre etrafinda birikimi 6nlenmis olur
(Perez, 2001).

Bir ¢ok biyoteknolojik proses, iiriin inhibisyonu (sitotoksisitesi) veya toksik yan
iirlinlerin olusumu ile kisitlanir. Bu engelleri bertaraf etmek i¢in iiriinlin reaksiyon
ortamindan siirekli olarak alimi olan Yerinde Uriin Kazanimi Teknikleri genis bir
sekilde kullanilmaktadir (Hua ve Xu, 2011). Bu teknik sayesinde biyokatalist
etrafindaki {iriin konsantrasyonu, olusan iirlin ortamdan siirekli alinarak inhibisyon
seviyesinin altinda tutulmus olur ve dolayisiyla hiicreler hedeflenen iiriinii iiretmeye
devam edebilirler. Yerinde Uriin Kazanimi Teknigi ( In Situ Product Removal ) su

sekilde tanimlanabilir;
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Katalist tarafindan olusturulan triiniin, biyoreaktor ortamindan friin olusur
olusmaz uzaklastirildig: tekniktir. Yerinde Uriin Kazanimi Teknigi’nin amaci {iriin
toksisitesi veya degragasyonunu Onlemek icin reaktor ortamindan {iriin olusur
olusmaz {iriiniin almmasidir. Dolayistyla fermenter verimini arttwrmaktir. Ayrica
saflastrma ve aymrma proseslerinin  daha kolay ve wucuz bir sekilde

gerceklestirilmesine olanak saglayan tekniktir.

Saflagtrma ve ayirma prosesleri pahali ve teknik olarak ugrastiric
biyoproseslerdir (Carstensen vd., 2012). Biyoteknolojik proseslerde {iretim
maliyetinin %50-70’i ayirma ve saflagtirma proseslerinden ileri gelmektedir (Berg,
2010). Fermantasyon iiriinlerinin daha etkili bir bigimde ayirilmasi ve saflastirilmasi
icin uygun proseslerin tasarlanmasi1 ve gelistirilmesi Onemlidir. Birlestirilmis
prosesler etkinligi, iiriin verimini, kalitesini arttiran bir ¢dziimdiir. Yerinde Uriin
Kazanimi Teknigi iirin olusmu ve ayriminin tek bir reaktérde gerceklestirildigi

birlestirilmis prosesler benzeri prosestir.

Yerinde Uriin Kazanimi Teknigi reaktdrde iiriin birikiminin sebep oldugu
verimdeki azalisin goriildiigii klasik kesikli proseslere alternatif bir yontemdir
(Carstensen vd., 2012). Bu teknik endiistriyel kimyasallarin (6zellikle organik
solventlerin ve organik asitlerin), farmakolojinin, gida ingrediyentlerinin,
steroidlerin, aroma bilesenlerinin, sekonder metabolitlerin ve ¢esitli enzimlerin
ekonomik mikrobiyal iiretimlerinde kullanilmaktadir (Woodley vd., 2008; Perez,
2001).

Yerinde Uriin Kazanim Teknigi mevcut proseslerin gelistirilmesinde kullanilan
bir teknik olarak diisiiniilse de, {iriin hiicre girisiminin yogun oldugu durumlarda

istenilen prosesin uygulanabilmesi i¢in bir gerekliliktir (Serrano, 2003).

Yerinde Uriin Kazanimi Teknigi icin proses sekilleri Sekil 2.4’de goriilmektedir.
Ayirma islemi biyokatalizin gergeklestigi reaktdriin i¢ kisminda (icten) veya dis
kisminda (distan) gerceklesebilir. Baz1 durumlarda sekildeki direkt temasta oldugu
gibi aymrma islemi mikroorganizmalar ile direkt temasta olup tiim
biyosiispansiyondan gerc¢eklesirken diger temasta ise birtakim hiicre ayirma
sistemleri kullanilarak hiicrelerin biyosiispansiyonundan ayrilmas: ile elde edilen

siipernatanttan bir ayirim yapilmaktadir (indirekt temas). Bu durumu etkileyen
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faktorler ayirmak istedigimiz bilesenin uguculuk, molekiiler agirligi, boyutlari,

¢oOziiniirligi ve hidrofobitesi gibi 6zeliklere baglidir (Heerema vd., 2011).

Icten Distan
|
Direkt Temas |
|
Indirekt Temas
dh

Sekil 2.4. Yerinde tiriin kazanimi tekniginde kullanilan bazi prosesler (Perez, 2001)

Yerinde Uriin Kazanimi Tekniginde proses sekillerinin yan1 sira dnemli olan diger
bir degisken prosesin bi¢imidir. Yani prosesin uygulanma sekillerinden olan kesikli,
kesikli-beslemeli, siirekli olusudur. Bunlarin uygulanabilirligi ise segilen ayirma

metoduna ve proses sekline baghdir.

Biyoteknolojik iiretimler igin uygun Yerinde Uriin Kazanim Teknigine karar
vermek i¢in prosese uygun dogru ayirma teknigini, en uygun proses seklini (direkt
temas, indirekt temas) ve bu prosesin en iyi uygulanma seklini (kesikli, kesikli-

beslemeli, siirekli sistem) tespit etmek gerekir.
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2.7.1. Yerinde iiriin kazanim tekniginin potansiyel faydalan

Yerinde Uriin Kazanimi Teknigi’nin potansiyel faydalar: su sekilde siralanabilir;
e Uriin tarafindan olusan inhibisyon veya toksisitenin azaltilmas1 veya

uzaklagtirilmasi dolayisiyla tirlin veriminin arttirilmasi (Hua ve Xu, 2011)
e  Uriin stabilizasyonu (Hua ve Xu, 2011)
e Saflastirma proseslerinin kolaylastirilmasi1 (Hua ve Xu, 2011)
e Uriiniin geri kazanimmimn kolaylasmasi

e Ekonomik olusu

Stirekli sistemlere olanak tanimasi (Cartensen vd., 2012)

Yerinde Uriin Kazanim teknigi ile iiriin olusur olusmaz ortamdan alindig1 igin
iirlinlin biyoreaktor ortaminda belirli konsantrasyonlarin iizerine ¢ikmasi durumunda

mikroorganizma iizerindeki inhibisyon etkisi azaltilmis olunur.

Uriin olusur olusmaz ortamdan alinarak iiriiniin daha ileri bilesenlere ddniisiimii
veya lriiniin degragasyonu onlenmis olur. Dolayisiyla iiriin stabilizasyonu saglanmis

olur.

Yerinde Uriin Kazanimi Teknigi ile olusan iiriin bir taraftan da uygun teknik
kullanilarak (adsorpsiyon, ekstraksiyon, membran teknikleri gibi...) alindigi igin
iirlinlin geri kazanimi1 kolaylastirilmis olunur ve dolayisiyla saflastirma basamaklar1
azalmis olur. Bu durum da tiretimin maliyetine yansir yani {iretimin daha ekonomik
olmasmi saglar. Ciinkii biyoteknolojik tiretimlerde tiretim maliyetinin %50-70 ‘ini

saflagtirma basamaklar1 olusturmaktadir (Berg, 2010).

Ayrica bu teknik sayesinde hiicrelerin ortamda kalmasi ile daha yiliksek hiicre
yogunlugu olugmaktadir. Uriiniin ortamdan almmasin ve hiicrelerin ortamda kalarak
yogunlugunun artmasmi gz oniine aldigimizda Yerinde Uriin Kazanimi Teknigi
daha yiiksek tiretime ve verimlilige sebep olmaktadir. Bu teknik ayni zamanda
stirekli sistemi miimkiin kilmaktadir. Siirekli proseslerin kullanilmasiyla da is¢ilik
maaliyeti de azalmaktadir (Carstensen vd., 2012). Dolayisiyla iiretimler daha

ekonomik hale gelmektedir.
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2.7.2. Yerinde iiriin kazanim teknikleri (YUK)

Son 20 yil i¢inde farkl tiriin kazanim tekniklerini arastirmak ve gelistirmek lizere
genis c¢apll arastirmalar yapilmistir. YUK yOntemlerini smiflandirmada farkli
kriterler (teknolojik uygulamalar, son iirliniin 6zellikleri gibi...) gz Oniine alinarak
farkli siiflandirmalar yapilmustir. Freeman vd. teknolojik uygulamalara gére YUK
yontemlerini 5 katagoriye ayirmistir. Bunlar;

. Evaporasyon

. Ekstraksiyon

. Boyut Secici Permeasyon
. Reversible Kompleks Olusum
. Uriin Immobilizasyonu (Freeman vd., 1993)

Diger bir bakis acis1 Schiigerl vd. tarafindan ortaya koyulmustur. Bu siniflandirmaya
gore Yerinde Uriin Kazanim Teknikleri son iiriiniin molekiiler agirhgma gore

katagorize edilmistir (Schiigerl ve Hubbuch, 2005).
Diisiik Molekiil Agirlikli (Primer ve Sekonder metabolitler)
Yiiksek Molekiil Agirlikli (DNA, Proteinler, Antikorlar)
Diisiik molekiil agirlikli bilesenler igin;

e Birlestirilmis ekstraksiyon ve enzimatik doniisiim

e Yerinde Uriin Ekstraksiyon

e Yerinde Uriin Adsorpsyon

e Iyon degisim miimkiin olan aywrma teknikleridir (Schiiger]l ve Hubbucch,
2005).

Yiiksek molekiil agirlikli bilesenler i¢in ;
. Expanded Bed Adsorpsyon (EBA)

. Membran Dayali Adsorpsyon
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Iki Fazli Stv1-S1v1 Sistemler (Ekstraktif Fermantasyon)

. Yiiksek Gradient Magnetik Alan (HGMF) ise adsorpsiyon teknikleri olarak
kategorize edilmistir (Schiigerl ve Hubbucch, 2005).

Schiigerl aynt zamanda son Uriinii siiflandirma kriteri alarak bir siniflandirma
yapmistir. Biyoteknolojik olarak iiretilen triinlerden alkoler, karboksilik asitler ve
amino asitler, proteinler, antibiyotik ve diger sekonder metabolitler ic¢in bir
smiflandirma yapmustir (Schiigerl, 2000). Bu smiflandirmadan biri olan antibiyotik
ve diger sekonder metabolitlerin ayirmminda YUK teknigi olarak adsorpsiyon, solvent

ekstraksiyon, kristalizasyon siniflandirmasini yapmastir.
YUK teknikleri igin yapilan daha genel bir smiflandirma ise su sekildedir;
Diger Bir Faza Ekstraksiyon
v" Swvi-Siv1 Ekstraksiyon ( Ekstraktif Fermantasyon, Iki fazli sistemler)
v' Kat1 Faz Ekstraksiyon (Adsorpsiyon, Iyon exchange)
v Gaz Ekstraksiyon (Siiperkritik akigskanlar ile ekstraksiyon)
Membran Ayirma Teknikleri
v" Hollow-Fiber Membranlar

v’ Pervaporasyon (Serrano, 2003).

2.7.3. Aroma maddelerinin iiretiminde kullanilan farkh yerinde iiriin kazanimi

teknikleri

Aroma maddelerinin iiretiminde kullamlan farkli YUK teknikleri mevcuttur.
Bunlar sivi-sivi ekstraksiyon (iki fazli ekstraksiyon, ekstraktif fermantasyon) oldukca
basit, ucuz ve kolay bir sekilde uygulanabilir tekniktir (Hua ve Xu, 2011). Bir digeri
ise siiper kritik akigkanlarin 6zellikle de karbondioksitin kullanildig1 stiperkritik

karbondioksit ekstraksiyonudur.
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Stiperkritik akigkan ekstraksiyonunun uygulama alanlarinin  9%38’ini  gida
endiistrisi ~ olusturur. Gida endistrisinde uygulanan stiperkritik  akiskan
ekstraksiyonunun %40°1 aroma bilesenlerine uygulanir. Biyoteknolojik {iretimlerde
iretilen {rliniin ortamda birikmesi durumunda olusturdugu inhibisyon etkisini
ortadan kaldirmak icin siirekli ve yerinde {iriin ekstraksiyon ydntemi olarak
stiperkritik CO; ekstraksiyonun kullanilmasi bu olumsuzluklar: ortadan kaldiracak

alternatif yontemler arasinda goriilmektedir (Yilmaztekin, 2005).

Bazi aroma maddelerinin fermantasyonla iiretiminden sonra sulu ¢dzeltilerinden
stiperkritik akiskan 1ile geri kazanimi konusundaki wuygulamalar mevcuttur.
Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces rouxii tarafindan iretilen etanoliin
fermantasyon c¢ozeltisinden stiperkritik CO; ile ekstraksiyonudur. Yiiksek hiicre
konsantrasyonu kullanilarak 7 MPa CO; basinct altinda 10,9 g/L/h hacimsel
verimliligi saglamak miimkiin olmustur (Serrano, 2003). Kluyveromyces marxianus
kiiltiirlinden {retilen 2-feniletanol’lin mikroorganizmalar {izerindeki inhibisyon
etkisini ortadan kaldirmak i¢in direkt siiperkritik CO, ekstraksiyonu diizenegi
sisteme adepte edilerek olusan 2-feniletanol’in (giil aromasi) aninda ekstrakte
edilmesi saglanmistir. Olusturulan aroma bilesenlerinin % 97°si % 91 saflikta elde

edilmistir (Serrano, 2003).

