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OZET

Giin gectikge artan enerji ihtiyact ve artan fosil yakit kullanimindan kaynaklanan sera
gazlar1 emisyonlarindaki artisin neden oldugu sorunlar Diinya’yr yeni ve temiz enerji
kaynaklarinin arayisina yonlendirmistir. Buna ek olarak, fosil yakit rezervlerinin tiikeniyor
olusu alternatif enerji kaynaklarindan olan biyoyakitlara verilen Onemi artirmistir.
Biyoetanol en 6nemli biyoyakitlardan biridir ve genel olarak seker igeren maddelerden
cesitli mikroorgaizmalar kullanilarak fermantasyon yolu ile iiretilir. Bu kapsamda bir siit
enddistrisi atik {irlinii olan peynir alt1 suyu yiiksek laktoz iceriginden dolay1 biyoetanol
iiretiminde hammadde olarak kullanilmaya uygun goriilmektedir. Peynir alti suyunun
dogrudan atilmasi yiiksek iiretim hacmi ve yiiksek organik icerigi nedeni ile hem dogal su
sistemlerinde ciddi ¢evresel sorunlara yol agmakta hem de peynir alti suyunun degerli
organik icerigi israf olmaktadir. Bu calismada peynir alti suyunun ultrafiltrasyon
isleminden sonra siiziintli olarak alinan peynir alt1 suyu siiziintiisii biyoetanol {iretimi i¢in
ham madde olarak secilerek hem peynir alt1 suyu bertaraf edilirken, hemde sahip oldugu
degerli igerigin geri kazanilmasi hedeflenmistir. Calisma kapsaminda, Kluyveromyces
marxianus mayasi kullanilarak fermantasyon ile peynir alti suyu siiziintiisiinden etanol
tiretiminde en uygun kosullarin belirlenmesi igin istatistiksel bir yontem olan Box Wilson
deneysel tasarim yontemi kullanilmugstir. Laktoz derisimi, pH ve amonyum dihidrojen
fosfat derisimi paramerelerinin etanol iiretimine etkileri Box Wilson deneysel tasarim
yontemine gore c¢alkalamali erlen kiiltiirlerinde incelenmistir. Bu model kullanilarak,
sirasiyla laktoz derisiminin 150 g/L, pH’in 5 ve amonyum dihidrojen fosfat derisiminin 2
g/L oldugu degerlerde en yiiksek % 3,04 etanol derisimine ulasiimustir.
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Anahtar Kelimeler : Biyoetanol {iretimi, Etanol fermantasyonu, Kluyveromyces
marxianus, Peynir alt1 suyu
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ABSTRACT

Increasing energy demand and increasing greenhouse gas emissions caused by increasing
fossil fuel usage led the world to search for new and clean energy sources. In addition, the
depletion of fossil fuel reserves has increased the importance given to biofuels from
alternative energy sources. Bioethanol is one of the most important biofuels and is
generally produced from sugar-containing substances by fermentation using various
microorganisms. In this context, whey, which is a dairy industry waste product, is
considered suitable for use as a raw material in bioethanol production due to its high
lactose content. Due to the high production volume and high organic content, direct
disposal of whey causes serious environmental problems in natural water systems and the
valuable organic content of whey is wasted. In this study, whey permeate, which is taken
as a filtrate after the ultrafiltration process of whey, is selected as the raw material for
bioethanol production, and it is aimed to recover both the whey and its valuable content.
Within the scope of the study, Box Wilson experimental design method, which is a
statistical method, was used to determine the optimum conditions for production of ethanol
from whey permeate by fermentation using Kluyveromyces marxianus yeast. The effects
of lactose concentration, pH and ammonium dihydrogen phosphate concentration on
ethanol production were investigated in shaking flask cultures according to Box Wilson
experimental design method. Using this model, the highest 3,04% ethanol concentration
was achieved at lactose concentration where 150 g/L, pH 5 and ammonium dihydrogen
phosphate concentration 2 g/L, respectively.

Science Code : 91206

Key Words . Bioethanol production, Ethanol fermentation, Kluyveromyces
marxianus, Cheese whey
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

AXi Degiskenlerin adim aralig1

K Degisken sayisi

No Merkez noktada yapilan deney sayisi

Nd Deney sayisi

Ui Degiskenin kodlanmis degeri

X1 Laktoz derisimi (g/L), bagimsiz degisken
X2 pH, bagimsizdegisken

X3 NHsH2PO4 derisimi (g/L), bagimsiz degisken
Xi Degiskenlerin gergek degeri

Xio Degiskenlerin ortalama degeri

Y Etanol derigsimi (%) a/h, bagimli degisken
Kisaltmalar Aciklamalar

BOi Biyolojik oksijen ihtiyaci

HKO Hata karelerinin orani

HKT Hata karelerinin toplami

KOI Kimyasal oksijen ihtiyaci

MKO Model karelerinin oran

MKT Model karelerinin toplam1

PAS Peynir alt1 suyu

THKT Toplam Hata karelerinin toplam1



1. GIRIS

Siit tirtinleri endiistrisi diinyadaki en biiyiik endiistrilerden biridir ve siit tirtinleri iiretimi ile
birlikte kayda deger miktarda kirlilik derecesi yliksek olan atik su agiga ¢ikar. Bu durumda
siit trlinleri endiistrisi atik suyunun alici ortama verilmesinde g¢esitli zorluklarla
karsilagilmaktadir. Peynir iiretimi sirasinda ortaya ¢ikan peynir alti suyunun 6n iglem
yapilmadan atilmasi yiliksek organik igerigi ve son derece biiyiikk olan {iretim hacmi

nedeniyle ciddi bir ¢evresel sorun haline gelmistir.

Peynir alt1 suyu igerisindeki bilesenlerin ¢ogu kii¢iik molekiil kiitleli ve suda ¢oziiniir
olduklarindan, dogal su sistemlerine dogrudan verildiklerinde yiliksek biyolojik oksijen
ihtiyacindan dolay1 oksijen seviyesini kolaylikla diisiirebilirler. Yiiksek kimyasal oksijen
ihtiyact degerinden dolayi, peynir alti suyunun oksijenli aktif ¢amur siirecleriyle aritilmasi
ekonomik degildir [1]. Bu kapsamda peynir alt1 suyunun giderilmesinde uygun ekonomik

ve ¢evre dostu islemlerin uygulanmasi gerekmektedir.

Peynir alt1 suyu tipik olarak %4.5-5 laktoz (a/h), %0.8-1 protein (a/h), %0.06 yag (a/h)
icerir [2]. Bu nedenle peynir alt1 suyu cesitli bilesiklerin iiretimi i¢in igerik bakimindan
zengin ve ucuz bir hammaddedir. Peynir alti suyu yiiksek karbonhidrat igerigi ve kolay
ulasilabilir olmasi sayesinde etanol iiretimi i¢in uygun bir kaynak olarak goriilmektedir.
Peynir alti suyundan iiretilen ve g¢evre dostu bir yakit olan biyo-etanol, zararli gaz
emisyonlarinin azaltilmasi i¢in benzine ¢esitli oranlarda harmanlanarak igten yanmali
motorlu araglarda yakit olarak kullanilabilir. Giin gectik¢e tilkenmekte olan fosil yakit
rezevleri diisliniildiiglinde, biyo-etanoliin diinyanin yakit talebinin karsilanmasinda
yardimc1 olabilecegi diigiiniilmektedir. Peynir alti suyundan iretilen etanol biyoyakit
olarak kullanim1 yaninda, yiyecek-igecek endiistrisi ile ilag ve kozmetik endiistrilerinde de

kullanilabilir.

Peynir alt1 suyu veya peynir alt1 suyu siiziintiisii i¢erisindeki laktozun etanole ¢evrilmesi,
seker kamis1 ve misir gibi bitkileri substrat olarak kullanildigi kurulu teknolojiler veya
lignoselilozik yapidaki biyokiitlenin hammadde olarak kullanildig1 yiikselen yeni nesil
teknolojilerle ekonomik olarak rekabet edebilir degildir. Ancak peynir alti suyunun atik
iirlin olmast, etanol {iretiminde misir gibi gidayla ilgili fermentasyon hammaddelerine kars1

iistiinliik saglar. Ayrica peynir alt1 suyunun giderilmesinde ¢esitli segeneklerin olmasi, her



mandiranin kendi 6zelliklerine gore peynir alt1 suyu fazlasi nedeniyle ortaya ¢ikan ¢evresel
sorunlarla miicadele etmenin en uygun yolunu bulmasina olanak saglamak agisindan
onemlidir. Son olarak, peynir alt1 suyundan elde edilen etanol igilebilir niteliktedir ve bu
nedenle vyiyecek-icecek, ila¢ ve kozmetik endiistrilerinde uygun pazarlar bulmasi

mimkindir.

Peynir alt1 suyu igerisinde kayda deger miktarda laktoz bulunmaktadir. Basit bir 6rnek
olarak, Diinya peynir alt1 suyu {iretimini %35 laktoz icerigiyle birlikte yillik 200 milyon ton

olarak ele alirsak, bu 10 milyon ton laktoz anlamina gelir [3-5].

Yapilan calismalarda, son 50 yil boyunca diinya peynir alti suyunun yaklasik olarak
yarisinin  ¢esitli {irlinlere doniistiirilmeksizin dogrudan atildigi belirtilmistir [6]. Bu
nedenle, etanol {iretimi i¢in ulasilabilir olan peynir alt1 suyu kaynakli laktoz miktar yillik 5
milyon tona ulasabilir. Bu durumda 5 milyon ton laktozdan 2,7 milyon ton etanol elde
edilebilir. Bu miktar, yaklasik olarak 120 milyon ton olan 2016 diinya etanol iiretiminin
%1,35’ine denk gelmektedir [7].

Peniralt1 suyu atik {iriin olmasi nedeniyle, peynir alt1 suyundan etanol iiretimi misir gibi
dogrudan yiyecek olarak tiiketilen bitkilerin fermantasyonu ile etanol iiretimine gore
avantajlidir. Fakat, peyniralti1 suyunun dogrudan fermantasyonu, diisiik laktoz derigimi
nedeniyle diisiik etanol derisimiyle sonuglanir. Bu durumda, etanoliin seyreltik
fermantasyon suyundan ayrilmasinda damitma maaliyetinin olduk¢a biiylik olmasi
nedeniyle peynir alti suyunun dogrudan fermantasyonu ile etanol tiretimi ekonomik olarak

uygulanabilir degildir.

Bu noktada, peynir alt1 suyunun kurutulmast ile elde edilen peynir alt1 suyu tozunun etanol
iretiminde kullanilmasi uygun seceneklerden biridir. Ancak Peynir alt1 suyu proteinlerinin
de geri kazanilmasi adina, peynir alt1 suyu proteininin genellikle ultrafiltrasyon yontemiyle
ayrilmasindan sonra geriye kalan peynir alti suyu siiziintiisiiniin nanofiltrasyon ve ters
ozmoz gibi membran sistemleri ile deristirilerek veya piilverizasyonla toz haline getirilerek
etanol iiretiminde kullanilmasi elde edilen yiiksek laktoz derisiminden dolayr daha uygun

goriilmektedir.



Bazi durumlarda mayalarin seker karisimlar iginde katatabolit baski nedeniyle laktozu
tiketemememeleri durumu s6z konusu olsa da, secenck olarak peynir alti suyunun seker
derisimi, peynir alti suyunun melaslar gibi seker icerigi yiiksek olan sivilarla karistirilmasi
yoluyla artirilabilir. Bunlarin yaninda, siirecin etanol lretkenliginin en yiiksek degere
cikarilabilmesi i¢in fermentasyon hizli gerceklesmelidir. Siirecin amacinin, hem peynir alti
suyu icerisindeki degerli bilesenlerin miimkiin oldugunca degerlendirilmesi hem de atik
giderilmesi olmasi nedeniyle, peynir alti suyundan etanol iiretiminde, etanol yiizdesi ve
etanol iiretim hizinin en yiiksek degere cikarilmasi ile artik seker derisiminin en aza

indirilmesi arasinda bir orta yol bulunmas1 gerekir.

Bu tez c¢alismasinda fermantasyon ortamlarinin hazirlanmasi ig¢in peynir alti suyunun
ultrafiltrasyon sisteminden gegirilmesinden sonra peynir alt1 suyu siiziintiisiiniin piilverize

edilerek toz haline getirilmesi ile elde edilen peynir alt1 suyu siiziintii tozu kullanilmistir.

Laktozdan etanol iiretiminde yaygin olarak kullanilan mikroorganizmalar Kluyveromyces
marxianus, Candida pseudotropicalis (C. kefyr) ve Saccharomyces cerevisiae isimli
mayalardir. Bu mayalardan S. cerevisiae, K. marxianus ve C. pseudotropicalis ile
karsilastirildiginda daha yiiksek etanol toleransina sahiptir. Ancak K. marxianus ve C.
pseudotropicalis laktozu dogrudan kullanabilirken, S. cerevisiae laktozu dogrudan
kullanamaz. Bu nedenle laktozun enzim kullanilarak glikoz ve galaktoza pargalanmasini
iceren bir 6n hidroliz islemi gerektirir. S. cerevisiae yiiksek etanol toleransina sahip
olmasina karsin, hidroliz islemi i¢in gerekli enzim maliyeti fazla oldugundan daha az tercih
edilir. Bu calismada K. marxianus kullanilarak peynir alt1 suyu siiziintii tozundan etanol

iiretimi gergeklestirilmistir.