Membran ayirma tekniklerinden aroma bilesenlerinin saflastirilmasinda ve
yerinde kazaniminda kullanilan tipik membran prosesleri hollow-fiber membranlar
(i¢i bos lif modiilii) ve pervaporasyondur (Serrano, 2003). Adler vd. Kluyveromyces
marxianus CBS 600 mayasi tarafindan 2-feniletanol (giil aromasi) ve 2-fenilasetat
iiretiminde YUK teknigi olarak membran ayirma teknigini kullanarak model
gelistirme ¢aligmalar1 yapmiglardir. Membran ekstraksiyonunu Hollow Fiber (i¢i bos

lif modiilii) kullanarak gerceklestirmislerdir (Adler vd., 2011).

Bengtson vd. 6-pentil-o-pirano’nun hiicreden yoksun sivi ortamdan hidrofobik
membranlar kullanilarak pervaporasyon ile geri kazanimini arastirmiglardir. Bu
arastrma sonucunda membran kisminda sekiz kat zenginlestirmeye ulasmislardir.
Buna karsin molekiiliin diisiik tretim veriminden dolayr fermantasyon ve
pervaporasyon birlestirildiginde sadece 1limli sonuglar elde edilmistir (Bengston vd.,
1992). Hiicre geri kazaniml1 pervaporasyon sistemi ile fermantasyonun birlestirilmesi

durumunda S. cerevisiae tarafindan etanol liretiminde artis gozlemlenmistir. Stirekli
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konsantrasyon ve membran biyoreaktdrden etanoliin geri kazanimi ile fermantasyon
stvisindaki etanol konsantrasyonu 20 g/L civarinda tutulmustur. Bu sartlar altinda
etanol verimliligi 72 saat sonunda 1.74 g/L ‘den 3.25 g/L/h olarak artmustir. Siirekli
fermantasyon/membran pervaporasyon sistemi kullanildiginda daha iyi sonuglar elde
edilmigtir.  Stirekli pervaporasyon modiil operasyonu (polidimetil siloksan
membranlar ile) esnasinda fermantasyon sivist hiicre yogunlugu 15 g/L’den 23

g/L’ye etanol verimliligi de 4.9 g/L’den 7.8 g/L/h’e ulagsmustir (Serrano, 2003).

Benzaldehitin Bjerkandera  adusta  tarafindan  dretimi  esnasinda
fermantasyon/pervaporasyon sisteminde polidimetil siloksan membran kullanimi ile
artig gostermistir. Siirekli geri kazanim ile fermentdrdeki benzaldehit konsantrasyonu
inhibisyon konsantrasyonunun altinda kalmistir. Pervaporat icerisindeki benzaldehit

konsantrasyonu 3,2 ve 6,2 g/L arasindaki konsantrasyonlarda kalmistir (Serrano,
2003).

Biyoteknolojik yolla aroma maddesi iiretimi esnasinda YUK tekniklerinden en
yaygin olarak kullanilan1 Kat1 Faz Ekstraksiyonu veya diger bir ifade ile Yerinde
Uriin Adsorpsiyonudur.

2.8. Adsorpsiyon ve Adsorpsiyonu Etkileyen Faktorler

Adsorpsyon tanim olarak, atom, iyon ya da molekiillerin bir fazdan diger kat1
fazin ylizeyine tutunmasi olarak bilinmektedir. Adsorpsiyonun gergeklestigi kati
yiizeye ’Adsorban’’, adsorbe olan maddeye ise’” Adsorbat’ denilir (Guyer vd.,
2003). Adsorpsiyon, adsorbent ve adsorbat arasinda gerceklesen etkilesime gore
fiziksel ve kimyasal adsorpsiyon olmak {izere iki smifa ayrilir. Fiziksel
adsorpsiyonda adsorbent ve adsorbat arasinda zayif Van der Waals ¢ekim kuvvetleri
etkilidir ve ayni zamanda tersinirdir. EZer adsorbent ile adsorbat molekiilleri
arasindaki etkilesim Van der Waals etkilesimlerinden daha kuvvetli ise yani,
kovalent bag olusumu gibi kuvvetli etkilesimlerle gerceklesiyorsa bu tiir
adsorpsiyona kimyasal adsorpsiyon denir. Kimyasal adsorpsiyon genellikle tersinir
degildir (Bilir, 2009).
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Adsorpsiyonu etkileyen faktorler;
e Adsorbe olan maddenin (Adsorbat) konsantrasyonu, molekiiler agirligi,
molekiiler boyutu, molekiiler yapisi, molekiiler polaritesi
e Adsorpsiyonu gerceklestiren materyalin (Adsorbent) yiizey alani, yiizeyin
fizikokimyasal yapisi, mevcut yiizeye, partikiillerin boyutlari
e Soliisyonun sicakligi, pH ve soliisyon i¢indeki adsorbat ile yarigma iginde
olan diger bilesenler (Guyer vd., 2003).
Biyoteknoloji alaninda adsorpsyon prosesi proteinler, aroma bilesenleri, ikincil
metabolitler gibi ¢esitli biyoiiriinlerin saflastirma proseslerinde bu {riinlerin ayrimi

ve konsantrasyonu i¢in genis bir sekilde uygulanmaktadir (Perez, 2001).

2.9. Yerinde Uriin Adsorpsiyon

Bu proses, bir iiriinlin organik veya inorganik polimerik katiya adsorpsiyonu
olarak tanimlanir.

YUK tekniklerinden, Yerinde Uriin Adsorpsiyon Teknigi dogal aromalar ve
antibiyotiklerin biyodoniisiimiinde genis bir sekilde kullanilmaktadir. Bu teknik
mikroorganizmalar tarafindan ftretilen {riiniin toksisitesini veya inhibisyonunu

azaltmak veya wuzaklastirmakta driinliin daha ileri saflastrma islemlerini

kolaylastirmaktadir (Mei vd., 2009).

Sentetik regineleri veya diger adsorpsiyon ortamlarini kullanan YUK
tekniklerinden biri olan Yerinde Uriin Adsorpsyon (YUA), biyoteknolojik iiretim
proseslerinde {iriin geri kazanimini kolaylastirmak veya iirlin ve/veya substrat
inhibisyonunu durdurmak i¢in genis bir sekilde kullanilmaktadir (Hua ve Xu, 2011).
Bunun yani sira yapilan son calismalarda YUA tekniginin daha ¢ok iiriin
inhibisyonunu engellemek ve dolayisiyla iiriin verimini arttirmak amagli olarak
kullanimi1 karsimiza ¢ikmaktadir. YUA birgok cesitlilikteki iiriin tipleri igin
kullanilan bir yOntemdir. Bunlara Ornek olarak etanol, aseton, biitanol gibi
solventlerin {iretimi, organik asitlerin, aroma bilesenlerinin, kimyasallarin,

steroidlerin, proteinlerin liretimi verilebilir.
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YUA yonteminde ydntemin etkinligini etkileyen etmenler uygun adsorbent
materyalinin se¢imi ve adsorbentin uygulanma sekli (direkt veya indirekt uygulama)

veya diger bir ifade ile prosesin konfiglirasyonudur.

2.10. Yerinde Uriin Adsorpsiyon Tekniginde Yaygin Olarak Kullanilan
Adsorpsiyon Materyalleri

Gidalarda adsorpsiyon materyali olarak kullanimina izin verilen adsorbent ve iyon
degisim materyalleri FDA ve Council of Europe gibi ulusal mevzuatlarla
diizenlenmektedir (Kammerer vd., 2011). Bu kapsamda en yaygin kullanilan ve en

yaygin uygulanan adsorpsiyon materyalleri;
e Aktif Karbon
o Zeolit
o Silika jeller

e Sentetik Recineler (Amberlite XAD-16, HZ818, DM11, strien divinil

benzen...)
e Sentetik Iyon Exchange Materyaller ( Kammerer vd., 2011).

Adsorbent ve iyon degisim materyalleri sadece matriksin kompozisyonu, polarite,
kimyasal ve fiziksel direnglerine gore degil ayn1 zamanda partikiil boyut dagilimi, i¢
ve dig ylizey alani, yogunluk, por yaricap dagilimi, porozite ve por boyut dagilimi
gibi kriterlere gore de kategorize edilir ( Kammerer vd., 2011).

Aroma iiretimi esnasinda Yerinde Uriin Kazanim Teknigi’nde adsorbentlerin
kullanimi genis bir sekilde calisilmistir. Fermantasyon ortamindan aroma
bilesenlerini toplamak amaciyla Krings vd. (1993) 31 farkli adsorbenti ve bunlarin
adsorpsyon Ozelliklerini degerlendirmiglerdir. En iyi adsorbent materyali bilesenlerin
% 86’sindan daha fazlasimi adsorbe edebilen aktif karbon segilmistir. Ancak aktif
karbon yaygin organik solventlerin desorbent olarak kullaniminda daha zayif
desorpsiyon 6zelligi gostermistir. En uygun adsorbent olarak strien-divinil benzen
reginesi ve zeolit se¢ilmistir. Bu materyaller aktif karbona benzer adsorpsiyon orani

sergilerken aktif karbondan daha iyi desorpsiyon ozelligi gostermistir. Bunun
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yanisira yeni sentetik reginelerin gelistirilmesi ile daha yiiksek secicilik, daha fazla

yikleme ve uzun siire perfomans ozelliklerine sahip regineler elde edilmistir
(Serrano, 2003).

Aroma maddelerinin Yerinde Uriin Adsorpsiyonunda ¢ogunlukla ticari adsorbent
materyalleri (sentetik regineler) tercih edilmektedir. Bunun en 6nemli sebebi ticari
adsorbentlerin diger adsorbentlere kiyasla diigiik fiyat ve esneklik gibi birtakim

ustiinliiklere sahip olmasidir.

2.10.1. Sentetik recineler

Sentetik regineler genis i¢ yiizey alanma sahip, saflagtirma proseslerinde
kullanilan organik polimerik adsorbentlerdir. Polimerizasyon ve polikondensasyon
reaksiyonu sonucu olusturulurlar (Kammer vd., 2011; Serrano, 2003). Sentetik
polimerik adsorbentler polistrien-divinil benzen kopolimerleri, divinilbenzen-
etilvinillbenzen kopolimerleri ve vinilpiridin gibi hidrofilik veya hidrofobik dogaya
sahip maddeleri igerir (Soto vd., 2011). Polimerik adsorbentler i¢ yiizeyinde cokga
gbdzenek iceren yapilar olarak diisiiniilebilir ve kullanildig1 ¢evreye bagli olarak genis
cesitlilikteki farkln tiirlerleri adsorplayabilirler. Ornegin su gibi polar c¢ozeltilerde
polimerik adsorbentler apolar veya hidrofobik davranis sergileyebilirler. Dolayisiyla
az ¢oziinen organik tiirleri adsorplayabilirler. Bu davranisi sergileyen adsorbentler
cogunlukla hidrofobik yapiya sahip strienik adsorbentlerdir. Hidrokarbonlar gibi
apolar solventlerden polar veya hidrofilik ozellik gostererek kendisiyle benzer
polariteye sahip bilesenleri (polar) adsorplayan sentetik regine tiirleri ¢ogunlukla
akrilik ve fenolik adsorbentlerdir. Adsorpsiyon olayinda sentetik re¢ine solusyondan
kendine benzer bileseni yapisina adsobe eder. Yani polar recineler polar bilesenleri,

apolar regineler apolar bilesenleri adsorbe ederler (Anonim, 2013b).

Biyoteknoloji alaninda laboratuvar olgekliden endiistriyel iiretime kadar dogal
tiretim izolasyonu i¢in genis bir sekilde kullanilmaktadir (Serrano, 2003). Sentetik
recinelerin yiizey alaninm aktif karbona kiyasla daha kii¢lik olmasma ragmen,
polimerik adsorbentler uzun Omiirlii, kimyasal olarak inert ve stabil, yliksek

adsorpsiyon kapasitesine sahiptir. Daha diisiik fiyat ve sinirl toksisite ile etkili, segici
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bir gsekilde bilesenlerin adsorpsiyonu gerceklestirilebilmekte ve rejenerasyon

kolaylig1 saglamaktadir (Soto vd., 2011).

Sentetik adsorbentlerin kullanimi geleneksel solvent-ekstraksiyon prosesine

nispeten bir ¢ok avantajlara sahiptir (Serrano, 2003).
Bu avantajlar;
v' Hiicreler igin toksik degildir.

v’ Sentetik adsorbentler por yapilarindan dolayr molekiiler eleme fonksiyonuna

sahiptir.

v Adsorbentler ya siirekli formda (kolonda) ya da kesikli formda (stispansiyon

icinde) kullanilabilirler.

v Adsorbentler, adsorbe edilen bilesenlerin elue edilmesi ile tekrar tekrar

kullanilabilme 6zelligine sahiptir (Serrano, 2003).

v’ Son liriiniin kalitesini onun organoleptik 6zelliklerini olumsuz etkilemez (Hua

ve Xu, 2011).

v' Coziinen maddenin geri kazanimi ve rejenerasyonu genellikle tek prosestir.

Bu agidan da ekonomiktir (Zang vd., 2008).

v Adsorbentin hizl1 bir sekilde rejenerasyonu adsorbatin geri kazanim prosesini
kolaylastirir (Zang vd., 2008). Dolayisiyla saflastirma basamaklar1 azaltilmis

ve kolaylastirilmis olur.

Sentetik regineler jel tipi form, makroag formu (makrogdznekli recineler bu

formdadirlar) veya hiper ¢apraz bagl form gibi farkli mekanizmalarda olusturulurlar.

2.10.1.1. Makrogozenekli recineler

Makrogozenekli adsorpsiyon regineleri yliksek derecede capraz bagli, iyonik
olmayan, genis yiizey alanina dagilmis ¢ok sayidaki sabit gdzenekleri iceren
yapilardir (0rnegin gozenek caplar1 50 A°’dan biiyiiktiir) (Li ve Chase, 2010).

Makrogozenekli recineler farkli yiizey alanina, polariteye, gdzenek c¢apma bagh
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olarak farkli ticari isimlerle amilirlar. Amberlite XAD-2, Amberlite XAD-4,
Amberlite XAD-16, H103, X5, AB-8 farkli 6zelliklerdeki makrogdzenekli reginelere

Ornek olarak verilebilir.

Hidrofobik makrogdzenekli bir recinenin genel yapist yapisi Sekil 2.5°de

gosterilmistir.

Bonculk

Hidrofilik ug  Hidrofobik kismm

Sekil 2.5. Hidrofobik makrog6zenekli reginelerin genel yapis1 (Anonim, 2013c)

Makrogo6zenkli adsorpsiyon recineleri ile adsorpsiyon su sekilde gergeklesir;
adsorbat molekiiliiniin hidrofobik kismi makrogdzenekli reginenin hidrofobik dis
yiizeyine tutulurken hidrofilik kismi1 sulu faza dogru yonelir. Adsorbe olan bilesenler
mikrokiireciklere tamamen niifuz etmezler. Mikrokiireciklerin dis yiizeyine zayif
Van der Waals baglari ile tutunurlar. Dolayisiyla adsorpsiyon fiziksel bir adsorpsiyon
oldugundan makrogézenekli recinelerin dis yilizeyine tutunan bilesenler uygun
organik solvent kullanilarak ayrilabilir. Organik solvent bu islemi her bir boncuktaki
gbzenekli yapilara hizli bir sekilde diflizyon ile gergeklestirir. Dolayisiyla
boncuklarin i¢ ve dis yiizeyine tutunmus olan bilesenler hizli bir sekilde solvente
desorbe edilerek ayrilmis olurlar. Makrogo6zenekli regineler ile adsorpsiyon yiiksek
adsorpsiyon kapasitesi, uygulama kolayligi, recinelerin ve lriiniin geri kazanimi
kolaylig1, ucuz olmasi gibi basit ve etkili bir yontem oldugundan diger adsorpsiyon
materyallerine gore bircok istiinliige sahiptir. Dolayisiyla bu faktorler

makrogdzenekli reginelerin adsorpsiyonda tercih edilme sebepleri arasindadir.
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2.11. Uygun Adsorbentin Secim Kriterleri

Yerinde Uriin Adsorpsiyon Yéntemini uygulamada yontemin etkinligini etkileyen

en 6nemli asamalardan biri adsorpsiyon materyalinin se¢imidir.

Adsorbent secim kriterleri adsorbe olan bilesenin ve solventin karakteristik
ozelliklerine baghdir (Guyer vd., 2003). Regine se¢iminde adsorpsiyon kapasitesi,
adsorpsiyon etkinligi, desorpsiyon kapasitesi, desorpsiyon etkinligi ve lriine 6zgi
olmasi gibi kriterler g6z Oniine alinmaktadir. Adsorpsiyon kapasitesi ise adsorbentin
gozenekliligi, yiizey alani, partikiill boyutlar1 ve adsorbatin yapisi, suda
¢oOziiniirliliigi, iyonik yiikii, fonksiyonel gruplari, molekiiler agirligi ve boyutlarina,
solusyonun sartlarina (pH, sicaklik, iyonik direng, solusyon konsantrasyonu ve
soliisyondaki bilesenlerin yaris1) baghdir (Soto vd., 2011). Dolayisiyla uygun
adsorbentin secimi icin bu faktdrler gz oniinde bulundurulup degerlendirilerek bir

secim yapilmalidir.

2.12. Aroma Maddelerinin Uretiminde Yerinde Uriin Kazanimi Tekniklerinin

Uygulandig1 Cahsmalar

Stark vd. (2002) L-fenilalaninin 2-feniletanole S. cerevisiae tarafindan
biyodoniisimii esnasinda olusan 2-feniletanoliin maya iizerindeki toksisitesini
onlemek amaciyla Yerinde Uriin Kazanimi Teknikleri’nden ekstraktif fermantasyonu
kullanmiglardir. Ekstraktant olarak oleik asit kullanilarak gerceklestirilen kesikli-

beslemeli tiretim sonucunda 12.6 g/L 2-feniletanol konsantrasyonuna ulagmiglardir.

Etschmann vd. (2003) K. marxianus CBS600 tarafindan 2-feniletanol tiretiminde
Yerinde Uriin Kazammmi Tekniklerinden sivi-sivi  ekstraksiyon —ydntemini
kullanmiglardir. Ekstraktant olarak oleil alkol kulllandiklarinda 3 g/L 2-feniletanol

elde etmislerdir.

Serp vd. (2003) S.cerevisiae Giv2009 tarafindan 2-feniletanol iiretiminde tiretim
verimini arttirmak amaciyla Yerinde Uriin Kazammi Teknikleri’nden solvent
immobilizasyonu kullanmislardir. Kesikli beslemeli olarak gerceklestirmis olduklari

iretim sonucunda iiretilen {iriinii polietilenden olusmus polmerik matriks icerisindeki
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solvente adsorbe etmislerdir. Bu islemin sonucunda 2-feniletanoliin hacimsel
verimliliginin arttigin1 tespit etmislerdir. Ayni zamanda bu islemin saflastirma

basamaklarmni da kolaylastirdigini belirtmislerdir.

Etschmann vd. (2005) K. marxianus CBS600 tarafindan L-fenilalaninin 2-
feniletanol ve 2-fenilasetata biyodoniisimiinde olusan {riiniin inhibisyonunu
onlemek icin Yerinde Uriin Kazanimi Tekniklerinden pervaporasyonu

kullanmiglardir. 5.2 g/L 2-feniletanol ve 5.9 g/L 2-fenilasetat elde etmislerdir.

Etschmann ve Schrader (2006) K. marxianus CBS600 tarafindan 2-feniletanol ve
2-fenilasetat iiretiminde olusan iiriiniin inhibisyonundan dolayr Yerinde Uriin
Kazanimi Tekniklerinden Yerinde Uriin Ekstraktanti kullanmislardir. Ekstraktant
olarak PPG1200 (Propilen glikol 1200) kullanarak gerceklestirmis olduklar1 kesikli-
beslemeli iiretim sonucunda organik fazda 26.5 g/L 2-feniletanol ve 6.1 g/L 2-

fenilasetat elde etmislerdir.

Hua vd. (2007) Ferulik asit’in Streptomyces sp. tarafindan vaniline
biyodoniisiimii esnasindaki vanilinin toksisistesi ve {iriin inhibisyonunu onlemek
dolayisiyla iiretim verimini arttrmak amaciyla yapmis olduklar1 ¢aligmaya gore;
farkli makrogdzenekli adsorpsyon recineleri arasmndan biyodoniisiim ortamindan
vanilini en iyi ve ferulik asiti en diisiik diizeyde adsorplama 6zelligine sahip DM11
reginesi se¢ilmistir. BiyodOniisiim ortamma % 8 oraninda DMI11 reginesi ilave
ettiklerinde 45 g/L ferulik asitten 55 saat siiresince gerceklesen iiretim sonucunda

19.2 g/L vanilin elde etmislerdir.

Lu ve Zang (2008) S. cerevisiae kullanarak gergeklestirdigi 2-feniletanol
iretiminde ekstraktant olarak oleik asit kullanmislardir. Bu sekilde gerceklestirmis
olduklar1 liretimde 3 g/L 2-feniletanol elde etmislerdir. Tek fazli biyodoniisiime gore

%50 artig oldugunu gozlemlemislerdir.

Wang vd. (2008) S. cerevisiae kullanarak gerceklestirilen 2-feniletanol tiretiminde
Yerinde Uriin Kazanimi Tekniklerinden iki fazli Sistemler ile Ekstraksiyonu
kullanmiglardir. Bunun i¢in ekstraktant olarak oleik asit ve Propilenglikol 1500
(PPG1500) kullandiklarinda 2-feniletanol iiretiminin 2.2 g/L’ye ulastiklarini ve bu
degeri tek fazli biyodoniisiimle karsilastirdiklarinda tiretimin % 8.6 oraninda arttigini

tespit etmislerdir.
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Guan vd. (2009) S.cerevisiae kullanarak L-fenilalanin’den biyodoniisiim yolu ile
2-feniletanol iiretiminde makrogdzenekli FD0O816 reginesi kullanarak biyoddniisiim
yolu ile iretilen 2-feniletanol konsantrasyonunun saatte ortalama 0.4 g/L {iretim
orani ile 12.8 g/L’ye ulastigimni belirtmislerdir. Reg¢ine ilave edilmeksizin yapmis
olduklar1 tiretimle karsilastirdiklarinda 2-feniletanol iiretim veriminin % 35.7

oraninda artti§in1 tespit etmislerdir.

Mei vd. (2009) S.cerevisiae kullanarak L-fenilalanin’den 2-feniletanol tiretimi
icin erlen diizeyinde yapmis olduklar1 denemelerde 30 mI’lik biyodoniisiim ortamina
nonpolar, makrogdzenekli D101 reginesinden 2 g ilave ederek toplam 2-Feniletanol
iiretim konsantrasyonu 6.17 g/L olarak bulmuslardir. Bunun 3.15 g/L’si s1v1 fazda
kalirken 3.02 g/L’sinin regineye adsorbe oldugunu gézlemlemislerdir. Bu degerleri
recine ilave etmeksizin yapmis olduklar1 denemelerle karsilastirdiklarinda (4.65 g/L)

iiretimin daha yiiksek oranda oldugunu tespit etmislerdir

Hua vd. (2010) yapmis olduklar1 ¢alismaya gore L-fenilalanin’in S.cerevisiae
tarafindan 2-feniletanol’e biyoddniisiimii esnasinda olusan {iiriin sitotoksisitesini
azaltmak, 2-feniletanol iiretim verimini arttrmak igin “’Yerinde Uriin Adsorpsyon
Teknigini’’ kullanmislardir. Bunun i¢in bir ¢cok makrogdzenekli adsorpsyon reginesi
arasindan 2-feniletanolii en iyi adsorplayan ancak L-fenilalanini en diisiik diizeyde
adsorplayan HZ818 kodlu adsorpsyon recinesini secerek biyoddniisiim ortamina % 7
oraninda ilave ettiklerinde 12 g/L. L-fenilalanin’den % 74.4 molar verimle 6.6 g/L. 2-
feniletanol elde etmislerdir. Bu iiretimi adsorpsyon reg¢inesi ilave etmeksizin
gergeklestirdikleri biyodoniisiimle karsilastirdiklarinda iiriin konsantrasyonunun %

66.2 oraninda arttigini gézlemlemislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1. Mayalar

Denemelerde, Lindnera saturnus var. saturnus HUT7087 kodlu maya kiiltiirleri
kullanilmigs olup HUT  (Hiroshima, Japonya) kiiltiir koleksiyonundan temin
edilmistir. Maya kiltlirleri gliserol iceren YPD (yeast potato dextrose) ortaminda -
70°C’de muhafaza edilmis ve ardindan YPD igeren petrilere tek koloni diisiirme
yontemiyle ekim yapilarak 30 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Bu yontemle elde
edilen saf kiiltiirler bir sonraki denemelerde kullanilmak {izere +4 °C’de muhafaza
edilmistir. Ayrica elde edilen bu saf maya kiiltlirleri ayn1 besiyerini igeren yatik

agarlarda ayda bir tazelenmek iizere stoklanarak +4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.1.2. Besiyerleri ve kimyasallar

Mayalar1 aktif hale getirmek, ¢ogaltmak ve muhafaza etmek icin YPD (Merck,
Dormstadt, Almanya) kullanilmistir. Biyodoniisiim ortaminda kullanilan melasin
temizlenmesi i¢in kullanilan H,SO4 ve NaOH, fuzel yaginin su igerigini azaltmakta
kullanilan molekiiler elek, reginelerin desorpsiyonunda kullanilan etil alkol ve gaz
kromatogrifisi analizlerinde kullanilan 1-butanol, 3-pentanol, 1-propanol, 2-metil-1-
propanol, izoamil alkol ve izoamil asetat standartlar1 Sigma (Louis, USA)

firmasindan temin edilmistir.