Calisma kapsaminda laktoz derisimi, pH ve amonyum dihidrojen fosfat parametreleri
incelenerek, peynir alti suyundan fermantasyon yolu ile etanol iiretiminde en uygun
kosullarin  belirlenmesi amacglanmistir. Fermantasyon islemi kesikli bir sistemde
gergeklestirilmis, islem siiresince belirli araliklarla 6rnekler alinarak laktoz derisimi ve
etanol derisimi belirlenmistir. Box-Wilson deneysel tasarim ydntemine goére yapilan
calisma, Design Expert program ile istatistiksel olarak yorumlanmistir. Bu program ile
secilen parametrelerin etkinlik dereceleri belirlenmis ve modelden elde edilen degerlerle

deneysel sonuglar karsilagtirilmistir.






2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Enerji Kaynag Olarak Etanol

Etil alkol ve bitkisel alkol olarak da adlandirilan etanol, C2HsOH formiiliiyle gosterilen bir
kimyasal bilesiktir. Etanol karakteristik kokusu olan, renksiz ve yanici bir sividir.
Kaynama noktasi1 78.4°C ve ergime noktasi -112°C olan etanoliin 20 °C’deki yogunlugu
0,789 g/mL’dir [8].

Etanol cesitli kimyasal bilesikler, yapistiricilar ve dezenfektan maddelerin iiretimine ek
olarak ilag, kozmetik ve plastik endiistrilerinde de yaygin olarak kullanilir. Ayrica, alkolli
iceceklerde kullanilan tek alkol tiiriidiir. Bunlarak ek olarak, etanol Otto Cevrimi ile
calisan icten yanmali motorlarda dogrudan yakit olarak kullanilabildigi gibi, yiiksek oktan
degerinden dolay1 benzin i¢in oktan artiric1 katki olarak da kullanilabilir. Etanoliin yakat
olarak kullanimi durumunda, benzin karisimi igerisindeki etanol miktar1 arttik¢a, standart
benzinli motorlar i¢in uygunlugu azalmaktadir. Benzine %10-30 arasi etanol karistirilmast
durumunda motorda herhangi bir degisiklik yapilmasi1 gerekmezken, daha yiiksek
oranlarda motorda ¢esitli tadilatlarin yapilmasi gerekir. Giiniimiizde benzine etanol
karistirilmas1 konusundaki en yaygin uygulamalar E10 ve E85 olarak bilinen ve sirasiyla

%10 ve %85 etanol igeren karigimlardir.

Yenilenebilir kaynaklar kullanilarak iiretilebilmesi ve fosil yakitlarda oldugu gibi ¢evre
acisindan zararli bilesenler icermemesi sayesinde, etanoliin dogrudan veya benzinle
karistirilarak yakit amag¢li kullaniminin, fosil yakitlarin giin gectikce tliikenmesinden
kaynaklanan yetebilirlik ve artan fosil yakit kullanimindan kaynaklanan artan zararli gaz

yayilimi sorunlarina etkili bir ¢6ziim sunacag diistiniilmektedir.

Endiistriyel etanol genel olarak petrol {riinlerinden, ¢ogunlukla etilenin, siilfiirik asitle
katalitik hidratasyonundan e¢lde edilmektedir. Ayni zamanda, eten ya da asetilen
aracili@iyla, kalsiyum karbit, komiir, dogal gaz ve diger kaynaklardan da elde edilebilir.
Buna ek olarak, ozellikle seker kamisi ve misir olmak iizere, glikoz gibi karbonhidratlar

iceren bitkilerden maya fermantasyonu yolu ile tretilir.



Giiniimiizde ABD diinyadaki en biiyiik etanol iireticisiyken, Brezilya diinya etanol
tiretiminde ikinci siradadir. Diinya etanol iiretiminin biiyiik bir boliimii ABD ve Brezilya

tarafindan gergeklestirilmektedir.

Sekil 2.1°de 2000 yilindan baslayarak 2017 yilina kadar olmak iizere diinya toplam etanol
iretimi ile yakit olarak kullanilmak {izere gergeklestirilmis olan toplam etanol iiretimi
verilmistir [9]. 2017 diinya toplam etanol iiretimi 117.2 milyon m® olmakla birlikte, bunun

98.9 milyon m®’ii yakit olarak kullanilmak iizere iiretilmistir.

Fosil yakit kaynaklarinin tiikenmekte olmasi ve artan fosil yakit kullanimi dolayisiyla
ortaya ¢ikan gevresel sorunlar nedeniyle, yenilenebilir ve temiz kaynaklar kullanilarak elde
edilen biyoyakit tiretiminin 2000 yilindan itibaren diinya genelinde devlet politikalari ile
tesfik edilmesinden dolayi, 2000 yilindan bu yana etanol liretiminin Onemli bir artis

gosterdigi gorlilmektedir.
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Sekil 2.1. 2000-2017 yillar1 arasinda Diinya etanol tiretimi [9]

Etanol tiretiminde kullanilan hammaddelere gore genel olarak {i¢ jenerasyona ayrilabilir
[10].



Birinci jenerasyon etanol, misir ve bugday gibi nisasta igerikli veya seker kamist ve seker
pancar1 gibi seker igerikli bitkilerden tiretilmektedir. Fakat, birinci jenerasyon etanol temel
gida olarak kullanilan triinlerden iiretildigi i¢in, birinci jenerasyon etanol {iretiminin

stirdiiriilebilir olmadig1 diistiniilmektedir.

Ikinci jenerasyon etanol iiretiminde ham madde olarak lignoseliilozik biyokiitle kaynaklar
kullanilir. Lignoseliilozik biyokiitle, seliiloz, hemiseliiloz ve lignin birlesiminden olusan
karmasik yapili maddelerdir. Dal, sap saman gibi tarimsal atiklar, testere tozu, talas gibi
orman TUriinleri atiklari, enerji ormanlar1 ve kagit endiistrisi atiklar1 genel olarak
lignoseliilozik biyokiitleyi olusturur. Seliilozik etanol tiretimi konusunda ¢ok sayida kayda
deger yenilik olmasina ragmen, halen bazi1 engeller bulunmaktadir. Bunlardan ilki 6n iglem
asamasinda son derece biiyiik olan enerji ihtiyacidir. ikinci olarak, kimyasal atik giderimi
ve atik su aritimi, ticari liretim s6z konusu oldugunda iki kritik sorunu olusturmaktadir.
Ucgiincii olarak hidroliz asamasinda kullanilan yiiksek maaliyetli enzimler seliilozik etanol
iiretiminde ticarilesme asamasinda Onemli bir engeli olusturmaktadir. Son olarak
lignoseliilozik biyokiitleden etanol iiretiminde ulasilabilen doniisiim oranlarinin diisiik
olmasi, seliilozik etanol iiretiminin ekonomik olarak uygulanabilir hale getirilmesi i¢in, bu

oranlarin ¢esitli teknolojik gelismelerle artirilmasini gerektirmektedir.

Diger bir yandan, mikroalgler iigiincii jenerasyon etanol liretiminde kullanilan hammade
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Mikroalgler, basit biyolojik yapilari nedeniyle ve diizensiz
kosullarda bile diger tiim tarimsal bitkilere kiyasla daha hizli geligebilirler. Mikroalg
kaynakli etanol tiretiminde lignoselilozik kaynakli etanol {iretimine benzer bazi sorunlarla
karsilagilsa da, mikroalglerin etanol iiretiminde umut veren yeni bir kaynak oldugu

diistiniilmektedir.

Siit tirtinleri ve ozellikle peynir endiistrisi yiyecek endiistrisinin 6nemli bir boliimiinii
olusturmakta ve kayda deger miktarda yiiksek organik igerikli atik su tiretmektedir. Peynir
iretimi sirasinda, peynirin ayrilmasi ile arta kalan peynir alti suyu peynir endiistrisinin

baslica yan tirliniidiir.

Peynir alt1 suyunun temel bileseni laktozdur ve yliksek laktoz igerigi gerektirdigi yiliksek

kimyasal oksijen ihtiyacindan dolay1 peynir alt1 suyunun oldukga kirli bir atik olmasina yol



acmaktadir. Buna ek olarak peynir alt1 suyu, kendisini ¢esitli tirlinlerin {iretimi i¢in besinsel

acidan zengin hale getiren proteinler, yaglar ve ¢esitli mineralleri de igerir.

Yiiksek laktoz igerigi ve yliksek kimyasal oksijen ihtiyacindan kaynaklanan yiiksek aritim
maaliyetlerinden dolayr peynir alti suyunun etanol iiretimi i¢in hammadde olarak
kullanilmasi, kirleticilik seviyesi ¢ok yiiksek olan peynir alti suyu bertaraf edilirken ayni
zamanda diinyada artan bir talebe sahip, temiz ve ¢evre dostu bir segenek yakit olan etanol

iiretimi kapsaminda avantajli goériilmektedir.

Biyoetanol kulanimi g¢evresel ve toplumsal agidan pek ¢ok distiinliige sahiptir. Bu

iistiinliikler asagida maddeler halinde listelenmistir.

¢ Biyoetanol yakit i¢indeki oksijen seviyesini artirarak yakitin daha iyi yanmasini ve CO
emisyonuniun azalmasini saglar.

e Yakitlarda oktan artirmak i¢in kullanilan, ¢evre ve insan sagligi iizerinde olumsuz
etkileri olan metil tersiyer biitil eter gibi maddelere segenek ¢evre dostu bir oktan artiric
olarak kullanilmaya uygundur.

e Ozon tabakasimin delinmesi yolu ile kiiresel 1sinmaya neden olan zararli €gzos
emisonlarinin azalmasini saglar .

¢ Biyoetanol hammaddesi olarak kullanilan bitkilerin ekilmesini tesvik ederek bu bitkiler
icin enerji amach tariminin gelismesini saglar.

e Yabanci kaynakli fosil yakitlara secenck yerli, yenilenebilir, temiz ve ¢evre dostu bir
kaynak olusturur.

e Giin gectikge tiikenmekte olan fosil yakit rezervleri distiniildiigiinde, yenilenebilir

kaynaklardan iiretildiginden tiretim ve kaynak sikintisina yol agmaz [11].

2.2. Peynir Alti Suyu

Peynir alt1 suyu, peynir iiretimi sirasinda siitiin enzim veya peynir mayasiyla kazeinlerinin
coktiirilmesi veya asitlendirme yolu ile pihtilagtirilmasindan sonra arta kalan sarimsi-yesil
renkli, organik igerik bakimindan zengin bir stvidir. Peynir alt1 suyunun sarimsi-yesil rengi

bilesiminde bulunan riboflavin (B2 vitamini) maddesinden kaynaklanmaktadir.



Peynir alti suyu genel olarak su, laktoz, proteinler, yaglar, cesitli mineraller ve
vitaminlerden olusan 6nemli bir siit iiriinleri endiistrisi yan {riiniidiir. Peynir iiretiminde
kullanilan yonteme bagli olmakla birilikte peynir liretiminde kullanilan siitiin kiitlece %70-
90’1 peynir alt1 suyu olarak alinmaktadir. Genel bir kabul olarak 1 kg peynir iiretmek i¢in
10 kg siit kullanilmakta ve 9 kg peynir alt1 suyu agiga ¢ikmaktadir.

Peynir altt suyunun bilesimi, kullanilan siitiin kalitesine ve tiiriine, peynir yapiminda
uygulanan yOnteme ve siitiin pihtilastirilmasinda kullanilan maddenin asit veya maya
enzimi olusuna gore degisir. Peynir {iretiminde kazeinin ¢Oktiiriilme sekline gore eksi
peynir alt1 suyu (pH<5) ve tatli peynir alt1 suyu (6<pH<7) olmak iizere iki ¢esit peynir alt1
suyu Uretilir [12]. Peynir iretimi sirasinda kazeinin ¢oktiiriilmesi maya enzimi yoluyla
gerceklestirilmesiyle yapilan sert peynir iiretiminde tatli peynir altt suyu elde edilirken,
kazeinin asit ile ¢Oktlirlilmesiyle yapilan yumusak peynir (lor peyniri, krem peynir)

iretiminde eksi peynir alti suyu elde edilir. Sekil 2.2°de peynir alt1 suyu cesitleri

verilmistir.
. Tath peynir alt1 suyu
Sert peynir (6<pH<7)
|
Siit — - ——
|
. Eksi peynir alt1 suyu
Yumusak peynir (pH<5)
|
— - —

Sekil 2.2. Peynir alt1 suyu ¢esitleri

2.2.1. Peynir alti suyunun bilesimi

Peynir alt1 suyunun %93-94’liikk kism1 sudan olusurken, geri kalanin1 genel olarak laktoz,
protein, yag, cesitli mineraller ve laktik asit olusturur. Peynir alti suyunun organik
iceriginin biiylik biilimi (%90) laktozdan olusurken, kalan kismi ise temel olarak protein

ve yaglardan olusur [13].
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Peynir alti suyu peynir iretiminde kullanilan siitiin yaklasik olarak hacimce %85-95’lik
kismin1 olusturur ve siit iceriginin %55°lik kismini igerir. Peynir alt1 suyu genellikle temel
olarak %4,5-5 laktoz, %0,6-0,8 protein, %0,4-0,5 yag ve kuru kiitlenin %8-10 kismi1 kadar
mineral tuzlarini ve az miktarda temel olarak B grubu vitaminlerinden olusan cesitli
vitaminleri igerir. Ayrica, peynir altt suyu igerisinde dikkate deger miktarda laktik asit,
sitrik asit, tire ve iirik asit gibi protein kaynakli olmayan azot bilesiklerini de bulunur [6].

Cizelge 2.1°de tipik peynir alt1 suyu bilesimi verilmistir.

Cizelge 2.1. 100 ml peynir alt1 suyunun kimyasal bilesimi [14]

Bilesen Miktar Ol¢ii Birimi
Kuru madde 6,3-7,0 g
Yag 0,05-0,4 g
Ham protein 0,85-1,15 g
Karbonhidrat 4,6-5,2 g
Kiil 0,5-0,6 g
Laktoz 4,6-5,2 g
Laktik asit 0,05-0,2 g
Sitrik asit 0,14-0,17 g
Kazein 0,04-0,05 g
a-laktoglobulin 0,12 g
B-laktoglobulin 0,32 g
Serum alblimiin 0,40 g
Immiinoglobulinler 0,70 g
Na 36-51 mg
K 140-160 mg
Ca 40-50 mg
Mg 8-10 mg
Fe 0,10 mg
Cl 70-120 mg
P 40-55 mg
S 40-55 mg
Tiamin 0,03-0,05 mg
Riboflavin (B2) 0,1-0,16 mg
Piridoksin 0,04-0,07 mg
Vitamin C 0,9-1,5 mg
Vitamin A 0,002-0,004 mg
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Peynir alt1 suyu proteinleri temel olarak B-Laktoglobulin, a-Laktalbumin, serum albiimin,
immiinoglobiilinler ve proteoz peptonlardan olusmaktadir. Peynir alti suyu mineral
tuzlarinin %50 sinden fazlasin1 NaCl ve KCI tuzlar1 olustururken, geri kalan kismim
baslica Caz(PO4)2 olmak tizere gesitli kalsiyum tuzlar1 ve diger tuzlar olusturur. Ayrica,
peynir alt1 suyu icerisinde dikkate deger miktarda laktik asit, sitrik asit, tire ve {irik asit gibi

protein kaynakli olmayan azot bilesiklerini de bulunur.

2.2.2. Peynir alt1 suyu ve cevre kirliligi

Peynir alt1 suyu temel olarak i¢inde bulundurdugu laktoz nedeniyle yiiksek organik igerikli
bir atik sudur. Atik sularin kirlilik derecesi belirlenirken biyolojik oksiyen ihtiyac1 (BOI)
ve kimyasal oksiyen ihtiyacin1 (KOI) ifade eden degerler kriter olarak kullanilmaktadir.
Kimyasal oksijen ihtiyact (KOI) atik sudaki yiikseltgenebilir maddelerin kimyasal yolla
oksitlenmeleri igin gerekli oksijen miktarmi gosterirken, biyolojik oksijen ihtiyaci (BOI)
ise atik sudaki organik maddelerin mikroorganizmalar tarafindan oksitlenmesi i¢in gereken
oksijen miktarin1 verir. Ham peynir alt: suyunun BOI degeri 30-50 g/L ve KOI degeri 60-
80 g/L olarak bilinmektedir [15].

Peynir alt1 suyu yiiksek BOI ve KOI degerlerinden dolay: yiiksek kirleticilikte bir atik su
tirii olarak smiflandirilmaktadir. Buna bagh olarak, hicbir islem yapilmaksizin dogrudan
atilmasi durumunda ytiksek iiretim hacmi ve yliksek organik igerigi nedeniyle cevresel
sorunlara yol agmaktadir. Peynir alt1 suyu dogrudan dogal su sistemlerine karistirildiginda,
icerisindeki organik maddelerin oksitlenmesi i¢in suda ¢oziinmiis olan oksijen
kullanilacagindan, 6zellikle baliklar olmak {izere suda yasayan canlilar ihtiyaglar1 olan
oksijeni saglayamaz ve bu durum oOliimlerle sonuglanir. Ayrica suda cesitli toksik
maddelerin olugmasina neden olan bazi alg ve bitki tiirlerinin ortaya c¢ikmasia ve

gelismesine ortam hazirlanmis olur.
2.2.3. Peynir alt1 suyunun endiistriyel olarak degerlendirilmesi

Gegmiste peynir altt suyunun giderilmesi i¢in kullanilan yollar akarsulara, gollere,
denizlere veya okyanuslara bosaltmak, magaralara akitmak, tarlalara yaymak veya hayvan
beslemede kullanmak {izerineydi. Bagka bir se¢enek ise, peynir alt1 suyunu oksidasyon i¢in

lagiinlere veya kanalizasyon sistemlerine bosaltmaktir, fakat peynir altt suyunun yiiksek
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BOI ve KOI degerleri genellikle sistemlerin asir1 yiiklenmesine yol agmaktadir. Peynir alti
suyunun bu sekilde atilmasi igerisindeki degerli iirlinlerin israf olmasina neden olurken,
genellikle tiim ellecleme ve tasima islerini listlenen peynir tireticileri i¢in i giicii gerektirir
ve maaliyetlidir. Bu nedenle, bu ¢6ziimler peynir alti suyunun giderilmesi igin tatmin edici
goriilmemektedir. Peynir altt suyunun bgiderilmesi konusunda etkili ¢6ziimler
gelistirebilmek i¢in peynir alti suyu biiyiik katma deger potansiyeli géz onilinde tutularak,

sadece bir atik degil kaynak olarak ele alinmalidir.

Diinya peynir alt1 suyunun yaklasik % 50'sinin ¢esitli gida iirlinlerine dontistiiriildiigiinii
bilinmektedir [6]. Atik giderilmesi konusundaki agirlastirilmis yasal diizenlemeler
nedeniyle peynir freticileri tiizerinde artan baskidan dolayr peynir alti suyunun
degerlendirilmesi {iizerine yapilan c¢alismalarin yayginlagsmasi sayesinde bu yilizdenin
artmas1 beklenmektedir. Sekil 2.3’te peynir alt1 suyundan iiretilen temel iiriinler ve yaygin

kullanim alanlar1 gosterilmektedir.

Peynir alti suvu

Peynir alti suyu | |
kremast
1 1 1 1 1
Yogunlagtirimag Peynir alt1 suyu N - Hayvan besleme
peynir aiti suyu tozn Kristalizasyon Ultrafiltrasyon ve tarm
J_ Kristalizasyon J_ Peynir alt suyu
Laktoz ermeats Permeat proteini
P konsantresi

Fermentasyon ile etanol veya difer
iirinlerin dretimi

Sekil 2.3. Peynir alt1 suyundan yaygin olarak tiretilen tirtinler ve kullanim alanlar

2.2.4. Peynir alt1 suyunun sivi olarak kullanim

Peynir alt1 suyu yiiksek kalitedeki protein ve laktoz igeriginin yani sira, Kalsiyum, fosfor,
kiikiirt gibi ¢esitli mineraller ve suda ¢oziinen bazi vitaminler saglar. Bu nedenle, hi¢bir

islem yapilmadan suya karistirilarak veya dogrudan hayvan beslemede kullanilmaktadir,
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fakat igesisindeki yiiksek laktoz ve mineral oranlart peynir alti suyunun hayvan

beslenmesinde kullanimini kisitlayan etkenlerdir.

Hayvan beslenmesine ek olarak peynir alt1 suyu tarimsal giibre olarak da kullanilmaktadir.
Peynir alt1 suyunun tarimsal giibre olarak kullanilmasinda karsilagilan sorun ise toprakta

tuz tortularinin birikmesine sebep olmasidir.

Her iki durumda da tasima maaliyetnin oldukca yiiksek olmasindan dolay1 peynir altt
suyunun sivi olarak kullanilmasi sinirlidir ve peynir altt suyunun degerlendirilmesinde

diger secenekler 6n plana ¢ikmaktadir.

2.2.5. Peynir alti suyunun yogunlastirilmis peynir alt1 suyu ve peynir alti suyu tozu
olarak kullanim

Yogunlastirilmis peynir alt1 suyu Ve peynir alt1 suyu tozu; peynir iiretimi sirasinda pthtidan

ayrilan peyniralti suyundan suyun kismen uzaklagtirilmasiyla elde edilen tiriinlerdir.

Yogunlagtirilmis peynir alti suyu ve peynir alt1 suyu tozu genel olarak peynir alti suyu
icerisindeki suyun biliylik bdliimiiniin vakumda buharlastirilarak uzaklastirilmasinin

ardindan piiskiirtme yontemi ile kurutulmasi yoluyla tiretilir.

Uretilen peynir alt1 suyunun biiyiik bir boliimii yogunlastirilmis peynir alt1 suyu ve peynir
alt1 suyu tozu liretmek iizere kurutulmaktadir. Bu sayede taze peynir alt1 suyu kalitesini

daha uzun siire koruyarak, taginmas1 kolaylagir.

Yogunlastirilmis peynir alti suyu ve peynir alti suyu tozu melas ve soya unuyla
karistirilarak daha ¢ok hayvan beslemek i¢in kullanilirken, yogurtlar, bebek mamalari,
dondurmalar, unlu mamiiller, soslar, ¢orbalar ve cesitli i¢eceklerin liretiminde yaygin

olarak kullanilir.

2.2.6. Peynir alt1 suyunun peynir alt1 suyu proteini konsantresi olarak kullanim

Peynir alt1 suyunun degerlendirilmesi ile ilgili cogu siirecin ilk basmagi protein kisminin

geri kazanilmasindan olusur.
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Besin degeri oldukga yiiksek olan, saglik agisindan raporlanmig yararlar1 ve tedavi edici
potansiyeli olan peynir alti suyu proteinleri siit proteinlerinin yaklasik olarak %720’sini
icerir. Bu proteinlerin bashicalar1 p-Laktoglobulin (%50), a-Laktalbumin (%12),

immiinoglobiilinler (10%), serum albumin (5%) ve proteoz peptonlardir (%0.23) [6].

Peynir alt1 suyu proteinlerinin ayrilmas: i¢in yiyecek-icecek endiistrisinde ¢ok sayida
uygulama alani olan peynir altt suyu proteini konsantresi elde etmek iizere genelikle

ultrafiltrasyon veya diafiltrasyon islemleri uygulanir.

Ultrafiltrasyon, sivilarin hidrostatik basing ile yar1 gegirgen membrana karsi itildigi bir
¢esit membran filtrasyonudur. Ultrafiltrasyon temel olarak, basingla galisan eleme ilkesi ile
yonetilen ve parcacik boyutuna bagli ayirma siirecidir. Diisilk basing altinda
biiytikliiklerine gore secilmis maddeler ayrilir. Diafiltrasyon ise ultrafiltrasyon sonrasi elde
edilen sivinin sulandirilarak ultrafiltrasyona benzer bir islemle derisiminin daha da

artirllmasi islemidir.

Yiyecek-icecek endiistrisine ek olarak, peynir alti suyu proteinlerinin kozmetik ve ilag

endiistrisinde de gida dis1 uygulama alanlar1 vardir.

2.2.7. Peynir alt1 suyundan laktoz iiretimi

Peynir alt1 suyu proteini konsantresi iiretimi i¢in peynir alti suyunun islenmesi sirasinda
peynir alt1 suyu stiziintiisii olarak adlandirilan biiyiik hacimde laktoz agisindan zengin bir
stvi akimi da elde edilir. Siiziintii peynir alt1 suyunun kati kiitlesinin yaklasik olarak %70
gibi biiyilk bir bolimiinii olusturan laktozu igerdigi icin ¢evre agisindan oldukga
kirleticidir. Bu ylizden, siiziintii yiiksek {iretim hacmi ve kirletici olmasi nedeniyle

neredeyse ham peynir alt1 suyunda oldugu kadar giderim sorunlarina yol agmaktadir.

Cogu memelinin siitiinde bulunan bir seker tiirii olan laktoz, galaktoz ve glikozdan olusan
bir disakkarittir ve kimyasal olarak O-p-D-galaktopiranosil-(1-4)-p-D-glukoz seklinde,

C12H22011 formiiliiyle tanimlanmustir.

Laktozun hidroliz iiriinleri olan galaktoz ve glikoz ile oldugu kadar fruktoz ve sakkaroz
isimli diger sekerlerle karsilastirildiginda, laktozun ¢oziiniirliigii ve tatlandiriciligi daha

diistiktiir.
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Uretilen laktozun biiyiik bir kismi peynir alt1 suyu veya peynir alt1 suyu siiziintiisiinden
kristalizasyon yolu ile geri kazanilarak elde edilir. Laktozun baslica kullanim alanlari;
yiyecek-icecek endiistrisinde tatlandirici olarak, ilag¢ endiistrisinde tabletler i¢in dolgu veya
kaplama maddesi olarak ve katma deger laktoz tiirevlerinin (6rnegin laktuloz, laktitol,
laktobiyonik asit, laktoz iire, galakto-oligosakkaritler ve laktosiikroz) iiretimi igin
hammadde olarak kullanimidir. Hidrolize edilmis laktoz ¢ozeltileri laktoza gore daha fazla
tatlandiric1 giice sahiptir ve 6zellikle sekerleme ve dondurma endiistrisinde olmak iizere
gida endiistrisinde sakkaroz veya nisasta surubu yerine kullanilir. Hidroliz edilmis laktoz
surubu teknolojisi iyi gelismis ve kullanilmakta olan bir teknolojidir, 6rnek olarak laktoz
intoleransli bireyler i¢in laktozsuz siit {irlinlerinin iiretilmesinde kullanilir. Diisik pH
(<1.5) ve yiiksek sicaklikta (150 °C'ye kadar) laktozun kimyasal hidrolizi miimkiindiir,
ancak enzimatik hidroliz genellikle tercih edilen yontemdir. Aspergillus ve Kluyveromyces

tiirlerinin enzimleri en yaygin olarak kullanilan enzimlerdir.