3.1.3. Melas

Yapilan denemelerde biyoddniisiim ortaminda kullanilan melas Malatya Seker

Fabrikasindan (Malatya) temin edilmistir.
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3.1.4. Fuzel yag:
Biyodoniisiim ortaminda kullanilan fuzel yagi Mey A.S. Suma Fabrikasindan
(Tarsus) temin edilmistir. Biyodoniisim denemelerinde kullanilan fuzel yagmin

bilesimi Cizelge 3.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Biyoddniisiim denemelerinde kullanilan fuzel yagmin bilesimi

Bilesen Bilesim (%)
1-propanol 0.36
2-metil-1-propanol 2.93
1-biitanol 0.16

[zoamil alkol 56.66

Etil alkol 14.89

Su 25

3.1.5. Makrogozenekli adsorpsiyon rec¢ineleri

Biyodoniisiim ortamima olusan izoamil asetati, adsorbe etmek i¢in ilave edilen
makrogdzenekli adsorpsyon reginelerinden H103, AB-8, NKA-2 ve NKA-9 Nankai
Universitesi Kimya Fabrikasindan (Tianjin, Cin) temin edilmis olup, Amberlite
XAD-1180N, Amberlite XAD-4, Supelite DAX-8, Amberlite XAD-7HP ve Diaion
HP2MG ise Supelco (Bellefonte, PA, USA) firmasmdan temin edilmistir.
Biyodoniisiim denemelerinde adsorpsiyon amaciyla kullanilmak iizere test edilen
makrog6zenekli adsorpsiyon reginelerinin bazi Ozellikleri Cizelge 3.2.°de

gosterilmistir.
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Cizelge 3. 2 Makrogdzenekli adsorpsiyon reginelerinin bazi 6zellikleri

Recine Yiizey alam Polarite Gozenek Cap1
(m/g) (A)
Amberlite  XAD- >450 Nonpolar 400
1180N
Amberlite XAD-4 >750 Nonpolar 55-80
H103 1000-1100 Nonpolar 85-95
Supelite DAX-8 160 Yaripolar 225
Amberlite  XAD- >380 Yaripolar 90
7THP
AB-8 480-520 Yaripolar 130-140
Diaion HP2MG 500 Polar 200
NKA-2 160-200 Polar 145-155
NKA-9 250-290 Polar 155-165

3.1.6. Fermentor

Fermantasyon denemelerinde 2 litre hacimli kesikli, karigtirmali, sicaklik ve
havalandirma kontrollii fermentér (Sartorious, BioStat A Plus, Almanya)
kullanilmistir. Fermantasyon denemelerinde kullanilan fermentér Sekil 3.1.°de

gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Fermantasyon denemelerinde kullanilan fermentor

3.2. Yontem

3.2.1. Biyodoniisiim ortamimin hazirlanmasi

Biyodoniisiim ortami olarak kullanilacak melas 6nce 10 °Briks olacak sekilde saf
suyla seyreltilmistir. Melasin igerisinde bulunabilecek mikroorganizmalar i¢in toksik
etki yapabilecek agir metal iyonlarmi ve yabancit maddeleri uzaklastirmak amaciyla
melas ¢ozeltisinin pH’s1 10 N HySO4 kullanilarak 3’e diisiiriilmiis ve 24 saat
bekletilmistir. Bekletilen melas ¢ozeltisi kaba filtre kagidi ile siiziilmiis ve ¢oken
yabanci maddeler uzaklastirilmistir (Calik vd., 2001). Elde edilen melas ¢ozeltisinin

pH’s1 10 N NaOH ile 5’e ayarlanmis ve biyodoniisiim denemelerinde kullanilmustir.

3.2.2. Asilama kiiltiirlerinin hazirlanmasi

YPD agar igerisinde tek koloni yontemi ile gelistirilmis mayalar 500 mL’lik steril

erlenmayerler igerisinde bulunan 100 mL’lik biyodoniisiim ortamima asilanmis ve
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25°C’de, 160 d/d’da, 48 saat siireyle ¢ogaltilmistir. Erlenmayerlerdeki kiiltiir sivisi
steril tiipler icerisinde +4°C’de, 4000 d/d’da, 10 dakika santrifiij edilmis ve elde
edilen maya pelleti +4°C’deki steril suyla 2 defa yikanmistir. Maya hiicrelerinin
olusturdugu pellet 5 mL steril biyoddniisiim ortamina aktarilip mikroskop ile sayim
yapilarak 1x10" hiicre/mL olacak sekilde biyodoniisiim ortamina asilanmistir

(Yilmaztekin vd., 2008b).
3.2.3. Fuzel yaginin su iceriginin azaltilmasi ve damitilmasi

Fuzel yagmnin igerisinde yiikksek miktarda bulunan izoamil alkoli ayirip
biyodoniisim denemelerinde kullanmak amaciyla fraksiyonel damitma ydntemi
kullanilmistir (Giiveng vd., 2007). Damitma isleminden 6nce fuzel yagi 5000
devir/dakika (d/d)’da santrifiij edilerek yabanci maddelerden uzaklastirilmistir.
Yabanct maddelerinden uzaklastirilan fuzel yagi su icerigini azaltmak amaciyla
molekiiler elek ile muamele edilmistir. Bu islem i¢in 250 mL’lik erlenlere 100’er mL
fuzel yagi1 ve 60’ar gram molekiiler elek ilave edilmistir. Erlenler 25°C’de, 175 d/d
karistirma hizinda 20 saat siireyle orbital karistiricida ¢alkalanmistir. Bu islem Sekil
3.2.°de gosterilmistir. Ardindan fuzel yagi siiziilerek molekiiler elekten ayrilmis ve
damitma islemine gecilmistir. Bu islem Sekil 3.3.’de gosterilmistir.

Fuzel yagimin damitilmasi isleminde iirtinler, alkollerin kaynama noktalarma gore
Vigreux damitma kolonu kullanarak 6 farkli fraksiyon halinde alinmistir. Bu
fraksiyonlar damitma islemi esnasinda ayri1 ayri alinmis ve izoamil alkolce zengin
olan son iki fraksiyon (5 ve 6 nolu fraksiyonlar) birlestirilerek tekrar damtilmistir.
Damitma isleminin yapildig: diizenek Sekil 3.4.’de gosterilmistir. Her bir fraksiyon
ayr1 ayr1 depolanmis, gaz kromatogrofisi analizleri yapilmis ve % alkol igerikleri
belirlenmistir. Izoamil alkolce zengin 5 ve 6 nolu fraksiyonlar1 kullanarak her
damitma i¢in fuzel yagindan izoamil alkol ayirma verimleri asagidaki formiil yardimi
ile hesaplanmustir.

(Y6xV6)+(Y5xV5) %100

% Ayirma verimi= rr—

Y6= 6 nolu fraksiyonun izoamil alkol yiizdesi

V6= 6 nolu fraksiyonun hacmi
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Y5= 5 nolu fraksiyonun izoamil alkol yiizdesi
V5= 5 nolu fraksiyonun hacmi

VT=Damutilan fuzel yag1 hacmi

YF= Damitilan fuzel yaginin izoamil alkol yiizdesi

Son damitma sonucu elde edilen izoamil alkolce zengin, %98.81 diizeyinde izoamil
alkol igeren 6 nolu fraksiyon reg¢inelerin adsorpsiyon 6zelliklerinin belirlenmesinde

ve biyodoniisiim denemelerinde kullanilmistir.

Sekil 3.2. Fuzel yaginin su igeriginin azaltilmasi
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Sekil 3.3. Su igerigi azaltilmis fuzel yaginin molekiiler elekten ayrimi

Sekil 3.4. Fuzel yagiin damitilmasinda kullanilan damitma diizenegi
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3.2.4. Recinelerin adsorpsiyon 6zelliklerinin belirlenmesi

Reginelerin adsorpsiyon 0Ozelliklerinin belirlenmesi i¢in {iretimler sentetik
ortamda ve biyolojik ortamda, erlen diizeyinde kesikli ve kesikli-beslemeli iiretim
olmak iizere iki farkl sekilde gerceklestirilmistir.

Calismada kullanilacak en verimli recineyi tespit etmek amaciyla reginelerin
adsorpsiyon kapasiteleri, adsorpsiyon etkinlikleri ve desorpsiyon verimleri
belirlenmistir (Hua vd., 2010).

3.2.4.1. Sentetik ortamda recinelerin adsorpsiyon 6zelliklerinin belirlenmesi

Regineler kullanilmadan Once iiretici firma talimatlarma gore safsizliklarin
giderilmesi ve aktif hale getirilmesi amaciyla sirasiyla etil alkol ve suyla muamele
edilmis daha sonra nemli bir sekilde agz1 kapali kutularda buzdolabinda saklanmistir.
Biyodoniisiimde substrat olarak kullanilacak olan izoamil alkoliin ve izoamil asetatin
recinelere olan afinitesini 6lgmek amaciyla; 50 mL melas ¢ozeltisi (10°Briks, pH 5)
iceren 250 mL’lik erlenlerin igerisine bilinen konsantrasyonlarda izoamil alkol ve
izoamil asetat ilave edilmistir. Daha sonra erlenlerin igerisine 1’°er g (yas agirlik) test
edilecek 9 farkli makrogdzenekli adsorpsiyon reginesinden (H103, AB-8, NKA-2 ve
NKA-9, Amberlite XAD-1180N, Amberlite XAD-4, Supelite DAX-8, Amberlite
XAD-7HP ve Diaion HP2MG) ilave edilmis ve agizlar1 sikica kapatilarak 25 °C’de
ve 100 d/d’da 2 saat ¢alkalanmistir. Bu siire sonunda ortamdan filtrasyonla alman
regineler once saf suyla yikanmig ve 50 mL etil alkolle 25 °C’de ve 100 d/d’da 2 saat

desorbe edilmistir.

Adsorpsiyon ve desorpsiyon ¢ozeltilerinde bulunan izoamil alkoliin ve izoamil
asetatin konsantrasyonlar1 gaz kromatografisi ile belirlenmis ve elde edilen
konsantrasyon degerlerinden reginelerin adsorpsiyon kapasitesi, adsorpsiyon etkinligi

ve desorpsiyon verimi asagidaki formiiller vasitastyla hesaplanmigtir.

Adsorpsiyon Kapasitesi:

Q= (Cb;Ca) «Va
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Adsorpsiyon Etkinligi:
(0/) (Cb Ca) %100

Desorpsiyon Verimi:

on) = Cd=vd
D(/O) (Ca—Cb)*VaXlOO

Q: Adsorpsiyon kapasitesi (g adsorbat/g regine)

Ca: Izoamil alkol veya izoamil asetatin adsorpsiyondan &nceki konsantrasyonu (g/L)

Cb: izoamil alkol veya izoamil asetatmn adsorpsiyondan sonraki konsantrasyonu (g/L)

Cd: Izoamil alkol veya izoamil asetatin desorpsiyon ¢dzeltisindeki konsantrasyonu
(9/L)

A: Recine agirligi (g)

Va: Adsorpsiyon ¢ozeltisinin hacmi (L)

Vd: Desorpsiyon ¢ozeltisinin hacmi (L)

E: Adsorpsiyon etkinligi

D: Desorpsiyon verimi

3.2.4.2. Biyolojik ortamda recinelerin adsorpsiyon ozelliklerinin belirlenmesi
3.2.4.2.1. Kesikli biyodoniisiim kosullar

250 mL’lik erlenlerde biyodoniisiim ortami olarak kullanilan 50 mL melas
cozeltisine (10 °Briks, pH 5) adsorpsiyon ozellikleri test edilecek 9 farkli
makrogdzenekli adsorpsiyon reginesinden 1’er gr (yas agrlk) ilave edilmistir.
Ardindan 121 °C’de 15 dk. steril edilmis, sogutulmus ve daha sonra mL’de 1x10°
adet hiicre icerecek sekilde maya kiiltlirii asilanmistir. Erlenler 25°C 100 d/d’da
inkiibasyona birakilmistir. Kesikli biyodoniisiim denemelerinde mayalar asilandiktan

48 saat sonra ortama 50 pL fuzel yaginin damitilmasiyla elde edilen izoamil alkol

46



ilave edilmistir (Y1lmaztekin vd., 2009). 72 saatlik biyodoniisiim sonunda regineler
ortamdan filtrasyonla ayrilmis, suyla yikandiktan sonra ayni miktardaki etil alkolle
25°C 100 d/d’da 2 saat siiresince desorpsiyona tabi tutulmustur. Desorpsiyondan
once biyodoniisiim ortaminda bulunan ve desorpsiyondan sonra etil alkole gecen
izoamil asetat miktarlar1 gaz kromatografisi (GC kosullar1 3.2.7.4’de belirtilmistir)
ile belirlenmistir. Toplamda tiretilen izoamil asetat miktarlar1 tizerinden reginelerin

biyoddniisiim ortamindaki verimleri karsilastirilmistir.