2.2.8. Peynir alt1 suyundan fermantasyon yoluyla cesitli bilesiklerin iiretimi

Peynir alt1 suyu veya siiziintii i¢indeki laktoz i¢in bir bagka dnemli uygulama fermantasyon
yoluyla degerli bilesiklerin iiretimi i¢in substrat olarak kullanimidir. Biyoteknologlarin
sundugu cok sayida segenekle birlikte, bu degerli bilesiklere en bilindik 6rnekler maya

bazli biyoprosesler ile etanol, biyogaz ve tek hiicreli protein iiretimidir.

Peynir alti suyu veya siiziintii i¢cindeki laktozdan iiretilen diger biyoiiriinler biyogaz
(metan), organik asitler (asetik, propionik, laktik, sitrik, glukonik, itakonik ve gibberelic),
amino asitler (glutamik, lizin ve treonin), vitaminler (Sirasiyla B12 ve B2 veya
kobalaminler ve riboflavin), polisakkaritler (ksantan zamki, dekstran, fosfomannan,
pullulan ve gellan), yaglar (lipitler), enzimler (B-galaktosidaz ve poligalaktorunaz) ve diger
bilesiklerdir (fruktoz-difosfat, 2,3-biitandiol, kalsiyum magnezyum asetat, amonyum

laktat, butanol ve gliserol).

Laktoz dogrudan laktoz kullanan mikroorganizmalar tarafindan veya segenek olarak
hidrolize edilmis laktoz  ¢Ozeltisinin substrat olarak kullanilmasiyla laktoz negatif

mikroorganizmalar tarafindan kullanilabilir.
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Biiyiik miktardaki peynir alt1 suyu fazlasi ile birlikte ucuz ve kolay ulasilabilir hammadde
arayis1 ve her seyin otesinde, mikrobiyal biyoteknolojideki hizli ilerlemelerin peynir alti
suyu laktozunun katma degerli iiriinlerin tiretilmesinde fermantasyon hammaddesi olarak

kullanimin1 yayginlastiracag diistiniilmektedir.
2.3. Peynir Alt1 Suyundan Etanol Uretimi

Fermantasyon ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan genellikle glikozun oksijensiz kosullar
altinda hiicresel enerji liretmek {izere organik asitler ve alkollere doniistiiriilmesini i¢eren
biyokimyasal bir siirectir. Fermantasyon tepkimeleri glikoliz ve son {irlin olusum asamasi
olmak {izere iki temel asamada gerc¢eklesmektedir. Glikoliz asamasinda glikoz hiicre
sitoplazmasindaki enzimler sayesinde piruvik asite kadar parcalanir ve gerekli enerji bu
asamada elde edilir. Enerji tiretimi olmayan fakat glikoliz agsamasinda indirgenen NAD*
koenzimlerinin tekrar yiikseltgenerek hidrojen tutabilecek hale yani NADH koenzimlerine
donistiiriilmesi amaciyla gergeklestirilen son {riin olusum asamasinda, glikoliz
asamasinda olusan pirilivik asit canl tiiriine bagli olarak ¢esitli {irtinlere (sitrik asit, laktik
asit, asetik asit, biitirik asit, hidrojen, aseton, etanol vb.) doniistiiriiliir. Fermantasyon yapan
tiim mikroorganizmalar yagamini siirdiirebilmek i¢in enerji liretmek zorundadir ve glikoliz
asamasi fermantasyon yapan tiim hiicrelerde ayni sekilde gergeklesir. Son iirtin olusum
asamasinda, glikoliz asamasinda agiga ¢ikan piruvatin ne tiir kimyasal degisimler gecirerek

ne tiir Uriinlere doniisecegi ise hiicrede bulunan enzimler tarafindan belirlenir.

Fermentaston c¢esitleri olusan son iiriine gore isimlendirilir. Etanol fermantasyonunda,
glikoliz asamasinda agiga ¢ikan piruvik asitin, son iirliin olusum asamasinda etanol ve

CO2’ye doniisiimii gergeklesmektedir.

Mikroorganizmalardan ¢ok sayida bakteri ve maya fermantasyon sirasinda ana
fermantasyon iiriinii olarak etanol {iretebilir. Endiistride etanol fermantasyonu igin
kullanilan mikroorganizmalar genel olarak maya tiirleridir. Etanol iiretimi i¢in en yaygin
kullanilan maya tiirli yiiksek etanol toleransindan dolayr Saccharomyces cerevisiae iken,
Zymomonas mobilis, E. Coli, Kluyveromyces tiirleri etanol fermantasyonunda kullanilan

diger mikroorganizmalardir.
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Yiiksek laktoz icerigi ve yiiksek liretim hacmi ile yiiksek organik igeriginden kaynaklanan
giderim sorunlari nedeniyle peynir alt1 suyu, fosil yakitlara gore temiz ve yenilenebilir bir
yakit olan etanol iiretimi i¢in hammadde olarak kullanilmaya uygundur. Peynir alt1 suyu
icerisindeki laktozdan gesitli mikroorganizmalar kullanilarak fermantasyon yolu ile etanol

uretilebilir.

Esitlik 2.1°¢ gore kuramsal olarak 1 kg laktozdan 0,54 kg etanol tiretilebileceginden, 1 litre
saf etanol iiretmek i¢in, laktoz iceriginin %4,4 oldugu diisiiniilerek 42 ton peynir alt1 suyu

gerekir.

C12H22011+ H20 — 4C2Hs0H+4CO> (2.1)

Cogunlukla ¢esitli maya tiirleri ve bazi1 bakteriler olmak iizere fermantasyon yoluyla etanol
iiretebilen ¢ok sayida mikroorganizma bulunmaktadir. Laktozdan etanol {iretiminde en ¢ok
kullanilan mikroorganizmalar Kluyveromyces tiirii mayalar (K. lactis, K. fragilis, K.
marxianus) ile, Candida pseudotropicalis (C. kefyr) ve Saccharomyces cerevisiae isimli

mayalardir.

Tiim peynir alti suyundan etanol {iretimi siirecleri benzer temel basamaklar1 ve islemleri
icermektedir. Sekil 2.4’te temel basamaklariyla peynir alt1 suyundan etanol iiretim siireci
gosterilmistir. Siirecin ilk basamaginda ultrafiltrasyon islemiyle peynir alt1 suyu proteinleri
peynir altt suyundan ayrilarak peynir alti suyu siiziintiisii elde edilir. Daha sonra elde
edilen peynir alt1 suyu laktoz derisimini artirmak amaciyla, ikinci basamakta ters ozmoz
islemiyle deristirilerek derisik peynir alt1 suyu siiztintiisii elde edilir. Bir sonraki basamakta
mayalar fermantasyon ortamina eklenerek, karigim fermantasyon sistemine gonderilir.
Fermantasyon gerceklestikten sonra mayalar ayrilir ve geri kalan siviya damitma islemi

uygulanir. Son olarak damitiga dehidrasyon islemi uygulanarak etanol elde edilir.
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Distilat Dehidrasyon Etanol

Sekil 2.4. Peynir alt1 suyundan etanol tiretim siireci

Ticari olarak peynir alt1 suyundan etanol liretimi yapan ilk tesis Carbery Group tarafindan
1978 yilinda irlanda’da kurulmustur. Tesis icilebilir alkol iiretmek iizere kurulmus olsa da,
1985 yilinda yakit etanol liretmeye baslamistir. Carbery siireci Yeni Zellanda ve ABD’deki
tesislerde de kullanilmistir [16].

Endiistride etanol fermentasyonu kesikli, beslemeli-kesikli ve siirekli islemlerle
gergeklestirilmektedir. So6zii gecen her bir islemin kullanilan hammadde ve

mikroorganizma tiiriine bagli olarak ¢esitli Gistiinliik ve sakincalari vardir.

Fermentasyon bitiminde santrifiij yoOntemiyle hiicrelerin toplanarak bir sonraki
fermentasyonda tekrar kullanilmak iizere geri kazanilmasini saglayan hiicre geri kazanimi
islemleri beslemeli ve kesikli sistemlerin her birine uygulanabilir. Hiicrelerin geri kazanim
yoluyla tekrar kullanilmasi hiicre ¢gogaltma ihtiyacini azaltmasinin yani sira hiicre olusumu

ve biiylimesi i¢in harcanan seker miktarinin da azalmasini saglar.

Beslemeli-kesikli islem, yiiksek derisimli substrat ¢ozeltisinin yavas olarak beslenmesine
olanak vermesi sayesinde substrat inhibisyonunun giderilmesini saglamasi ag¢isindan

kesikli ve siirekli iglemlere gore daha iistiindiir.

Diger bir yandan, siirekli islemler besleme seker derisimi ve hidrolik alikoyulma
slirelerinin ayarlanmasina olanak vermesi sayesinde iiriin derisiminin kontrol edilmesini

saglamasi ve iiriin kalitesinin korunmasi agisindan kesikli islemlere gore iistiindiir.
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2.4. Besiyerleri

Mikroorganizmalarin gelismesi ve ¢ogalmasi igin 6zel olarak hazirlanan ve gerekli olan
tiim besinleri igeren ortamlara besiyeri denir. Besiyeri i¢inde bulunan maddeler gelisme ve
cogalma i¢in gerekli olan maddeler, inhibitorler ve diger maddeler olarak
siniflandirilabilir. Besiyerinin bilesiminde genel olarak su, peptonlar, maya o6ziitii, malt
oziti, et oOziti, beyin ve kalp 0ziitli, agar, karbonhidratlar, tuzlar, tampon maddeler ve

cesitli indikatorler bulunabilir [17].

Su

Besiyeri hazirlamak i¢in kullanilacak olan suyun deiyonizasyon veya damitma ile taze
olarak hazirlanmasi ve mikroorganizmalara zarar verebilecek toksik maddeleri igermemesi
gerekir [17].

Peptonlar

Peptonlar proteinlerin hidroliz edilmesi ile elde edilen maddelerdir. Mikroorganizmalarin
biiyiik bir boliimii proteinleri dogrudan azot kaynagi olarak kullanamazlar. Bu nedenle,
mikroorganizmalarin gereksinim duyduklart azotu daha kolay almalarini saglamak

amaciyla besiyerlerinde yaygin olarak kullanilir [17].

Azot kaynagi olarak kullanilmasinin yaninda, peptonlar mikrororganizmalar tarafindan
karbonhidrat kaynagi olarak da kullanilir. Buna ek olarak, peptonlarin icerigindeki ¢esitli
aminoasitler ve vitaminler mikroorganizmalarin gelismesini ve ¢ogalmasini olumlu yonde

etkiler [17].

Peptonlar hayvansal doku, siit veya soya kaynakli olabilir. Hazirlanacak besiyerinin

kullanim amacina gore farkli 6zellikteki peptonlar kullanilabilir [17].

Maya 6ziitii

Maya 6ziitii bira mayasi veya ekmek mayasi olarak bilinen Saccharomyces cerevisiae’nin
proteinleri hidrolizleyen ve sindiren enzimler tarafindan pargalanmasi ve sonrasinda sulu

oziitleme yontemi ile elde edilen bir maddedir [17].
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Iceriginde bulunan aminoasitler, peptitler, karbonhidratlar, vitaminler ve mineraller
sayesinde mikroorganizmalarin gelismesi ve g¢ogalmasini olumlu yonde etkilediginden

besiyeri hazirlamada yaygin olarak kullanilir [17].

Malt 6zitii

Malt oziitii bira liretiminde kullanilan arpanin ¢imlendirilmesi ve kurutulmast yolu ile
iiretilen malttan elde edilen bir maddedir. Ozellikle maltoz olmak iizere yiiksek
karbonhidrat derisiminden dolay1 gelisimi olumlu yonde etkilediginden maya ve kiifler igin

hazirlanan besiyerlerinde tyaygin olarak kullanilir [17].

Et oziiti

Yagi ve kaslar1 ayrilmis etin hidrolize edildikten sonra oziitlenmesi ile elde edilen bir
maddedir. Karbonhidrat i¢cermedigimden karbonhidratlardan asit olusturma testlerinde

pepton gibi maddelerin yerine kullanilir [17].

Bevyin ve kalp 6ziiti

Beyin ve kalp oziitii gelistirilmesi zor olan ¢esitli patojen bakterilerin gelistirilmesi ve

¢ogaltilmasi i¢in hazirlanan besiyerlerinde kullanilir [17].

Agar

Cesitli tiirlerdeki kirmizi deniz yosularindan elde edilen ve bilesimindeki D-galakton
sayesinde besiyerlerinin katilagtirilmasinda yaygin olarak kullanilan bir maddedir.
Besiyerine sadece katilagtirma amach katilir ve ¢ogunlukla mikroorganizmalar tarafindan

besin olarak kullanilmaz [17].

Karbonhidratlar

Karbonhidratlar mikroorganizmalar i¢in enerji ve karbon kaynagi olarak besiyerlerinde
kullanilir. Buna ek olarak, karbonhidratlardan asit olusturma temeline dayanan tanimlama

testlerinde kullanilan besiyerlerinde karbonhidratlarlardan yararlanilir [17].
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Gikoz, laktoz ve sakkaroz besiyerlerinin hazirlanmasinda enerji ve karbon kaynagi olarak

siklikla kullanilan karbonhidratlardir [17].

Tuz

NaCl genellikle besiyerlerinde izotonik bir ortam olusturmak ig¢in kullanilir. Buna ek
olarak, tuza dayanikli ve tuz seven mikroorganizmalarin segici olarak izole edilmesi igin

besiyerlerinde yliksek oranda NaCl kullanilir [17].

Tampon maddeler

Mikroorganizmalar c¢ogunlukla pH olarak ndtr ortamlarda gelistirilseler de, bazi
mikroorganizmalar asidik bazilar1 ise bazik ortamlarda gelisir. Tampon maddeler
besiyerinin pH’smi1 korumak igin kullanilir. Besiyerinin asidik veya bazik hazirlanmasi,

besiyerine se¢icilik 6zelligi kazandirmak i¢in yaygin olarak uygulanir [17].

Indikatorler

Mikroorganizmalarin gerceklestirdigi metabolik faaliyetler sonucu agiga cikan iriinlerin
belirlenmesi yolu ile mikroorganizmalarin tanimlanmasi i¢in besiyerlerinde pH
indikatorleri, redoks indikatorleri ve diger indikatdrler olmak iizere ¢ok sayida indikator

kullanilir [17, 18].

Besiyerleri fiziksel 6zelliklerine gore kati ve sivi besiyerleri olarak siniflandirilabilecegi
gibi, kaynagina bagli olarak bitkisel, hayvansal, yapay ve karisik besiyerleri olarak da
simiflandirilabilir. Ancak besiyerlerinin siniflandirilmasinda en ¢ok kullanilan ydntem,
kullanim amacina gore smiflandirmadir. Sekil 2.5’te besiyerlerinin smiflandiriimasi

gosterilmistir [17, 18].
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Sekil 2.5. Besiyerlerinin siniflandirilmasi [17, 18]

Laboratuvarlarda kullanilan besiyerlerinin biiyiik bir bolimi suyu alinmis formdan
hazirlanir. Gereken miktarda maddeler tartilarak bir behere aliir ve tizerine deiyonize
veya damitik su eklenir. Maddeler karistirilarak ¢oziindiikten sonra, cam tiipler veya petri
kaplar1 gibi uygun yerlere alinarak genellikle otoklavda 121 °C sicaklikta 15-20 dk
boyunca sterilizasyon gerceklestirilir [18].

Besiyeri hazirlamada kullanilacak cam kaplar besiyerine herhangi bir istenmeyen
maddenin Karigmasini 6nlemek agisindan iyice yikanmig ve deiyonize veya damitik sudan
gecirilmis olmalidir. Bu cam kaplar etiivde veya otoklavda tiiksek sicaklikta sterilizasyona
dayanabilecek Olgiide kaliteli olmalidir. Ekimin yapilacagi cam kaplar siterilizasyonun
saglikli bir sekilde gergeklesmesi igin besiyeri hacmi ile karsilastirildiginda yeterince
biiyiik olmalidir. Genel bir kabul olarak kullanilacak cam kaplarmm hacmi eklenecek

besiyeri hacminin yaklasik olarak iki kati olmalidir [18].
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Besiyeri siv1 ise gerekli maddeler deiyonize veya damitik su ile ¢oziildiikten sonra
dogrudan sterilize edilebir. Ancak hazirlanacak besiyeri agarl ise, sterilizasyondan once
mutlaka besiyeri igindeki agar iyice eriyip dagilana kadar 50-55 °C sicaklikta siirekli
olarak karistirilmalidir [18].

2.5. Peynir Alti Suyundan Fermantasyon ile Etanol Uretiminde Kullamlan
Mikroorganizmalar

Alkolik fermantasyon, peynir alti suyundan peynir altt suyu proteinlerinin ayrilmasindan
sonra arta kalan ve ¢evre agisindan kirletici olan peyniralti suyu siiziintiisiiniin giderilmesi
icin ilgi c¢ekici bir secenektir. Penir alti suyu laktozunun mayalar kullanilarak etanole
fermantasyonu konusu 1940’lardan beri literatiirde sik¢a dile getirilmistir. Laktozu aerobik
olarak asimile eden mayalar yaygin olmasina ragmen, Kluyveromyces lactis, K. marxianus
ve Candida pseudotropicalis gibi laktozu fermente eden mayalar nadirdir.

Peynir alt1 suyundan fermantasyon yolu ile biyoetanol iiretimi i¢in yaygin olarak kullanilan
mikroorganizmalar genelikle maya tiirleridir. Mayalar genellikle tek hiicreli olmak iizere

bazi tiirleri ¢ok hiicreli olabilen okaryotik yapidaki canlilardir [19].

Mayalar zorunlu olarak aerobik veya istemli olarak anaerobik olabilirler. Mayalar oksiyen
azliginda karbonhidratlar1 karbondioksit ve etanole veya laktik asite doniistiirerek enerji
iiretirler. Mayalar tomurcuklanma yolu ile eseysiz olarak tireyebildikleri gibi askospor

olusumu ile eseyli olarak da tireyebilirler [19].

Mayalarin biiyiime ve gelismesine etki eden pek cok etken bulunmaktadir. Bu etkenler

asagida maddeler halinde verilmistir.

e Mayalarin biiyiimesi, gelismesi, ¢ogalmas1 ve diger faaliyetlerini diizgiin bir sekilde
stirdiirebilmeleri i¢in ortamda yeterli miktarda su olmalidir. Mayalar i¢in genellikle
%30-40 oraninda su igeren ortamlar uygundur.

e Mayalar oksijen varliginda ve yoklugunda yasamlarin siirdiirebilen canlilardir. Oksijen
varliginda faaliyetleri i¢in gerkli olan enerjiyi oksijenli solunum yolu ile karsilarken,
ortamda oksijenin az bulundugu durumda fermantasyon yolu ile enerji iretirler. Bu
durumda, fermantasyon isleminin gerceklesmesi igin ortamdaki oksijen miktarinin

dogru bir sekilde ayarlanmasi 6nemlidir.Ortamdaki oksijenin gerekenden fazla olmasi
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mayalarin karbonhidrat kaynagimi biyokiitle artis1 i¢in kullanmasimna dolayist ile
fermantasyon veriminin diigmesine yol agar.

e Mayalar genis bir pH araliginda ¢aligsmalarina ragmen genellikle zayif asidik ortamlarda
(pH: 4,5-5) faaliyetlerini daha iyi gergeklestirirler.

e Mayalarin faaliyetlerini diizgiin bir sekilde siirdiirebilmeleri i¢in Onemli olan
parametrelerden biri de sicakliktir. Mayalar genel olarak 0-45 °C arasindaki
sicakliklarda yasayabilirler. Fermantasyon islemi i¢in en uygun sicaklik iiretilmesi
amagclanan tiriine ve kullanilan maya ¢esidine baglhdir.

e Mayalarin ¢ogalmasinda ve faaliyetlerini diizgiin bir sekilde yerine getirmesinde etkili
olan parametrelerden biri de ortamda ¢oziinmiis tuz ve seker derisimidir. Maya ¢esidine
bagli olarak seker derisimi belirli bir degerin iizerine ¢iktiginda olusan fermantasyon
tirtinliniin de etkisi ile maya hiicresi suyunu kaybetmeye baslayarak plazmolize ugrar ve
nihayetinde hiicre 6liir.

e Etanol, karbondioksit gibi metabolik {irlinler mayalarin gelismesi ve faaliyetlerini
stirdlirmesi iizerinde olumsuz etkiye yol acarak fermantasyon hizinda diisiise neden
olur.

e Son olarak giines 15181 maya gelisimi iizerinde olumsuz etkiye sahiptir. Bu yiizden

fermantasyon ortaminin dogrudan giines 15181 almamasi 6nemlidir [20].

Peynir alt1 suyundan fermantasyon yolu ile biyoetanol iiretimi i¢in yaygin olarak kullanilan
mikroorganizmalar ~ Kluyveromyces, = Saccharomyces  cerevisiae ve  Candida

pseudotropicalis isimli maya ¢esitleridir.

C. pseudotropicalis ve Kluyveromyces tiirleri laktozu dogrudan metabolize edebilirken,
Saccharomyces cerevisiae, laktozu dogrudan metabolize edemez. Bu nedenle, oncelikle
laktozun Saccharomyces cerevisiae tarafindan metabolize edilebilen glikoz ve galaktoza

hidroliz edilmesi gerekir.

2.5.1. Kluyveromyces tiirleri

Kluyveromyces tiirleri laktozu dogrudan metabolize edebilirler. Bu yetenek B-galaktosidaz
enziminin varligindan ileri gelmektedir. B-galactosidaz laktozu glikoz ve galaktoza hidroliz
eder. Yani Kluyveromyces tiirleri laktoz fermentasyonunda kullanildiginda,

fermentasyonun gerceklesebilmesi i¢in ayri bir hidroliz islemine gerek yoktur.
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K. lactis Kluyveromyces tiirleri igerisinde en ¢ok calisilan maya tiirlerinden biridir ve
ozellikle S. Cerevisiae gibi "konvansiyonel olmayan" mayalarin molekiiler fizyolojisi

iizerine ¢alismalar i¢cin model sistem haline gelmistir.

Kluyveromyces tiirleri igerisinde K. lactis model organizma olarak kabul edilmesine karsin,
K. lactis ile karsilastirildiginda 6ne ¢ikan bazi avantajlarindan dolay1 K. Marxianus daha
cok ilgi gormiistiir. K. lactis’in aksine, K.marxianus tizerindeki bilgi birikiminin daha az
olmasina ragmen, literatiirde K. marxianus’un biyokimyasal, metabolik ve fizyolojik

yonlerini iceren kayda deger sayida calisma bulunmaktadir.

Literatiirde Kluyveromyces mayalarin1 kullanarak gergeklestirilen laktoz/peynir alt1 suyu
alkolik fermantasyonu ile ilgili ¢ok sayida ¢aligma vardir ve bunlarin biiyiik kisminda K.
marxianus ve K. fragilis isimli mayalar 6ne ¢ikmaktadir. K. marxianus ve K. fragilis’in
gecmiste uzun siire boyunca farkli tiirler olarak bilinmesine karsin, giinimiizde K. fragilis

K. marxianus tiiriniin i¢ine dahil edilmistir.

Literatiirde pek cok yazar, derisik laktoz/peynir alt1 suyu fermantasyonunda baslangi¢
derisiminin genellikle 150 g/L veya bazi durumlarda 200 g/L iizerinde olmas1 durumunda,
ozellikle disiik fermentasyon hizi ve atikta yiiksek seker derisimi gibi inhibitor etkiler ve
bunlarla ilgili sorunlar raporlamistir [12]. Bu sorunlar ozmotik duyarlilik (yiiksek laktoz
derisimi nedeniyle) ve diisiik etanol toleransinin yani sira yiiksek tuz derisimi nedeniyle
inhibitasyon durumlarina baglanmistir. Fermentasyon kosullar1 ile oksijen ve diger
bilesenlerin varligi durumlarinin laktoz fermentasyonunda Onemli bir rol oynamasina
ragmen, bu etkilerin kapsaminin ¢ogunlukla maya tiirleri ile ilgili oldugu goriilmektedir.
Beslemeli-kesikli fermantasyon sisteminin uygulanmasimin substratin inhibitasyon
problemlerinin giderilmesine yardimci olabilecegi diisiiniiliirken, etanol inhibitasyonu
cesitli besinsel takfiyeler ile hafifletilebilir. Secenek olarak, tiir gelistirme programlari ile
ozmotik ve/veya etanol streslerine karsi gelismis toleransli dayanikli maya tiirleri

gelistirilebilir.

Kargi ve Ozmihci (2006) tarafindan yapilan ¢alismada baglangigtaki pH, laktoz derisimi ve
dis besin (N ve P) katkisinin Kluyveromyces marxianus NRRL kullanilaak gerceklestirilen
peynir alt1 suyu tozu ¢dzeltisinin etanol fermentasyonu {izerine olan etkileri arastirilmistir.

Baslangic pH’s1 3 ile 7 arasinda de8ismis ve en uygun baslangic pH degeri 5 olarak



26

bulunmustur. Peynir alt1 suyu ¢ozeltisine dis azot ve fosfat kaynaklarinin eklenmesiyle
peynir alt1 suyu ¢ozeltisinin N ve P iceriginin yeterli olup olmadig1 arastirilmis ve bu
durumun fermentasyonda herhangi bir iyilesmeye yol agmadig1 gézlenmistir. Son olarak,
laktoz derisimi 25-150 g/L arasinda degistirilmis ve artan laktoz derisiminin fermentasyon
hizin1 yavaslatmasina ragmen yliksek etanol derisimi ile sonuglandigi gézlenmistir. Etanol
verimi degisen laktoz derisimi ile birlikte 0,35-0,54 g etanol/g laktoz arasinda degisim
gostermis ve ulagilabilen en yliksek etanol verimi ve etanol derisimi 150 g/L laktoz

derisiminde ger¢eklesmistir [21].

Dragone ve arkadaslari (2011) tarafindan yapilan calismada, K. fragilis kullanilarak
proteini alinmis peynir altt suyu tozu ¢ozeltisinden fermentasyon ile etanol {iretimi igin,
baslangic laktoz derigimi (50-150 g/L), sicaklik (25-35 °C) ve inokiiliim derisiminin (1-3
g/L) fermentasyona etkisi incelenmis ve etanol liretimini en yiiksek degere ¢ikarmak i¢in
optimum kosullarin belirlenmesi amaglanmigtir. Elde edilen sonuglara gore, sadece
baslangi¢ laktoz derisiminin etanol iiretimi {izerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu ve
etanol derisiminin baslangi¢ laktoz derisiminin artirilmasi ile arttigi gézlenmistir. Daha
sonra baslangi¢ laktoz derisimi 150-250 g/L arasinda degistirilmis ve 200 g/L baslangi¢
laktoz derisimi, 1 g/L inokiiliim derisimi ve 35 °C sicaklik kosullarinin etanol iiretimi i¢in
optimum kosullar oldugu belirlenmistir. Bu kosullar altinda 44 saat fermentasyon siiresi

sonunda 80.95 g/L etanol derisimine ulasilmistir [22].