3.2.4.2.2. Kesikli-beslemeli biyodoniisiim kosullari

250 mL’lik erlenlerde biyodoniisiim ortamu olarak kullanilan 50 mL melas
cozeltisine (10 °Briks, pH 5) adsorpsiyon oOzellikleri test edilecek 9 farkl
makrogozenekli adsorpsiyon reginesinden 1’er gr (yas agirlik) ilave edilmistir.
Ardindan 121 °C’de 15 dk. steril edilmistir, sogutulmustur ve daha sonra mL’de
1x10" hiicre icerecek sekilde maya kiiltiirii asilanmistir. Erlenler 25°C 100 d/d’da 48
saat inkiibasyona birakilmistir.

Kesikli-beslemeli biyodoniisiim denemelerinde 48. saatten itibaren biyodoniisiim
ortamma 50 pL izoamil alkol ilave edilmeye baslanmis ve biyoddniisiim sonuna
kadar her 24 saatte bir ayni miktarda izoamil alkol ilavesine devam edilmistir.
Biyodoniisiim sonunda reg¢ineler ortamdan filtrasyonla ayrilmis, suyla yikandiktan
sonra ayni miktardaki etil alkolle 25°C’de 100 d/d’da 2 saat siiresince desorpsiyona
tabi tutulmustur. Desorpsiyondan once biyoddniisim ortaminda bulunan ve
desorpsiyondan sonra etil alkole gegen izoamil asetat miktarlar1 gaz kromatografisi
ile belirlenmistir. Toplamda iiretilen izoamil asetat miktarlar1 {izerinden reg¢inelerin

biyodoniisiim ortamindaki verimleri karsilastirilmistir.

3.2.5. Fermantasyon kosullar

Fermantasyon denemeleri anaerobik sartlarda, 25°C sabit sicaklik ve 150 d/d’
sabit karistirma hizinda Kesikli ve Kesikli-Beslemeli iiretim ve kontrol iiretimleri
olmak 1iizere Sartorious marka BioStat A Plus model biyorektorde
gerceklestirilmistir. Biyoreaktore biyodoniisiim ortami olarak kullanilacak olan

temizlenmis melas ¢ozeltisinden (10 °Briks, pH 5) 2 L konulmustur. Fermantasyon
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ve biyodoniisiim esnasinda iiretilen izoamilasetatin adsorpsiyonu i¢in H103 kodlu
makrogozenekli adsorpsiyon reginesinden 50 gram ilave edilerek biyoreaktorle
birlikte 121°C’de 15 dk. steril edilmistir. Sonrasinda sogutulararak ortama mL’de
1x10" sayida maya olacak sekilde ¢ogaltilms kiiltiirlerden asilanmustir. Karistirma
150 d/d olacak sekilde ayarlanarak biyoreaktor c¢alistirilmistir. Biyodoniisiim
sonunda reg¢ineler ortamdan filtrasyonla ayrilmis, suyla yikandiktan sonra etil alkolle
desorpsiyona tabi tutulmustur. Biyodoniisiim siiresince her 24 saatte bir ortamdan
ornekler alinmis ve bu 6rnekler tizerinde canli maya sayisi, yogunluk, briks, pH ve

aroma maddesi analizleri gerceklestirilmistir.

3.2.5.1. Kesikli fermantasyon

Kesikli fermantasyon denemeleri i¢in biyoreaktére biyodoniisiim ortamu olarak
kullanilacak olan temizlenmis melas ¢o6zeltisinden (10 °Briks, pH 5) 2 L
konulmustur. Fermantasyon ve biyodoniisiim esnasinda iiretilen izoamil asetatin
adsorpsiyonu i¢in H103 kodlu makrogdzenekli adsorpsiyon reginesinden 50 gram
ilave edilerek biyoreaktorle birlikte 121°C’de 15 dk. steril edilmistir. Sonrasinda
sogutulararak ortama mL’de 1x10" sayida maya olacak sekilde cogaltilmis
kiiltlirlerden agilanmustir. Karistirma 150 d/d olacak sekilde ayarlanarak biyoreaktor
calistirilmigtir. Mayalar durgun faza ge¢cmeye basladiktan sonra (72. saatte)
biyodoniisiim i¢in fuzel yaginin damitilmasiyla elde edilen izoamil alkolden steril
sartlarda 2 mL alinarak biyoreaktdriin enjeksiyon portundan biyodoniisiim ortamina
enjekte edilmistir. Fermantasyon ve biyodoniisim 9 giin (216 saat) siiresince

gerceklestirilmistir.

3.2.5.2. Kesikli-beslemeli fermantasyon

Kesikli-beslemeli fermantasyon ayni sekilde biyoreaktorde gerceklestirilmistir.
Mayalar durgun faza ge¢cmeye basladiktan sonra (72. saat) biyoddniisiim ortamina
fuzel yagmin damitilmasiyla elde edilen izoamil alkolden steril sartlar altinda 2 mL
alinarak biyoreaktoriin enjeksiyon portundan enjekte edilmistir. 24 saat araliklarla

fermantasyon sonuna kadar ayn1 miktarda izoamil alkol ortama ilave edilmistir.
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3.2.6. Orneklerin alinmasi

Fermantasyon ve biyodoniisiim siiresince biyoreaktdrden 24 saat araliklarla 15
mL’lik ornekler almmistir. Alman bu Ornegin 1 mL’si maya sayimi igin
kullanilmistir. Geriye kalan kismi ise mayalar1 ve regineyi uzaklastirmak amaciyla
+4°C’de, 4000 d/d’da 10 dk. santrifiij edilmistir (Hettich, Universal 320 R,
Tufflingen, Almanya). Santriflij sonunda elde edilen siipernatantta yogunluk ve briks
Olciimleri yapilmistir ve bu siipernatanttan 1 mL viallere konularak aroma maddeleri

analizleri i¢in -18°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.7. Ornekler iizerinde yapilan analizler

3.2.7.1. Maya sayimi

Maya sayimmi i¢in alman Ornekler metilen mavisi kullanarak Thoma lami ile

mikroskop altinda gergeklestirilmistir (Anonim, 1997).

3.2.7.2. Yogunluk tayini

Yogunluk tayini Mettler Toledo Densito 30PX marka (Isvicre) dijital yogunluk
Olcer ile 20°C’de gergeklestirilmistir (Y1lmaztekin, 2009).

3.2.7.3. pH

pH Olgiimiinde biyoreaktor icerisinde bulunan pH probuyla Olciilen degerler

dikkate alinmustir.

3.2.7.4. izoamil asetat ve izoamil alkol analizi

Fuzel yaginda bulunan ve biyoddniisiim ortaminda iiretilen maddelerin miktar
tayininde, “Shimadzu QP2010” marka alev iyonlasma dedektorli (FID) gaz
kromatografisi (GC) kullanilmistir. Aroma maddelerinin ayrimi DB-WAX kapiler
kolon (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm) kullanilarak gerceklestirilmistir. Enjektor
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sicakligr 220°C, dedektor sicakligi 250°C, kolon sicakligr ise 60°C’de 3 dakika
beklemeden sonra, dakikada 2 °C artarak 220 °C’ye ve daha sonra dakikada 3°C
artarak 245 °C’ye cikarilmis ve bu sicaklikta 20 dakika sabit kalacak sekilde
programlanmistir. Cihaza enjekte edilen 6rnek miktar1 1 pL’dir. Tastyic1 gaz olarak

He kullanilmig ve akis hizi 1.5 ml/dakika olacak sekilde ayarlanmustir.

Bilesiklerin miktarlarnin hesaplanmasinda i¢ standart olarak 3-pentanol
kullanilmistir. Asagidaki formiil yardimiyla her bir bilesigin cevap faktorii dikkate
alinarak miktar hesaplamalar1 yapilmistir (Kelly vd., 1999).

Bilesiklerin tanimlanmasi i¢in ise yine ‘“Shimadzu QP2010” marka gaz
kromatografisi-kiitle spektrometresi kullanilmigtir. Enjektor sicakligi  220°C,
dedektor sicakligr 250°C, kolon sicaklig1 ise 40°C’de 3 dakika beklemeden sonra,
dakikada 3°C artarak 220 °C’ye ¢ikarilmis ve bu sicaklikta 20 dakika sabit kalacak
sekilde programlanmustir. Tanimlama DB-WAX kapiler kolon (30 m x 0.25 mm X
0.25 pum) kullanilarak gergeklestirilmistir. Tasiyic1 gaz olarak kullanilan helyumun
hiz1 1.5 ml/dk’dir. Kiitle spektrometresinin iyonlagsma enerjisi 70 eV, iyon kaynagi
sicaklig1 250°C, kuadrupol sicakligi ise 120 °C’de tutularak, 1 saniye araliklarla 29-
350 kiitle/yiik (m/e) arasinda tarama yapilmistir. Piklerin tanisi, standart ¢ozeltiler (n-
butanol, 3-pentanol, 1-propanol, 2-metil-1-propanol, izoamil alkol ve izoamil asetat
standartlar1) enjekte edilerek ve kiitle spektrumunun bilgisayar hafizasindaki kiitle

spektrumlariyla karsilastirilmasi yoluyla yapilmistir.

3.2.7.4.(1). Cevap faktoriiniin hesaplanmasi

Aroma maddeleri i¢in cevap faktorii asagidaki formiil yolu ile hesaplanmistir
(Anonim, 2002).
RF = (A+/Ai) x (CilCy)

Ci : Bilesigin konsantrasyonu (mg/L)
A : Bilesigin pik alani
Ay : I¢ standardin pik alani

Cq : I¢ Standardim konsantrasyonu (mg/L)
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RF : Cevap faktorii

3.2.7.4.(2). Miktar tayini

Aroma maddelerinin miktar tayini asagidaki formiil kullanarak miktarlar mg/L
cinsinden hesaplanmistir (Kelly vd., 1999).
Ci = (Ail Ag) x Cqx RF
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Fuzel Yaginin Damitilmasi

Reginelerin test edilmesinde ve biyodoniisiim denemelerinde kullanilmak tizere
izoamil alkolce zengin olan fuzel yaginin, molekiiler elekten gegirilen fuzel yagmnin
ve damitma sonucunda elde edilen fuzel yaginin fraksiyonlar1 ve bu fraksiyonlarin %

alkol bilesimleri Cizelge 4.1° de verilmistir.

Cizelge 4.1. Fuzel yag1 ve damitilmasiyla elde edilen fraksiyonlarmin % alkol

bilesimleri
Bilesen Su Etanol 1- 2-metil-1-  1-butanol  izoamil

% % propanol  propanol % alkol %

% %

FO 25.00 14.89 0.36 2.93 0.16 56.66
F1 - 15.37 0.42 3.79 0.22 80.20
F2-1 - 51.23 0.92 5.80 0.22 41.83
F2-2 - 36.81 1.02 7.01 0.29 54.87
F2-3 - 24.24 0.89 6.97 0.33 67.58
F2-4 - 14.87 0.70 6.52 0.34 77.56
F2-5 - 3.58 0.29 3.92 0.29 91.92
F2-6 - 0.29 0.03 0.91 0.13 98.64
F3-5 - 2.37 0.24 3.47 0.27 93.65
F3-6 - 0.21 0.03 0.83 0.12 98.81

FO: Ham fuzel yagi, F1: Molekiiler elekten gecirilen fuzel yagi, F2-1: F1’in damitilmasindan elde
edilen 1. fraksiyon, F2-2: F1’in damitilmasindan elde edilen 2. fraksiyon, F2-3: F1’in damitilmasindan
elde edilen 3. fraksiyon, F2-4: F1’in damitilmasindan elde edilen 4. fraksiyon, F2-5: F1’in
damitilmasindan elde edilen 5. fraksiyon, F2-6: F1’in damitilmasindan elde edilen 6. fraksiyon, F3-5:
F1’in damitilmasindan elde edilen 5. ve 6. fraksiyonlarin birlestirilip tekrar damitilmasindan elde edilen
5. fraksiyon, F3-6: FI’in damitilmasindan elde edilen 5. ve 6. fraksiyonlarin birlestirilip tekrar
damitilmasindan elde edilen 6. fraksiyon

Fuzel yagi bilesimindeki izoamil alkolii ayirmak icin damitilmigtir. Damitma
isleminde izoamil alkol ayirma verimini arttrrmak amaciyla izoamil alkolce zengin

olan son iki fraksiyon birlestirilip tekrardan damitilmistir..
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Cizelge 4.1°den de goriildiigii gibi fuzel yaginin ilk kez damitilmasiyla elde edilen
5 nolu fraksiyon (F2-5) % 91.92, 6 nolu fraksiyon (F2-6) ise % 98.64 izoamil alkol
icermektedir. Damitma islemi sonucunda, 5 nolu fraksiyondan 53 mL, 6 nolu
fraksiyondan da 44 mL elde edilmistir. Bu iki fraksiyona ait ayirma verimi % 57.43
bulunmustur. ik damitmadan elde edilen 5 ve 6 nolu fraksiyonlarin birlestirilip
tekrar damitilmasiyla elde edilen 5 ve 6 nolu fraksiyonlarm (F3-5 ve F3-6) hacimce
izoamil alkol yiizdeleri ise sirasiyla % 93.65 ve % 98.81°dir. Ikinci kez damitma
islemi sonucunda 5 nolu fraksiyondan 56 ml, 6 nolu fraksiyondan 29 ml elde
edilmistir. Bu iki fraksiyona ait aywrma verimi ise % 89,89 olarak bulunmustur.
Dolayisiyla ilk damitma sonucu elde edilen 5 ve 6 nolu fraksiyonlarm birlestirilip
tekrardan damitilmasiyla izoamil alkol ayirma veriminin arttig1 tespit edilmistir. Elde
edilen izoamil alkolce zengin olan son fraksiyon (F3-6) biyodoniisiim denemelerinde

kullanilmastir.