Diniz ve arkadaslari (2014) tarafindan yapilan ¢alismada Kluyveromyces marxianus UFV-
3 kullanilarak peynir alt1 suyu siizilintiisiiniin fermentasyonu ile etanol {iretiminin optimize
edilmesi amaglanmistir. Bu amagla, sicaklik (30-45 °C), pH (4,5-6,5) , laktoz derisimi (50-
250 g/L) ve hiicre biyokiitle derisimi (Aeoo 2-4) parametrelerinin fermentasyona olan
etkileri degerlendirilmistir. Sicakligin etanol iliretimi optimizasyonunda en 6nemli etken
oldugu gozlenirken, sicakligi pH, hiicre biyokiitle derisimi ve laktoz derisimi izlemistir.
Sicakligin 33,3-38,5 ° C, pH’nin 4,7-5,7, hiicre biyokiitlesi derisiminin Aeoo 2,4-3,3, laktoz
derisiminin 50-108 g/L. arasinda oldugu durumlarda, %90 tizerinde etanol {iretim verimine

ulagilmigtir [23].

Ozellikle yiiksek derisimlerde laktoz iceren peynir alt1 suyu fermente edilirken, peynir alt1
Suyu besin igeriginin sinirlandirilmasit da bir sorun kaynagi olmustur. Jansens ve

arkadaslar1 (1983) tarafindan yapilan ¢alismada zaten %0,5 bakto-pepton eklenmis olan
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derisik peynir alt1 suyuna (200 g/L) ergesterol ve Tween 80 eklenmesiyle K. fragilis’in
fermentasyon yeteneginde kayda deger bir iyilesme raporlanmistir. Buna ek olarak, 90
saatin lizerindeki fermentasyon siiresinde 60 saatin altina kadar bir diisiis gozlenmistir.
Amonyum siilfat, iire, pepton, NH4Cl ve KH2PO4 tuzlari, ¢esitli vitamin ve mineraller bu

kapsamda literatiirde test edilen diger katkilar arasindadir [12].

Oksijen, fermentasyon sirasinda maya performansini etkileyen 6nemli etkenlerden biridir.
Oksijen kaynagi, etanol veriminde diisiise neden olabilecek asir1 maya biiyiimesine neden
olmayacak sekilde, membran lipitlerinin biyosentezi i¢in yeterli olmalidir. Silveira ve
arkadaglar1 (2005) tarafindan yapilan calismada peynir alti suyunun, baslangi¢c laktoz
derisiminin 1-240 g/L arasinda degistirilmesiyle laktoz derisimi ve fermentasyon
ortaminda farklt oksijen seviyelerindeki aerobik, hipoksik ve anoksik kosullarin
olusturulmasiyla oksijen seviyesinin, peynir alti suyunun etanole fermentasyonunda
kullanilan Kluyveromyces marxianus UFV3’iin biiylimesi ve metabolizmasi iizerine etkisi
incelenmistir. Laktoz derisimindeki artis, etanol verimini ve hacimsel etanol verimliligini
artirirken, hiicre verimliligini azaltmistir. Oksijen seviyesinin diisiik ve laktoz derisiminin
50 g/L ve iizerinde oldugu durumda etanol veriminin teorik degerine yaklastigi
gozlenmistir. En yliksek etanol derisimlerine 76 ve 80 g/L degerleriyle sirasiyla hipoksik
ve anoksik kosullarda, baslangic laktoz derisiminin 170 g/L olmasi durumunda ulagilmistir
[24].

Literatiirde, Kluyveromyces tiirleri kullanilarak yapilan peynir alti suyu fermentasyonu
caligmalarinin ¢ogu kesikli sistemlerde gerceklestirilmistir. Bununla birlikte, cesitli
biyoreaktor tasarimlart kullanan siirekli sistemlerle de ¢alisilmistir. Bazi ¢alismalarda ise

beslemeli-kesikli fermentasyon sistemleri kullanilmistir.

Ozmihci ve Kargi (2007a) tarafindan yapilan ¢alismada, besleme akimi laktoz derisiminin,
Kluyveromyces marxianus (DSMZ 7239) kullanilarak gergeklestirilen peynir alt1 suyu tozu
cozeltisinin siirekli bir fermentasyon sisteminde etanol fermentasyonuna etkilerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Hidrolik alikoyulma siiresi 54 saatte sabit iken besleme akimi
laktoz derisimi 55-200 g/L arasinda degistirilerek etanol olusumu, biyokiitle olusumu ve
laktoz kullanimi incelenmistir. Laktoz derisimi 6zellikle 100 g/L nin iizerinde oldugu
durumlarda besleme laktoz derisiminin artirilmast ile, laktoz kullanim yiizdesi ve biyokiitle

derisimi azalirken, ¢ikis seker derisiminde artis gézlenmistir. En yiiksek etanol derigimi
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(29 g/L) ve etanol verimliligine (0,54 g L h') besleme laktoz derisimi 100-125 g/L

arasinda oldugu durumda ulasilmistir [25].

Ozmihci ve Kargi (2007b) tarafindan yapilan bir diger c¢alismada Kluyveromyces
marxianus (DSMZ 7239) kullanilarak peynir altt suyu tozu c¢ozeltisinin siirekli bir
fermentasyon sisteminde etanol fermentasyonu incelenmistir. Fermenter igerisinde, pH 4,5
ve sicaklik 28 °C civarinda tutulmustur. Besleme akimi olan peynir alti suyu tozu
coOzeltisinin seker derisimi 100 g/L’de sabit tutulurken, fermentasyon hacmi sabit tutularak
besleme akis hizinin degistirilmesiyle hidrolik alikonma siiresi 12,5-60 saat arasinda
degistirilmistir. Hidrolik alikonma siiresindeki artis, ¢ikis laktoz derisiminin azalmasina
neden olurken, laktoz kullanim yiizdesi, etanol derisimi ve biyokiitle derisimi artan
hidrolik alikonma siiresi ile artmistir. Etanol verimliligi 43,2 saat hidrolik alikonma siiresi
icin en yiiksek degerine (0.745 gE L~ saat) ulasmustir ve aym kosullarda biyokiitle
verimliligi neredeyse en diisiik degerindedir (0.18 gX L h'1). Elde edilen sonuglara gore
43 saat, peynir alt1 suyu tozu ¢ozeltisinin siirekli bir fermentorde etanol fermentasyonu igin
optimum hidrolik alikonma siiresi olarak se¢ilmistir ve bu kosullarda etanol derigimi 32

g/L’ye ulagmistir [26].

2.5.2. C. pseudotropicalis (C. kefyr)

Peynir alti suyunun etanol fermentasyonunda Kluyveromyces tiirleri ve S. cerevisiae
kullanilan ¢aligmalarla karsilastirildiginda az sayida olmasina karsin, bazi ¢aligmalarda C.

pseudotropicalis kullanilmaistir.

Kluyveromyces tiirlerine ek olarak, C. pseudotropicalis de laktozu dogrudan metabolize
etme yetenegine sahiptir fakat Kluyveromyces tiirlerine benzer olarak, yiiksek laktoz ve

etanol derisimlerine kars1 direncli degildir.

Ghaly ve El-Taweel (1995a) tarafindan yapilan calismada kesikli bir fermentasyon
sisteminde C. pseudotropicalis ATCC 8619 kullanilarak etanol {lretmek {izere
gerceklestirilen peynir alti suyunun etanol fermentasyonunda besin takfiyesinin
((NH4)2S04, K2HPQO4, maya oziitii ve tigliniin kombinasyonu) etanol verimi iizerine etkisi
incelenmistir. Ayr1 ayr1 her ii¢ besin katkist ve {giiniin kombinasyonunun diisiik

derisimlerde etanol verimini 6nemli 6lgiide etkilemedigi goriiliirken, yiiksek ((NH4)2SO4
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ve KzHPO4 derisimlerinin hiicre inhibitasyonuna yol acarak laktoz kullanimini azalttig1
gozlenmistir. Elde edilen sonuglar peynir alt1 suyunun etanol fermentasyonunda tam laktoz
kullanim1 i¢in besin destegi gerekmedigini géstermistir. Buna karsin, bu katki maddeleri
ayr1 ayri ve li¢ii birlikte kiigiik miktarlarda eklendiginde mayalarin uyum stiresinin azaldigi
gozlenmistir. Buna ek olarak, %0,01 k/h oraninda maya 6ziitii eklenmesinin fermentasyon
stiresinin kayda deger miktarda azalmasini saglamistir. En iyi sonuglar peynir alt1 suyuna
%0,01 k/h oraninda maya 06ziitii eklenmesi durumunda elde edilmis, en yiiksek 21 g/L

etanol derisimi elde edilirken %98 dontisiime ulasilmistir [27].

Ghaly ve El-Taweel (1995b) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada peynir alti suyunun
etanol fermentasyonunda C. pseudotropicalis ATCC 8619 kullanilarak mikro-
havalandirmanin (240-720 ml/dakika veya 0.05-0.15 h/h/dakika) ve baslangi¢ laktoz
derisiminin (50-200 g/L) hiicre biliylime hizi, laktoz kullanimi ve etanol {iretimi iizerine
etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuglar mikro-havalandirmanin maksimum hiicre
derisimi ve 6zgiil biiylime hiz1 iizerinde kayda deger olumlu etkilerinin oldugu, laktoz
kullanim hizin1 ve etanol verimini artirdigi gozlenmistir. Optimum baslangic laktoz
derisimi 150 g/L, optimum mikro-havalandirma seviyesi 0.1 h/h/dakika olarak belirlenmis
ve %98.3 doniisim verimine ulasilmistir. Mikro havalandirma seviyesinde daha fazla
artisin biyokiitle derisiminde artisa, dolayisiyla daha fazla laktozun biyokiitle iiretimi i¢in
kullanilmas1 nedeniyle etanol iiretiminde azalmaya yol a¢tig1 gézlenmistir. Bu kosullarda
etanol verimliliginin mikro-havalandirma yapilmadigi duruma gére %35 daha fazla oldugu

belirlenmistir [28].

Buna ek olarak Ghaly ve El-Taweel (1997) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada, ayni
maya tiirii siirekli bir fermentasyon sisteminde test edilmis ve besleme laktoz derisimi (50-
150 g/L) ile alikonma siiresinin (18-42 saat) etanol fermentasyonuna etkisi incelenmistir.

Sonug olarak, en yiiksek 58 g/L etanol derisimine ulasiimistir [29]

2.5.3. S. Cerevisiae

S. cerevisiae alkol fermentasyonu igeren endiistriyel prosesler i¢in genellikle ilk tercihtir.
Bu durum iyi fermantatif kapasitesi ve % 20 (h/h) oranima kadar etanol {iretilmesine izin

veren yliksek etanol toleransi, genel olarak giivenli olarak kabul edilir statiisii, hakkindaki
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kapsamli endiistriyel ve bilimsel bilgi birikimi ve biyokiitlesinin hayvan yemi olarak

(yardimct iirtin) kullanilabilme olanagi gibi tistiinliiklerden ileri gelir.

Diger bir yandan, S. cerevisiae laktozu metabolize etme yetenegine sahip degildir, fakat
galaktozu kullanabilir. Bu kapsamda, peynir alt1 suyunun fermentasyonunda S. cerevisiae
kullanimryla ilgili iki temel dezavantajla karsilasilmaktadir. ilk olarak, S. cerevisiae
kullanilan peynir alt1 suyu fermentasyonu uygulamalar1 fermentasyon agamasindan dnce
laktozun glikoz ve galaktoza pargalandigi ve cogunlukla B-galactosidase enzimi ile
gerceklestirilen bir enzimatik siire¢ olan hidroliz asamasmi gerektirir. Ikinci olarak, S.
cerevisiae katabolit bask1 fenomeni nedeniyle, galaktoz yerine tercihen glikozu tiiketir. Bu
durum fermentasyon siiresinin uzamasina ek olarak ve glikoz fermentasyonu ve glikozun
tilkenmesiyle baslayan galaktoz fermentasyonu arasinda mikroorganizmalarin gerekli
enzimleri sentezleyerek yeni ortam kosullarina uyum saglamasi icin gerceklesen bir lag
fazina neden olur. Bagka bir deyisle, ortamda iki farkli karbon kaynagi bulundugunda
mikroorganizma oncelikle kolay kullanabilecegi karbon kaynagini kullanir. Bu karbon
kaynag: bittiginde de ikinci karbon kaynagini kullanmaya ge¢gmeden 6nce degisen ortama

uyum saglayabilmek i¢in bir uyum siiresi gegirir.

Bailey ve arkadaslar1 (1982) tarafindan yapilan calismada, yukarida s6zii gegen katabolit
baski sorununa ¢oziim bulmak amaciyla se¢cim ajani olarak 2-deoksiglikoz kullanilarak,
glikoz ve galaktozu es zamanl olarak kullanabilen katabolit baskiya kars1 direngli olacak
sekilde mutasyona ugramis S. cerevisiae izolasyonu amaglanmistir. Sonug¢ olarak, %20
laktozun hidroliz iriinlerine denk olan %10 glikoz ile %10 galaktoz iceren karigimin
fermentasyonu kesikli bir sistemde 37 saatte tamamen gergeklesmis ve 90 g/L etanol

derisimine ulasilmistir [30].

Hahn-Hégerdal (1985) tarafindan yapilan ¢alismada, segenek olarak siirekli dolgulu kolon
tipi sistemde peynir alti suyu fermentasyonu icin kalsiyum aljinatta B-galaktosidaz ile
birlikte tuttuklanmis S. cerevisiae ve kalsiyum aljinatta tuttuklanmis K. fragilis
kullanilmistir. Sonug olarak, kalsiyum aljinatta -galaktosidaz ile birlikte tutuklanmis S.
cerevisiae kullanilmasi durumunda daha yiiksek etanol derisimi (S. cerevisiae
kullanildiginda; 52 g/L, K. fragilis kullanildiginda: 13 g/L ) ve etanol iiretim hiz1 (S.
cerevisiae kullamildiginda; 4,5 gL'saat?, K. fragilis kullamldiginda; 1,1 gL saat™) elde
edilmistir [31].
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Laktozun etanole fermentasyonu s6z konusu oldugunda, hem laktozu metabolize edebilen
hemde yiiksek etanol derisimlerine karst dayanikli maya suslarinin olusturulmasi 6nem
kazanmistir. K. fragilis laktozu fermente etme yetenegine sahiptir, fakat yiiksek etanol
derisimlerine karsi toleransi S. cerevisiae kadar yiiksek degildir. Laktoz tiiketebilen S.
cerevisiae gelistirmek tizere gergeklestirilen ilk yaklagimlardan biri protoplast fiizyonu ile

Kluyveromyces suslartyla hibrit suslarin olusturulmasini igermektedir.

Taya ve arkadaslar1 (1984) S. cerevisiae ve K. Laktis’in laktozu fermente etme yetenegine
sahip hibritlerini elde etmistir. Elde edilen hibritin K. Lactis ile karsilastirildiginda daha

fazla ve daha hizli etanol irettigi gézlenmistir [32].

Farahnak ve arkadaslar1 (1986) tarafindan yapilan ¢alismada, protoplast fiizyonu ile S.
cerevisiae ve K. fragilis suslarinin hibritleri elde edilmis ve elde edilen hibritlerden biri ile
maya Oziitii/pepton/laktoz ortaminda gerceklestirilen fermentasyonda %13 (h/h) etanol
tretimine ve 105 g/L etanol derisimine ulasilirken, yalnizca K. fragilis kullanildugi

durumda %210 (h/h) etanol iiretimi ger¢eklesmistir [33].

Ryu ve arkadaslar1 (1991) tarafindan yapilan ¢aligmada da S. cerevisiae ve K. fragilis
suslarindan protoplast fizyonu ile elde edilen hibrit susun laktoz fermentasyon
performansinin K. fragilis’in performansindan daha iyi oldugu gézlenmistir. %20 laktoz
iceren yar1 sentetik ortamda gerceklestirilen fermentasyonda, hibrit sus kullanilarak 82 g/L
etanol derisimine ulasilirken, K. fragilis kullanilarak 72 g/L etanol derisimi elde edilmistir
[34].

2.6. Box Wilson Deneysel Tasarim Yontemi

Bu calismada fermantasyon i¢in en uygun kosullarin belirlenmesi amaciyla Box Wilson

Deneysel tasarim yontemi kullanilmistir.

Bu yontemde deneysel tasarim matrisinin olusturulabilmesi i¢in Oncelikle bagimsiz
degiskenler ve araliklar1 belirlenir. Bagimsiz degisken araliklari deneyim ve literatiir
arastirmasi 1s18inda segilir. Deneysel tasarim matrisi degiskenlerin kodlanmis degerleri
kullanilarak olusturulur. Degiskenlerin kodlanmis degerleri asagidaki Esitlik 2.2

kullanilarak belirlenir.
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Ui= ( Xi - Xio )/ AXi (2.2)

Bu esitlikte;

Ui : 1 parametresinin kodlanmis degeri
Xio : 1 parametresinin ortalama degeri
Xi : 1 parametresinin gergek degeri

AXi : i parametresinin adim agirligidir.

Parametrelerin kodlanmis degerleri (+1), (-1) ve (0) degerlerini alabilir. Bu degerlerden
(+1) ve (-1) yiiksek ve diisiik seviyeyi temsil ederken, (0) orta seviyeyi temsil eder. Deney

sonuglari s6z konusu degerlerle ifade edilerek hesaplama kolay hale getirilir.

Ug noktalart temsil eden -a ve +o degerleri ve Esitlik 2.3 ve Esitlik 2.4 kullanilarak

hesaplanir;
a=2K* K<5 (2.3)
o= 2(K-1)/4 , K>5 (24)

Yapilacak deney sayis1 (Ng) Esitlik 2.5 ve Esitlik 2.6 kullanilarak hesaplanir.

Ng = 2K + 2K + N, K<5 (2.5)
Ng = 2D + 2K+ N K>5 (2.6)
Bu esitliklerde;

Ng: Deney sayisi
K: Degisken sayist
No: Merkez noktada yapilan deney sayisi olarak ifade edilir.

Bagimli degisken ve bagimsiz degiskenler arasindaki iligkinin daha agik ifade edilebilmesi

icin cevap ylizey grafikleri kullanilir. Cevap yiizey grafikleri, bagimsiz degiskenlerin
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bagimli degisken tlizerindeki etkisinin tek basina veya ¢oklu olarak incelenmesine olanak

saglar.

Cizelge 2.2’de 3 degiskenli bir tasarim matrisi igin Ornek verilmistir. Burada merkez

noktada yapilan deney sayisi 6, dolayisi ile toplam deney sayis1 20°dir.

Cizelge 2.2. Ug degiskenli tasarim matrisi [37]

Deney No U, U, Us Y

1 +1 +1 +1 Y1
2 +1 +1 -1 Y,
3 +1 -1 +1 Ys
4 +1 -1 -1 Y,
5 -1 +1 +1 Ys
6 -1 +1 -1 Ye
7 -1 -1 +1 Y,
8 -1 -1 -1 Yg
9 +q 0 0 Y,
10 -a 0 0 Y10
11 0 +a 0 Yiu
12 0 -a 0 Y1
13 0 0 +o Y13
14 0 0 -a Yu
15 0 0 0 Yis
16 0 0 0 Y
17 0 0 0 Y17
18 0 0 0 Yig
19 0 0 0 Y19
20 0 0 0 Y20

Eger model bagimli degiskenler ile dogrusal olarak ifade edilebiliyorsa fonksiyon Esitlik

2.7°de gosterilen birinci derceden bir denklem ile tanimlanabilir.
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Y=f(X)=BO+Zi3:1 Bi Xi + Zi3§j Bij Xij (27)

Modelde doniim noktasi olmasi durumunda model daha yiiksek mertebeden bir denklem

ile tanimlanabilir.

Esitlik 2.8de ikinci dereceden bir model denklemi verilmistir.

Y=fGO=By+ X1 B, Xi + X B Xij+ 21 By X; e (2.8)
Bu denklemlerde,

Y: bagiml degisken

X1, X2, ... : Bagimsiz degiskenler

Bo: dogrusal modelin katsayilari

Bij: karesel modelin katsayilar

€: hata

Esitlik 2.8 dikkate alindiginda, ii¢ bagimsiz degiskenli bir sistemin model denkligi Esitlik
2.9’daki gibidir.

Y= f(x)= Bo + BuXut B2XatPaXat BaXe?+ BsXo?+ BeXa?+ BrX1Xo+ BeXi X3 + BsXaXs  (2.9)
Model katsayilar1 Taylor Serileri yardimu ile belirlenir.

Elde edilen modelin istatistiksel olarak degerlendirilmesi ANOVA testi ile gerceklestirilir.
Model ve hata icin serbestlik derecesi, karelerin toplami ve karelerin orami terimlerini

iceren ANOVA testinde kullanilan degerler Cizelge 2.3te verilmistir.



Cizelge 2.3. ANOVA testinde kullanilan terimler
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Kaynak Kareler Toplami SerbeStl!k Kareler Oram F Degeri
Derecesi
Model MKT f1 MKT/f; MKO/HKO
Hata HKT f2 HKT/f,
Toplam THKT fa THKT/f;
Burada,

MKT: Model karelerinin toplami1

HKT: Hata karelerinin toplam1

THKT: Toplam hata karelerinin toplami

MKO: Model karelerinin orani

HKO: Model karelerinin orani

Regrasyon katsayisi Esitlik 2.10 ile ifade edilir;

R?= MHT/THKT

(2.10)

Regrasyon katsayis1 degerinin 1’e yakin olmasi modelin sistemi dogru bir sekilde ifade ettiginin

gostergesidir.
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3. DENEYSEL YONTEM

3.1 Materyal

Calismada kullanilan DSM 7239 kodlu Kluyveromyces marxianus tiiri maya Alman

Mikroorganizma ve Hiicre Kiiltiirii Koleksiyonundan (DSMZ) saglanmistir.

Gergeklestirilen deneylerde calkalamali su banyosu, otoklav, inkiibator, pH metre,
manyetik karistirici, hassas terazi, buhar damitma diizenegi, desikator ve diger laboratuvar

arag gerecleri kullanilmistir.

Calismada fermantasyon ortamlarinin hazirlanmasinda peynir altt suyu siiziintii tozu
kullanilmistir. Cesitli peynirlerden elde edilen ve ultrafiltrasyon sisteminden gegirilen taze
peyniraltisuyu siiziintlisiiniin pulverize edilerek kurutulmasiyla iiretilen ve hicbir katki

maddesi icermeyen peynir alt1 suyu siiziintli tozu Enka Firmasindan alinmstir.

Calisma kapsamimdaki diger tiim deneyler ve Oolgiimler Gazi Universitesi Kimya

Miihendisligi Boliimii biinyesindeki laboratuvarlarda gergeklesmistir.

3.2. Kuru Dondurulmus Haldeki Mayanin Cogaltilmasi

Alman Mikroorganizma ve Hiicre Kiiltiirii Koleksiyonundan (DSMZ) alinan maya belirli
bir prosediire gore kat1 ve sivi besi yerlerine ekilerek ¢ogaltilmistir. Hazirlanan kat1 ve sivi

besiyerleri Resim 3.1’de gosterilmistir.
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Resim 3.1. Maya ekimi i¢in hazirlanan kat1 ve S1vi besiyerleri

Maya cam bir ampul igindeki kapagi pamuktan bir tipa ile kapali bir tiipiin iginde Kuru
dondurulmus durumda bulunmaktadir. Dis kisimdaki cam ampiil ve i¢ kisimdaki tiip
arasinda bulunan silika jel ve hidrofilik pamuk nemin tutulmasini ve mayanin kuru

kalmasini saglar.
Ekim igin izlenen adimlar asagida maddeler halinde verilmistir.

e Ampuliin ug¢ kismi alevde 1sitilir.

e Isitilan kisma iki ii¢ damla su damlatilarak camin ¢atlamasi saglanir.

e Kirilan kisim bir pens yardimi ile alinir.

e izolasyon maddesi bir pens yardimu ile ¢ikarilir ve i¢ kisimdaki cam tiip cam ampuliin
icinden ¢ikarilir.

e Cam tiip lizerindeki pamuk tipa bir pens yardimu ile ¢ikarilarak steril kosullarda tutulur
ve cam tiipiin tist kismi aleve tutulur.

e Cam tip icine 0,5 mL siv1 besi ortami eklir, pamuk tipa yerine takilir ve maya

hiicrelerinin normal suyunu geri kazanmasi i¢in 30 dk siiresince beklenir.
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e Belirtilen siire sonunda cam tiip i¢indeki icerik bir inokiilasyon Ozesi ile nazikce

karistirilir. Mayalar1 igeren ortamin bir kismi hazirlanan kat1 besi yerlerine ekilirken,

geriye kalan kismi1 da siv1 besiyerine ekilir.

e Ekimi tamamlanan mayalar ¢ogalincaya kadar 25 °C sicaklikta inkiibatorde tutulur.

Mayalarin ekimi i¢in hazirlanan kati1 besi yerinin bilesimi Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kat1 besi yeri bilesimi

Bilesen Miktar Birim
Maya oziitii 3,0 g
Malt uziti 3,0 g
Pepton 50 g
Glikoz 10,0 g
Agar 15,0 g
Distile Su 1000,0 mL

Mayalarin ekimi i¢in hazirlanan siv1 besi yerinin bilesimi Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Stvi1 besi yeri bilesimi

Bilesen Miktar Birim
Maya oziitii 3,0 g
Malt tiziitii 3,0 g
Pepton 5,0 g
Glikoz 10,0 g
Distile Su 1000,0 mL

Resim 3.2’de besi yeri tizerende ¢ogalmis maya kolonileri goriillmektedir.
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Resim 3.2. Maya kolonileri

3.3. Biiyiime Ortaminin Hazirlanisi

Mayalarin biiyiimesini ve gogalmasini saglamak i¢in hazirlanan biiyiime ortaminda peynir
alt1 suyu siizlintii tozu kullanilmistir. Buna ek olarak, biiyliime ortaminin besin igerigi maya

0ziitli, malt o6ziitl ve pepton eklenerek zenginlestirilmistir.