4.2. Recinelerin Adsorpsiyon Ozelliklerinin Belirlenmesi

4.2.1. Sentetik ortamda recinelerin adsorpsiyon o6zelliklerinin belirlenmesi

Sentetik ortamda erlen diizeyinde 9 farkl regine ile gergeklestirilen denemeler
sonucunda reginelere ait adsorpsiyon kapasitesi, adsorpsiyon etkinligi, desorpsiyon
verimleri Cizelge 4.2° de gosterilmistir. Reginelerin performanslar1 biyodoniisiim
ortaminda bulunan izoamil asetat ve onun substrati olan izoamil alkolii adsorplama

kapasiteleri ve adsorplama etkinlikleri g6z 6niine alinarak degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.2. Reginelerin adsorpsiyon kapasitesi, adsorpsiyon etkinligi ve desorpsiyon

verimleri
Regine Q. I1As Q. IAI EIAs (%) EIAI(%) D IAs (%)
(mg/g resin) (mg/g resin)
XAD- 1293+ 1.5 294+2.0 97716 30.9+1.9 273 £ 1.1
1180N
XAD-4 1274+ 1.7 10.3+1.4 95613 10.8+1.4 243+ 1.7
H103 132.2+0.9 463+ 1.7 99.1+1.7 48.6%+1.5 273+ 1.6
DAX-8 121.8 £2.1 149+1.2 91312 15.7+1.7 16.3+1.1
XAD-7THP 125.5+0.6 17.4+0.8 94.1+1.8 18.2=+1.6 243+1.2
AB-8 121.3 £ 1.1 11.2+1.0 91.0+£22 11.8+1.3 16.0+0.9
HP2MG 111.5+1.9 10.1 £0.4 83.6+0.9 10.6+0.6 19.0 £ 0.8
NKA-2 131.5+0.7 47.5+0.9 98.6+2.1 499+0.9 29.6 £ 1.8
NKA-9 118.0+1.3 54+03 88.4+0.7 5.7+0.5 129 £ 0.6

Reginelerin adsorpsiyon kapasitesi (Qe), adsorpsiyon etkinligi (E) ve desorpsiyon verimleri (D); 1As:

[zoamil asetat, IAl: Izoamil alkol

Cizelge 4.2’ de goriildiigli gibi izoamil asetat1 en yiiksek diizeyde adsorplayan ve
adsorpsiyon verimi en yiiksek olan re¢inenin H103 kodlu re¢ine oldugu, en diisiik
diizeyde adsorplayan re¢inenin ise HP2MG kodlu re¢ine oldugu goriilmektedir. Bu
durumun sebebi H103 kodlu reginenin nonpolar bir yapiya sahip olmasi ve ayni
sekilde nonpolar yapiya sahip izoamil asetata kars1 daha fazla etkilesime girmesi
gosterilebilir. Bunun yani sira H103 kodlu reginenin diger recineler arasindan en
fazla ylizey alanma sahip olmasi sebebiyle daha fazla izoamil asetat adsorpladigi
diistiniilmektedir. Reginelerin izoamil alkolii adsorplama kapasitelerine ve etkinligine
bakildiginda ise izoamil asetati en fazla adsorplayan iki recine arasindan H103

reginesinin NKA-2 reginesinden sonra 2. sirada oldugu goriilmiistiir. Desorpsiyon
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verimi ag¢isindan recineler kiyaslandiginda ise H103 reginesi NKA-2 rec¢inesinden

sonra 2. sirada yer almaktadir.

Biitiin recinelerin adsorpsiyon kapasitesi ve adsorpsiyon etkinligi birlikte
degerlendirildiginde H103>NKA-2>XAD-1180>XAD-4>XAD-7HP>DAX-8>AB-
8>NKA-9>HP2MG seklinde bir siralama yapmak miimkiindiir. Desorpsiyon verimi
acisindan degerlendirildiginde ise NKA-2>H103>XAD-1180>XAD-4>XAD-7HP>
HP2MG>DAX-8>AB-8>NKA-9 seklinde siralama yapabiliriz. Reginede adsorbe
olan bilesenin deorpsiyonunda kullanilan ¢dzgenin tiirii desorpsiyon verimini
dogrudan etkiledigi igin regine performanst desorpsiyon verimi paremetresi
dogrultusunda degerlendirilmemistir. Dolayisiyla sentetik ortamda gergeklestirilmis
olunan denemelerdeki adsorpsiyon kapasitesi ve adsorpsiyon etkinligi gz Oniine
alindiginda H103 recinesinin en etkin adsorbent materyali olarak kullanimina karar

verilmistir.

4.2.2. Biyolojik ortamda recinelerin adsorpsiyon ozelliklerinin belirlenmesi

4.2.2.1. Kesikli biyodoniisiim ile izoamil asetat iiretimi

Sentetik ortamda denenmis olan tiim regineler biyolojik ortamda da (Lindnera
saturnus var. saturnus mayasi ile) denenerek liretilen izoamil asetati en yliksek
diizeyde adsorplayan recine segilmistir. Izoamil alkoliin 48. saatte ortama ilave
edilmesiyle gergeklestirilen kesikli biyodoniisiim denemelerinde reginelerin adsorbe

ettikleri izoamil asetat miktarlar1 Sekil 4.1” de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Kesikli biyodoniisim denemesinde ortamda bulunan ve recinelerde
adsorplanan izoamil asetat miktarlar1

Sekil 4.1’den de goriildiigli gibi kesikli biyodoniisim sonunda fiiretilen
izoamilasetatin  hepsinin  regineler tarafindan adsorplandigr  goriilmiistiir.
Biyodoniisiim sonunda reginelerden desorpsiyon ile elde edilen en yiiksek izoamil
asetat miktar1 1204 mg/L ile H103 reg¢inesinin kullanildigi denemeden elde
edilmistir. Re¢inenin kullanilmadigi kontrol denemesinde ise liretilen izoamil asetat
miktar1 28.5 mg/L’dir. H103 re¢inesinin kullanildigi denemede iiretilen izoamil
asetat miktar1 reginesiz gerceklestirilen kontrol denemesine gore yaklagik 42 kat daha
fazla oldugu tespit edilmistir. Bu durum su sekilde agiklanabilir: Reg¢inenin
varliginda recine ortamda olusan izoamil asetati olusur olusmaz adsorbe etmistir.
Dolayisiyla ortamda biriken izoamil asetattan dogacak inhibisyon Onlenerek
mayalarin izoamil asetat iiretmeye devam etmelerine imkan verilmistir. Recinesiz
ortamda ise iiretilen izoamil asetatin belirli diizeye ulagmas1 ve ortamda birikmesi
durumunda izoamil asetat mikroorganizmalar {izerinde inhibisyon etkisi gdstermistir.
Bu sebepten dolayi iiretilen izoamil asetat miktarinin daha diisiik diizeyde kaldigi

diistiniilmiistiir.
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Biyodoniisiim sonunda gergeklestirilen GC analizleri sonucuna gore ortama ilave
edilen izoamil alkoliin tamaminin biyodoniisiimde kullanildigi ve adsorpsiyondan
sonra ortamda izoamil asetat bulunmadigi gézlemlenmistir. Bu durum ise iretilen
izoamil asetat miktarin reginelerin adsorbe edebilecegi maksimum adsorpsiyon

limitinin altinda kaldigin1 gostermektedir.

Biyolojik ortamda gergeklestirilen kesikli biyodoniisim denemesinde izoamil

asetat1 adsorplama diizeyi en yliksek olan re¢inenin H103 kodlu re¢ine oldugu tespit

edilmistir.

4.2.2.2. Kesikli-beslemeli biyodoniisiim ile izoamil asetat iiretimi

Kesikli-beslemeli biyodoniisiim denemesinde ortama 48. saatte izoamil alkol ilave
edilmeye baslanmis ve her 24 saatte bir biyodoniisiim sonuna kadar izoamil alkol
ilave edilerek {iretilen izoamil asetatn adsorpsiyon reg¢ineleri tarafindan
adsorpsiyonu degerlendirilmistir. Kesikli-beslemeli biyodoniisiim denemelerinde 72
saatlik biyodoniisim sonunda ortamda bulunan ve desorpsiyonla ortamdan alinan

1zoamil asetat miktarlar1 Sekil 4.2° de verilmistir.
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Makrogozenekli Adsorpsiyon Regineleri

Sekil 4.2. Kesikli-beslemeli biyodoniisiim sonunda ortamda kalan ve reginelerde
adsorplanan izoamil asetat miktarlari
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Biyodoniisiim sonunda ortamda bulunan ve regineye adsorplanan izoamil asetat
miktarina baktigimizda en yiiksek diizeyde izoamil asetat 1910 mg/L ile H103 nolu
reginesinin kullanildigi denemede gergeklesmistir. Kontrol denemesinde elde edilen
izoamil asetat miktar1 ise 64 mg/L’dir. H103 reginesi ilavesi ile gergeklestirilen
deneme kontrol denemesi ile kiyaslandiginda iiretilen izoamil asetat miktarinda
yaklasik 30 katlik bir artig goriilmektedir. Sekil 4.2°de goriildiigii gibi iiretilen
izoamil asetati ve ortamda kalan izoamil asetatt géz Oniine alarak hesaplanilan
adsorpsiyon etkinligi degerlendirildiginde H103 nolu re¢inenin adsorpsiyon
etkinliginin  daha  yiliksek oldugu  goriilmektedir. Ortamda reginelerin
adsorplayamadigr izoamil asetatin bulunmasi ise recinelerin adsorpsiyon
kapasitelerini doldurduklarinin bir gostergesidir. Bu problemin kullanilacak olan

re¢ine miktarmin arttirilmasiyla ¢oziilecegi diisiiniilmektedir.

Hem sentetik ortamda hem de Lindnera saturnus var. saturnus mayasinin
kullanildig1 biyolojik ortamda kesikli ve kesikli-beslemeli olarak gergeklestirilen
biyodoniisiimler sonucunda H103 kodlu reginenin izoamil asetati adsorplama
kapasitesi agisindan en etkin recine oldugu kanaatine varilmistir. Biyoreaktor

diizeyindeki tiretimlerde H103 kodlu re¢inenin kullanilmasina karar verilmistir.

4.3. H103 Recinesi Ilavesi Ile Biyoreaktor Diizeyinde Gerceklestirilen

Biyodoniisiimler

Biyoreaktor diizeyinde H103 reginesi kullanilarak kesikli ve kesikli-beslemeli
iretimler ve bu iretimlerin kontrol {retimleri gerceklestirilerek reginenin
biyodoniisiimler iizerindeki etkisi arastirilmistir. Kontrol {iretimleri diger sartlar ayn1

kalmak kosulu ile ortama regine ilave edilmeden gerceklestirilen tiretimlerdir.

4.3.1. Kesikli biyodoniisiim denemelerinde re¢inenin etkisi
H103 reginesi kullanilarak biyoreaktdr ortaminda yiiriitiilen kesikli biyodoniisiim

denemelerinde ortama 72. saatte fuzel yaginin damitilmasiyla elde edilen izoamil

alkolden 2 mL ilave edilerek biyoddniisiim 216 saat siiresince devam ettirilmistir.
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Kontrol denemesi ise ayni sekilde ortama regine ilave edilmeden gergeklestirilmistir.

Denemelerden elde edilen sonuglar asagida verilmistir.

4.3.1.1. Canh maya sayisi

Kesikli biyodoniisiim denemeleri ve kontrol denemelerinde (re¢inesiz) elde edilen

canli maya sayilar1 Sekil 4.3 de gosterilmistir.

——e—Reginesiz —8—Regineli
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Biyodoniisiim siiresi (saat)

Sekil 4.3. Kesikli biyodoniisiim siiresince canli maya sayis1

216 saat siireyle gerceklestirilen biyodoniisiim siiresince en yiiksek canli maya
sayisina 72. saatte 8x10” hiicre/mL maya sayist ile regineli ortamda gergeklestirilen
denemede ulasilmistir. Regine ilave edilmeden gerceklestirilen iiretimde ise en
yiksek maya sayisma 6.9x10" hiicre/mL ile 144. saatte Slgiilmiistiir. Ozellikle
izoamil alkoliin ilave edildigi 72.saatte maya sayis1 reg¢ine bulunan denemede kontrol
denemesinden 5x10° hiicre/mL daha fazla oldugu goriilmiistiir. Sekil 4.3’den de
goriildiigli gibi ortama ilave edilen rec¢inenin maya gelisimini olumlu ydnde
etkiledigi goriilmektedir. Bu durum ortama ilave edilen reg¢inenin mayanin gelisimi
sirasinda lretilen ve mayalarm gelisimini olumsuz yonde etkileyebilecek bazi

bilesikleri adsorplamasiyla maya gelisiminin daha hizli olmasina dayandirilabilir.
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Hem recgineli hem de kontrol iiretimlerinin logaritmik gelisme evreleri
kiyaslandiginda recinenin bulundugu denemede maya gelisiminin daha hizli oldugu

goriilmektedir. Bu durumun ayni zamanda iretilen izoamil asetat miktarini da

etkiledigi diistiniilmektedir.

4.3.1.2. Yogunluk ve briks

Kesikli biyoddniisiim siiresince ortam yogunlugu ve briks degerlerinde goriilen

degisimler Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’de goriilmektedir.
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Sekil 4.4. Kesikli biyodoniisiim stiresince yogunluk degerleri
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Sekil 4.5. Kesikli biyodoniisiim siiresince briks degerleri

Kesikli biyodoniisiim denemelerinde biyoddniistimiin gidisat1 ortam sivismin
yogunluk ve briks degerleri Olgiilerek takip edilmistir. Biyoddniisiim sonucunda
recine ilavesi ile gergeklestirilen kesikli biyodoniisiimde yogunluk 1.018 g/cm3
recine ilave edilmeksizin gerceklestirilen denemede ise 1.020 g/cmg’e kadar
digmiistiir. Briks degerleri ise regine ilavesi ile gerceklestirilen denemede 4.87ye
diiserken recine ilave edilmeden gergeklestirilen denemede ise 6.48’de kalmustir.
Goriildigi gibi regine ilavesi ile gergeklestirilen denemede yogunluk ve briksin
diisiisii recine ilave edilmeden gercgeklestirilen kontrol denemesine gore daha hizhi
olmustur. Bu durumun nedeni canli maya sayis1 grafiginden de gorildigi gibi

recineli ortamda maya gelisiminin daha hizli olmasina dayandirilmistir.

4.3.1.3. pH

Biyodoniisiim siiresince ortam pH’sinda meydana gelen degisimler Sekil 4.6° da

verilmistir.
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Sekil 4.6. Kesikli biyodoniigiim siiresince pH degerleri

Sekil 4.6’ dan da goriildiigii gibi recine ilave edilen biyodoniisiim denemesinde ilk
24 saatte pH hizli bir diisiis gostererek 4.65 degerine ulasmis sonrasinda diisme
hizinda azalmalar gostererek diislisiine devam etmis ve 216 saat sonunda 4.48’¢
kadar gerilemistir. Recine ilave edilmeyen denemede ise ilk 24 saatte pH 4.92
degerine diismiis ve diisiisii daha yavas bir sekilde devam ederek biyodoniisiim
sonunda 4.89 degerine ulagmistir.

Sekilden de goriildiigii gibi recine ilave edilen denemede pH diisiisii regine ilave
edilmeyen denemeye gore hem daha hizli hem de daha fazla olmustur.

Normal bir fermantasyonun baglangicinda pH, ortamda olusan yag asitleri, amino
asitler ve organik asitlerden dolay1 hizli bir diisiis gosterir. Olusan bu asitler daha
sonra maya tarafindan metabolik olaylarda kullanilmakta dolayisiyla miktarlari
azaldigindan ortam pH’s1 tekrar yilikselmekte veya diislis hizi yavaslamaktadir
(Boulton ve Quain, 2001). Bu ¢alismada regine ilave edilen denemede pH diisiisiin
daha hizli ve fazla olusu, ortamda olusan yag asitleri, amino asitler ve organik
asitlerin re¢ine tarafindan adsorplanmadigi ve dolayisiyla maya hiicresinin bu asitleri

metabolize edemedigi ihtimalini karsimiza ¢ikarmaktadir.

62



4.3.1.4. izoamil asetat iiretimi

Kesikli biyodoniisiim denemeleri siiresince regineli ve reginesiz ortamda bulunan

izoamil asetat ve izoamil alkol miktarlar1 Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de gosterilmistir.

—e—izoamil asetat —m—izoamil alkol
45 800
40 L 700
- 35 - 600
—
W 30 =
E 500 g
® 25 =
o I 400 A_%
® 20 i
E L 300 E
g 15 S
L L 200 =
10
100
0 + 0
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Biyodoniisiim Siiresi (saat)

Sekil 4.7. Kesikli biyodoniisiim siiresince reginesiz ortamda bulunan izoamil asetat
ve izoamil alkol miktarlar
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Sekil 4.8. Kesikli biyodoniisiim siiresince regineli ortamda bulunan izoamil asetat ve
izoamil alkol miktarlar

Sekil 5 ve Sekil 6’dan goriildiigii gibi reginesiz ortamda biyoddniisiimiin 24.
saatinden sonra ortamda izoamil asetat goriilmeye baslanirken regineli ortamda
gerceklestirilen denemelerde ise 72. saatten itibaren ortamda izoamil asetat
bulunmaya baslamistir. Bunun nedeni regineli ortamda reg¢inenin iiretilen izoamil
asetat1 Uretilir liretilmez adsorplamis olmasidir. Ayrica reginesiz ortamda {iretilen
izoamil asetat miktarinda inis ¢ikislar gozlemlenmektedir. Regineli biyodoniisiim
denemelerinde ise boyle bir durum goézlemlenmemistir. Reginesiz ortamda iiretilen
izoamil asetat miktarindaki inis ¢ikislarin olmasi mayalar tarafindan iiretilen izoamil
asetatin ortamda birikmesi ve biriken iirlinliniin maya gelisimini olumsuz etkilemesi
dolayistyla bu durumun iiretilen izoamil asetat1 da etkilemesi olarak diisiiniilebilir.
Regineli ortamda ise olusan izoamil asetatin olusur olusmaz ortamdan regineler ile
adsorpsyonu saglandigindan, izoamil aseatatin ortamda birikimi Onlenebilmekte ve
dolayisiyla izoamil asetat birikiminden dolayr olusabilecek maya inhibisyonu
onlenerek izoamil asetat iiretimi normal seyrinde devam etmektedir.

Kesikli biyodoniisiim sonucunda regineli ortamda bulunan izoamil asetat miktar1
71.4 mg/L iken recinesiz ortamda iiretilen izoamil asetat miktar1 38.4 mg/L’dir.
Recineli ortamdan regineye adsorbe olan izoamil asetatin desorpsiyonla alinmasi

sonucunda ise elde edilen izoamil asetat miktar1 236.7 mg/L olarak bulunmustur.
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Dolayisiyla toplamda iiretilen izoamil asetat miktar1 regineli ortamda 308.1 mg/L’dir.
Bu sonuglara gore ortama recine ilave edildigi zaman gerceklestirilen
biyodoniisiimde {iretilen izoamil aseatat miktarmin regine ilavesi olmadan

gerceklestirilen liretime gore yaklagik 8 kat arttig1 tespit edilmistir.

4.3.2. Kesikli-beslemeli biyodoniisiim denemelerinde re¢inenin etkisi

H103 reginesi kullanilarak biyoreaktor ortaminda yiiriitiillen kesikli-beslemeli
biyodoniisim denemelerinde ortama 72. saatte fuzel yaginin damitilmasiyla elde
edilen izoamil alkolden 2 mL ilave edilmeye baslanmis ve her 24 saatte bir izoamil
alkol ilave edilerek 216 saat siliresince biyodoniisiim gerceklestirilmistir. Kontrol
denemesi ise ayni1 sekilde ortama recgine ilave edilmeden gerceklestirilmistir.

Denemelerden elde edilen sonuglar agsagida verilmistir.

4.3.2.1. Canh maya sayisi

Kesikli-beslemeli biyodoniisiim denemeleri ve kontrol denemelerinde (reginesiz)

elde edilen canli maya sayilar1 Sekil 4.9’ da gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Kesikli-beslemeli biyoddniisiim siiresince canli maya sayisi
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Sekil 4.9’dan da goriildiigii gibi regine ilavesi ile gerceklestirilen biyodoniisiim
denemesinde en yiiksek maya sayisma 7.9x10" hiicre/mL ile 72. saatte ulasilirken
recine ilave edilmeden gergeklestirilen biyoddniisim denemesinde ise 6.6x107
hiicre/mL ile yine 72 saatte ulagilmistir. 9 giin (216 saat) sonunda ortamdaki maya
sayisina baktigimizda reginesiz ortamda bulunan maya sayismin regineli ortamdaki
maya sayisindan daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu durum reginesiz ortamda
iiretilen izoamil asetatin ortamda birikmesiyle mayalarin canlilig1 izerinde gostermis
oldugu inhibisyon etkisi ile iligkilendirebilinir. 72. saatte izoamil alkol ilavesinden
sonra maya sayisinda her iki iiretimde de hizli bir diislis gozlemlenmistir. Diisiis
hizinin regine ilave edilen denemede reg¢ine ilave edilmeyen denemedekine nazaran
daha yavas oldugu gozlemlenmistir. Her iki denemede de 72. saatten itibaren ilave

edilen izoamil alkoliin maya gelisimini dogrudan etkiledigi gortilmiistiir.
4.3.2.2. Yogunluk ve briks

Kesikli-beslemeli biyodoniisiim siiresince ortam yogunlugu ve briks degerlerinde

goriilen degisimler Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de goriilmektedir.
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Sekil 4.10. Kesikli-beslemeli biyodoniisiim siiresince yogunluk degerleri
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Sekil 4.11. Kesikli-beslemeli biyodoniisiim siiresince briks degerleri

Yogunluk ve briks degerleri biyodoniisiimiin gidisatin1 degerlendirmemize
yarayan parametrelerdir. Kesikli-beslemeli biyodoniisiim sonucunda regine ilavesi ile
gergeklestirilen kesikli-beslemeli biyoddniisiimde yogunluk 1.017 g/cm3 recgine ilave
edilmeksizin gergeklestirilen denemede ise 1.024 g/cm®e kadar diismiistiir. Briks
degerleri ise regine ilavesi ile gergeklestirilen denemede 4.83’e diiserken regine ilave
edilmeden gergeklestirilen kontrol denemesindede ise 6.84’de kalmistir. Gorildigi
gibi regine ilavesi ile gergeklestirilen denemede yogunluk ve briksin diisiisii regine
ilave edilmeden gergeklestirilen kontrol denemesine gére daha hizlh gerceklesmistir.
Bu durumun nedeni canli maya sayisi grafiginden de goriildiigi gibi regineli ortamda

maya gelisiminin daha hizli olmasina dayandirilmastir.
4.3.2.3. pH

Kesikli-beslemeli biyodoniisiim denemelerinde gozlemlenen pH degisimleri Sekil

4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.12. Kesikli-beslemeli biyodoniisiim siiresince pH degerleri

Sekil 4.12°den de gorildigi gibi regine ilave edilerek gerceklestirilen
biyodoniisim denemesinde ortamin pH’s1 ilk 24 saat i¢inde 5’den 4.65’¢ hizhi bir
sekilde diisiis gostermistir. Recine ilave edilmeksizin gergeklestirilen biyoddniisiim
denemesinde ise pH ilk 24 saat i¢cinde daha yavag bir sekilde diisiis gostererek 4.93’¢
kadar diismiistiir. Recine ilave edilen denemede ortamin pH’s1 72.saate kadar 4.6’ya
kadar diististine devam etmis, kontrol denemesinde ise 96. saate kadar 4.8’¢ kadar bir
diisiis gostermistir.

Recine ilave edilen biyodoniisiim denemesinde izoamil alkoliin 72. saatte ilave
edilmesinden sonra 96. saatte, pH 4.7 seviyelerine yiikselmistir. Re¢ine ilave edilen
denemede biyodoniisiim sonunda ortamin pH’s1 4.69 olurken, re¢ine ilave edilmeyen
kontrol denemesinde bu deger 4.84 olmustur. Hem regineli biyodoniisiim
denemesinde hem re¢ine ilave edilmeyen kontrol denemesinde ortama izoamil alkol
ilave edilmesinden sonra izoamil alkoliin etkisinden dolayr ortam pH’sinda
yikselmeler goriilmiistiir. Reg¢ine ilave edilen biyodoniisim denemesinde bu
yikselme 72. saatten itibaren goriilmeye baslanirken regine ilave edilmeden
gerceklestirilen biyodoniisiim denemesinde 96. saatten sonra yiikselmeler

goriilmiistiir.
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4.3.2.4. izoamil asetat iiretimi

Kesikli-beslemeli biyodoniisiim denemeleri siiresince regineli ve reginesiz
ortamda bulunan izoamil asetat ve izoamil alkol miktarlar1 Sekil 4.13 ve Sekil

4.14°de gosterilmistir.
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Sekil 4.13. Kesikli-beslemeli biyodoniisiim siiresince reginesiz ortamda bulunan
izoamil asetat ve izoamil alkol miktarlar
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Sekil 4.14. Kesikli-beslemeli biyodoniisiim siiresince regineli ortamda bulunan
izoamil asetat ve izoamil alkol miktarlar
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Sekil 4.13 ve Sekil 4.14°de goriildiigii gibi recinesiz ortamda biyoddniisiimiin 48.
saatinde izoamil asetata rastlanirken regine kullanilarak gerceklestirilen
biyoddniisiim denemesinde 72. saatte izoamil asetat goriilmeye baslanmistir. Regineli
ortamda izoamil asetatin 72. saatte goriilmesi ortamda bulunan reginenin olusan
izoamil asetati olusur olusmaz adsorplamasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.
Kesikli biyodoniisiim denemelerinde oldugu gibi reginesiz ortamda gergeklestirilen
kesikli-beslemeli biyodoniisiim denemelerinde de ortamda bulunan izoamil asetat
miktarinda inis ¢ikiglar gézlemlenmektedir. Reg¢inesiz ortamda iiretilen izoamil asetat
miktarindaki inis c¢ikislarin olmasi mayalar tarafindan iiretilen izoamil asetatin
ortamda birikmesi ve biriken {rliniinlin maya gelisimini olumsuz etkilemesi
dolayisiyla bu durumun iiretilen izoamil asetati da etkilemesi olarak diisiiniilebilir.

Regineli ortamda bulunan izoamil asetat miktarinda ise genelde biyodoniisiim
sonuna kadar bir artis gozlemlenmektedir. Bu durum belirli bir siire sonra reginelerin
maksimum adsorbe ettigi kapasiteye ulastigini dolayisiyla izoamil asetat
adsorplamasinda azalmalar goriilerek {iretilen izoamil asetatin ortamda birikmesiyle
iliskilendirilebilir.

Kesikli-beslemeli biyodoniisiim sonunda regineli ortamda bulunan izoamil asetat
miktar1 102.5 mg/L olurken reginesiz olarak gerceklestirilen biyoddniisiim
denemesinde ise lretilen izoamil asetat miktar1 40 mg/L’de kalmistir. Recineli
ortamda tretilen izoamil asetatin reginelere adsorpsiyonu sonucunda adsorbe olan
izoamilasetatin desorpsiyonu ile 137.4 mg/L izoamil asetat elde edilmistir.
Dolayisiyla regineli ortamda gergeklestirilen kesikli-beslemeli biyoddniisiim sonunda
toplam 239.9 mg/L izoamil asetat iiretilmistir. Bu sonuglara gore regine ilavesi ile
gerceklestirilen kesikli-beslemeli biyoddniisiim denemesinde kontrol denemesine

gore izoamil asetat tiretiminde yaklasik 6 kat artis gézlemlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢aligmada Lindnera saturnus var. saturnus mayasi kullanilarak melas
ortaminda fuzel yagmdan biyodoniisiim yolu ile muz aromasi olarak bilinen izoamil
asetat iiretilmistir. Uretilen izoamil aseatatin belirli bir siire sonra ortamda birikimini
onlemek ve mayalar iizerindeki inhibisyon etkisini uzaklastirarak izoamil asetat
{iretim verimini arttirmak amaciyla, iiretilen izoamil asetatin YUK tekniklerinden biri
olan Yerinde Uriin Adsorpsyon metodunun kullanimi ile makrogdzenekli
adsorpsiyon recinelerine adsorpsiyonu gergeklestirilmisir. Uretilen izoamil asetatin
olusur olusmaz ortamdan uzaklastirilmasi saglanmistir. Bunun i¢in oncelikle farkli
polariteye, ylizey alanma ve gozenek capma sahip 9 farkli makrogdzenekli
adsorpsiyon recinelerinin adsorpsiyon kapasiteleri, adsorpsiyon etkinlikleri ve
desorpsiyon verimleri arastirilmistir. En uygun reginenin tespiti i¢in denelemer hem
sentetik ortamda hem de biyolojik ortamda kesikli ve kesikli-beslemeli iiretimler
olmak iizere erlen diizeyinde gergeklestirilmistir. Bu tliretimler sonucunda regineler
arasindan biyoddniisiime ugrayacak maddeyi (izoamil alkolii) en diisiik diizeyde,
biyodoniisiimle iiretilen muz aromasini (izoamil asetatr) en yiliksek diizeyde
adsorplayan, adsorpsiyon kapasitesi ve adsorpsyon verimi en yiiksek olan H103 nolu
regine en uygun regine olarak tespit edilmis ve tespit edilen bu regine kullanilarak
izoamil asetat iiretimi biyoreaktor diizeyinde anaerobik sartlarda kesikli ve kesikli-
beslemeli biyodoniisiim ve kontrol iiretimleri olamak {izere gerceklestirilmistir.
Sonuglar gergeklestirilen liretimlerde reginenin etkisi ve izoamil asetat liretim verimi
acisindan degerlendirilmistir. Reginenin etkisi agisindan hem erlen hem de
biyoreaktor diizeyinde gerceklestirilen kesikli ve kesikli- beslemeli biyoddniisiimler
karsilastirilarak bu iiretimlerde reginenin etkisi arastiwilmistir. Uretim verimleri
acisindan ise erlen denemeleri ve biyoreaktor denemeleri kiyaslanarak, biyoreaktor
diizeyinde ise gerceklestirilen kesikli ve kesikli-beslemeli iiretimler karsilastirilarak

degerlendirilmistir.

Izoamil aseatat iiretim verimi acisindan Kesikli ve Kkesikli-beslemeli iiretimler

karsilastirildiginda;

Erlen denemelerinde H103 reginesi ilavesi ile gergeklestirilen kesikli liretimde
tiretilen izoamil asetat miktar1 1204 mg/L olarak bulunmustur. Kesikli-beslemeli

tiretimde ise 1910 mg/L izoamil asetat iiretilmistir. Erlen diizeyinde gergeklestirilen
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kesikli-beslemeli biyodoniisiimlerde verimin kesikli {iretime gore daha yiiksek

oldugu gozlemlenmistir.

Biyoreaktor denemelerinde ise H103 reginesi ilavesi ile gerceklestirilen kesikli
iretimde 308.1 mg/L izoamil asetat iiretilirken kesikli-beslemeli tiretimde ise 239.9
mg/L izoamil asetat iretilmistir. Biyoreaktor denemesinde kesikli biyodoniisiimle
iiretilen izoamil asetat miktar1 daha fazla bulunmustur. Biyoreaktorde gergeklestirilen
kesikli-beslemeli biyodoniisiim denemesinde iiretilen izoamil asetat miktarmin diisiik
olmasmin nedeni kesikli-beslemeli biyodoniisiim denemesinde ortama 24 saat
araliklarla ilave edilen izoamil alkoliin yeterli sayiya ulasmayan maya hiicreleri

tarafindan metabolize edilememesi ve toksik etki gdstermesidir.

Verim acisindan her iki denemeyi yani hem erlen diizeyinde gergeklestirilen
biyodoniisim denemesini hem de biyoreaktor diizeyinde gergeklestirilen
biyodoniisiim denemesini karsilastirdigimizda erlen denemesinde gerceklestirilen her
iki iiretimde de iiretilen izoamil asetat miktar1 biyoreaktdr denemesinde iiretilenden
daha fazladir. Bu durumun sebebi erlen denemelerindeki havalandirma kosullarinin
biyoreaktor ortamina uygulanamamasidir. Erlen denemeleri agizlar1 seliiloz filtrelerle
kapatilmis erlenlerde gerceklestiginden biyodoniisiim ortamina digaridan siirekli hava
transferi gerceklesmis ve ortamdaki maya sayisini yeterli diizeyde tesvik edecek
¢Ozlinmiis oksijen saglanabilmistir. Erlen denemelerinde biyodoniisiim sirasinda
ortamda bulunan ¢6ziinmiis oksijen miktar1 Jlgiilemediginden biyoreaktor
denemelerinde ortama verilecek hava miktar1 belirlenememistir. Coziinmiis oksijen
miktarmin belirlenip biyoreaktorde ortama verilecek hava miktar1 ayarlandiginda

iiretim veriminin daha da artacagi diisiiniilmektedir.
Rec¢inenin etkisi acisindan degerlendirildiginde;

Erlen denemelerinde kesikli iiretimde regineli ortamda 1204 mg/L izoamil asetat
retilirken, re¢ine kullanilmadan gergeklestirilen kontrol {iretiminde ise 28.5 mg/L
iiretilmistir. Regineli ortamda {iretilen izoamil asetat miktar1 re¢inesiz ortama gore
yaklasik 42 kat artis gostermistir. Kesikli-beslemeli olarak gerceklestirilen {iretimde
ise re¢ineli ortamda 1910 mg/L izoamil asetat iiretilirken, reginesiz ortamda 64 mg/L
iretilmistir. Regineli ortamda izoamil asetat {iretiminde yaklasik 30 katlik bir artis
gozlemlenmigstir. Erlen denemelerinde goriildiigli gibi biyodoniisiim denemelerinde

re¢inelerin kullanimi iiretilen izoamil asetat verimini arttirmistir.

72



Biyoreaktor diizeyinde gergeklestirilen kesikli biyodoniisiim denemesinde iiretilen

izoamil asetat miktar1 308.1 mg/L iken reginesiz ortamada 38.4 mg/L’dir. Regineli

ortamda iiretilen izoamil asetat miktar1 recinesiz ortamda iiretilene gore yaklasik 8

kat artmistir. Kesikli-beslemeli biyodoniisiimde regineli ortamda 239.9 mg/L izoamil

asetat lretilirken recinesiz ortamda ise 40 mg/L izoamil asetat liretilmistir. Regine

ilavesi ile gergeklestirilen biyoddniisiim denemesinde i-amil asetat tiretimi yaklasik 6

kat artig gostermistir. Erlen denemelerinde oldugu gibi biyoreaktor diizeyinde

gerceklestirilen biyodonilisim denemelerinde de recine ilavesi ile izoamil asetat

iiretim veriminde artis oldugu gozlemlenmistir.

Arastirmadan elde edilen sonuclar, karsilasilan problemler ve oneriler

asagida belirtilmistir;

Makrogozenekli H103 reg¢inesinin kullaniminin izoamil asetat iiretim
verimini arttirdig1 goriilmiistiir. Dolayistyla olusan izoamil asetatin ortamda
birikimi Onlenerek mayalar iizerindeki inhibisyon etkisi azaltilmis ve
mayanin izoamil asetat iiretmesine olanak saglanmistir. Boylece izoamil

asetat iiretim verimi artmustir.

Ayrica YUK tekniginin kullanimi hem iiretim veriminin artmasma hem de
elde edilen iiriiniin kolay bir sekilde ortamdan uzaklastirilmasina imkan

tanimistir.

Erlen diizeyinde gergeklestirilen iiretimlerde izoamil asetat iiretim verimi
biyoreaktordekine gore daha yiikksek oldugu goriilmistiir. Erlen
denemelerinde biyodoniisiim sirasinda ortamda bulunan ¢oziinmiis oksijen
miktar1 Ol¢iilemediginden biyoreaktdér denemelerinde oksijen transferi
saglanamamistir. Coziinmils oksijen miktarinin belirlenip biyoreaktorde
ortama verilecek oksijen miktar1 ayarlandiginda izoamil asetat {iretim

veriminin daha da artacagi diistiniilmektedir.

Erlenlerde ve biyoreaktdrde gergeklesen {liretimlerde ortamda bulunan
reginenin izoamil asetat ile beraber ayni zamanda 6zellikle kesikli-beslemeli
tiretimde izoamil alkoliin de bir kismint adsorpladigr gozlemlenmistir. Bu
durum reg¢inenin izoamil asetat adsorplama kapasitesini etkilemis ayni

zamanda ortama verilen izoamil alkoliin adsorplanmasi1 sonucunda izoamil
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asetata biyodoniisiimiinii de etkileyerek izoamil asetat veriminin beklenenden
daha diisiik diizeyde olmasina neden olmustur. Bu durumun reginelerin
biyodoniigiim ortamiyla direkt temasinin olmadig1 indirekt temas yonteminin

kullanilmasiyla giderilebilecegi diistiniilmektedir.
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