%50’lik H,SOy4 ile pH degeri 5 olacak sekilde ayarlanan 300 mL’lik bir biiyiime ortaminin

bilesimi Cizelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Biiyilime ortami bilesimi

Bilesen Miktar Birim
Maya 6ziiti 3 g/L
Malt 6zitii 3 g/L
Pepton 5 g/L
Laktoz 50 g/L

Hazirlanan biiyiime ortami agzi pamuk ile kapatilarak 30 dakika boyunca 121 °C sicaklikta

otoklavda sterilize edilmistir.
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Sogumus haldeki Steril biiylime ortamindan bir miktar alinarak 4 °C sicaklikta saklanan
kat1 besiyeri (3 g/L maya 6ziitii, 3 g/L malt 6ziitii, 3 g/L pepton, 10 g/L glikoz, 15 g/L agar
ve damitik su) tizerindeki maya Kkolonilerinin iginde bulundugu tiip lizerine eklenmistir.
Tiip calkalanarak mayalarin sivi kisma ge¢mesi saglandiktan sonra, mayalar1 ig¢inde

bulunduran s1vi1 biiylime ortamina eklenmistir.

Mayalar1 i¢eren biiylime ortami 25 °C sicaklikta 24 saat boyunca manyetik karistirici
yardimu ile inkiibatérde tutulmus ve belirtilen siire sonunda mayalar fermantasyon ortamina

ekilmek i¢in hazir hale gelmistir.

3.4. Fermantasyon Ortaminin Hazirlanisi

Laktoz derisimi (100-200 g/L), pH (4-6) ve amonyum dihidrojen fosfat derigimi (1-2,5)
parametrelerinin fermantasyona etkisinin incelenebilmesi i¢cin Box Wilson deneysel

tasarim yontemi kapsaminda 20 adet 100 mL’lik 6rnek hazirlanmastir.

Agz1 pamuk ile kapatilan 6rnekler 30 dk boyunca 121 °C sicaklikta otoklavda sterilize
edilmigtir. Sogutulan fermantasyon ortamlarina biiylime ortamindan alman 10 mL’lik
hacimler eklenmis ve hemen ardindan su banyosunda c¢alkalama hizi 150 rpm’e
ayarlanarak 72 saat boyunca fermantasyon gergeklestirilmistir. Fermantasyon siiresince 20
adet fermantasyon ortamindan her 24 saatte bir 6rnek alinmis ve alinan 6rnekler analizler

icin dondurularak saklanmustir.

Resim 3.3, Resim 3.4 ve Resim 3.5°te 3 grup olmak {izere 20 adet fermantasyon ortaminin

calkalamali su banyolarinda goriintiileri verilmistir.
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Resim 3.5. Calkalamali su banyosunda fermantasyon ortamlar1 (3. grup)
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3.5. Etanol Analizi

72 saat fermantasyon siiresi boyunca 24 saat aralikla alinan tiim 6rneklere etanol analizi
yapilmistir. Etanol analizi i¢in 0,1 N K2Cr.07, 6 N H2SOs, %8 KI ¢ozeltisi 0,1 N
Na2S203.5H20 ve %1 nisasta ¢ozeltisi kullanilmustir.

0,1 N Na»S203.5H20 c¢dzeltisinin hazirlanisi

e 1L damitik su agzi kapali bir sekilde bir beherde en az 5 dakika siireyle kaynatilir.
e Sogutulan su igine 25 g Na2S203.5H20 ve mikroorganizmalara kars1 koruyucu olarak 1
gram Na;COs eklendikten sonra ¢oziinene kadar karistirilir.

¢ Flde edilen ¢ozelti koyu renkli cam bir sisede 151k almayan bir ortamda saklanir.

%1 lik Nisasta ¢ozeltisinin hazirlanisi

e 1 g nisasta 100 mL distile suya eklenerek, tamamen ¢oziilene kadar kaynatilir. Daha
sonra agz1 kapatilarak 1s1k almayan bir ortamda saklanir.
e Miimkiinse kullanilacagi zaman hazirlanmalidir.

e Nisasta ¢Ozeltisi titrasyon sirasinda doniim noktasinin belirlenebilmesi i¢in kullanilir.

0,1 N K2Cr207 cozeltisinin hazirlanisi

e 4,904 g KoCr207 bir miktar distile suda ¢oziiliir.

e Tamamen ¢6ziindiikten sonra hacmi distile su eklenerek 1 L’ye tamamlanir.

0,6 N H2S0O4 cozeltisinin hazirlanisi

e 166,4 mL % 96°lik H>SO4 ¢6zeltisi bir miktar su tizerine eklenir ve nazikce ¢alkalanir.

e Daha sonra hacmi distile su eklenerek 1 L’ye tamamlanr.

%8’lik KI cozeltisinin hazirlanisi

e 80 g Kl tuzu bir miktar distile suda ¢oziiliir.

e Tamamen ¢oziildiikten sonra hacmi distile su eklenerek 1 L’ye tamamlanir.
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Box Wilson deneysel tasarim yontemine gore hazirlanan 20 6rnek icin asagida verilen
adimlar izlenerek etanol analizi yapilmistir ve her bir 6rnek icin etanol yiizdeleri

hesaplanmustir.

1. Ornek icindeki etanoliin dikromat ¢ozeltisi i¢ine aktarilabilmesi icin buhar jeneratorii,

rodajli balon joje ve sogutucudan olusan deney diizenegi kurulur.

Resim 3.6°da kurulan su buhari ile damitma diizenegi gosterilmistir.

Resim 3.6. Etanol analizi i¢in kullanilan su buhari ile damitma diizenegi

2. Sogutucunun ¢ikisina i¢inde 25 mL 0,1 N K>Cr207 ¢6zeltisi bulunan erlen yerlestirilir.

Resim 3.7°de de sogutucu ¢ikisina yerlestirilmek i¢in hazirlanarak erlenler igine alinan 25

mL 0,1 N K2Cr207 ¢ozeltileri gdsterilmistir.
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Resim 3.7. Sogutucu ¢ikigina yerlestirmek i¢in hazirlanan K>Cr.O7 ¢ozeltileri

3. Rodajli balon i¢ine analizi yapilacak 6rnekten 1 mL koyulur.

4. Buhar jeneratorii 1sitilarak su kaynatilir. Elde edilen buhar 6rnek tizerine verilerek 6rnek
icindeki etanoliin buhara gegmesi saglanir. Daha sonra buhar sogutucudan gegirilerek
yogunlastirilir ve dikromat ¢ozeltisi i¢ine aktarilir. Bu igslem erlendeki seviye yaklasik
olarak 50 mL’ye gelinceye kadar siirdiiriiliir.

5. Deney diizeneginden alinan erlen i¢ine 6 mL 6 N H2SO4 ¢ozeltisi eklenir ve sonrasinda

25 dakika boyunca 60 °C sicaklikta ¢alkalamali su banyosunda tutulur.

Resim 3.8’de su banyosunda bekletilen 6rnekler gosterilmistir.

Resim 3.8. Su banyosunda bekletilen 6enekler
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6. Sogutulduktan sonra 9 mL %8’lik KI ¢ozeltisi eklenir ve 5 dakika boyunca 151k almayan
bir ortamda bekletilir.

Resim 3.9°da 6rnege KI ¢ozeltisi eklendikten sonra olusan renk goriilmektedir.

Resim 3.9. Ornege KI ¢ozeltisi eklendikten sonra olusan rengin gériintiisii

7. Belirtilen siire sonrasinda ornekler 0,1 N Na2S;03.5H20 c¢ozeltisi ile titre edilir.
Titrasyon sirasinda agik sar1 renk goriildiigiinde 1 mL %]1°lik nisasta ¢ozeltisi eklenir ve
olusan koyu mavi renk agik maviye doniisene kadar titrasyon islemine devam edilir ve

tlim Ornekler i¢in harcanan sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi hacmi belirlenir.

Resim 3.10. Titrasyon bitimindeki renk doniisiimii

8. Orneklerde baslangicta bulunan potasyum dikromat miktarmin belirlenebilmesi i¢in 25
mL 0,1 N K2Cr207 ¢ozeltisine 25 mL saf su ve 9 mL %8’lik KI ¢ozeltisi eklenerek
yukarida anlatilan titrasyon islemi uygulanir. Harcanan sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi

hacmi kaydedilir.
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9. Sahit ¢ozeltinin titrasyonu i¢in harcanan sodyum tiyosiilfat hacminden her bir 6rnek
icin harcanan sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi hacmi ¢ikarilarak, elde edilen degerler etanol
derisimini belirlemek i¢in kullanilir.

10. Elde edilen hacim icindeki sodyum tiyosiilfatin mol sayis1 belirlenir ve sodyum
tiyosiilfatin ile etanoliin mol sayis1 arasindaki iligkiden yararlanilarak etanoliin mol
sayisina buradan da etanoliin derisimine ulasilir. Tiyosiilfat ve etanoliin mol sayilari

arasindaki iliski asagidaki reaksiyonlara gore belirlenmistir.

Etanol analizi i¢in kullanilan yontemde 6rnek i¢indeki etanol yiizdesinin belirlenmesi igin
redoks titrasyonu kullanilir. Etanol asidik ortamda dikromat iyonlari ile tepkimeye girerek

Esitlik 3.1°de verilen tepkime ile etanoik asite yiikseltgenir.
2 Cro07% + 16 H* + 3 Co2HsOH — 4Cr®" + 11 H,0 + 3 CH3COOH (3.2)

Tepkimeye girmeyen dikromat miktarinin belirlenmesi i¢in ortama eklenen potasyum

iyodiir de potasyum dikromat tarafindan Esitlik 3.2’ye gore iyodiire yiikseltgenir.
Cro07 +14H" +61"—>2Crr*+3 1, +7H20 (3.2)

Son olarak iyodiir standart sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi ile titre edilerek, titrasyon sonuglari
ornekteki etanol icerigini belirlemek icin kullanilir. Tiyostilfat ve iyodiir arasinda Esitlik

3.3’te verilen tepkime gerceklesir.
252032 + l— S406% + 2 I (3.3)

Verilen tepkimelere gore tiyosiilfat ve dikromat iyonlarinin mol sayilar: ile etanol mol

say1s1 arasindaki iliski asagidaki gibidir.

» 6 mol S203, 1 mol Cr207’ ye esdegerdir.
» 2 mol Cr207, 3 mol CoHsOHye esdegerdir.
» 1 mol S203, 0,25 mol CoHsOH'ye esdegerdir.
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4. SONUCLAR VE DEGERLENDIRME

Bu c¢alismada derisik peynir alt1 suyu siiziintiisiinden etanol iiretiminde laktoz derisimi
(o), pH ve NHsH2PO4 derismi parametrelerinin etanol yiizdesine etkileri Box Wilson
deneysel tasarim yontemi kullanilarak incelenmistir. S6z konusu parametrelerin en yiiksek
etanol derisimini verdigi araliklar yapilan literatiir arastirmasi 1s18inda belirlenmistir. Box
Wilson deneysel tasarim yontemine uygun olarak gercgeklestirilen deneysel calismadaki

sonuglar kullanilarak sistem Design Expert programi ile modellenmistir.
4.1. Biiyiime ve Fermantasyon Ortaminin Belirlenmesi ve Maya Sec¢imi

Fermantasyon ile etanol iiretiminde genellikle cesitli maya tiirleri kullanilmaktadir. Bu
caligmada etanol iiretimi i¢in hammadde olarak kullanilan peynir alti suyunda bulunan
seker tiirli glikoz ve galaktozdan olusan bir disakkarit olan laktozdur ve fermantasyondan
once monosakkaritlere parcalanmasi gerekir. Bu nedenle laktoz fermantasyonunda
kullanilacak mikroorganizma laktozu glikoz ve galaktoza parcalayabilmesi i¢in ya gerekli
olan beta-galaksidaz enzimini icermelidir, ya da laktozun glikoz ve galaktoza par¢alanmasi

icin fermantasyon dncesinde hidroliz isleminin uygulanmasi gerekir.

Laktozdan etanol iiretiminde en ¢ok kullanilan mikroorganizmalar Kluyveromyces
Marxianus, Candida pseudotropicalis (C. kefyr) ve Saccharomyces cerevisiae isimli
mayalardir. Bunlaradan S. cerevisiae digerleri ile kiyaslandiginda oldukga yiiksek etanol
toleransina ragmen, laktozu dogrudan metabolize edemez. Bundan dolay1 S. Cerevisiae
mayas! kullanildiginda fermantasyondan once laktozun enzim kullanilarak glikoz ve
galaktoza parcalanmasini igeren bir hidroliz islemi gerekir ve bu durum ek maliyete yol
acar. Bu ylizden peynir alti suyundan etanol iiretiminde laktozu dogrudan metabolize
edebilen K. Marxianus ve C. pseudotropicalis mayalarinin  kullanimi iizerinde

durulmaktadir.

K. Marxianus ve C. Pseudotropicalis kiyaslandiginda, K. Marxianus ile peynir alti
suyundan etanol tiretiminde daha iyi sonuglara ulasildigindan bu ¢aligmada K. Marxianus

tiirii maya kullanilmigtir.
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Peynir altt suyunun dogrudan fermentasyonu, diisiik laktoz derisimi nedeni ile diisiik
etanol derisimi, dolayisi ile yiilksek ayirma maliyeti ile sonuglanacagindan ekonomik
olarak uygulanabilir degildir. Bu yiizden fermantasyona yiiksek laktoz derisimi ile
baslamak siirecin ekonomik hale getirilmesi i¢in oldukc¢a Onemlidir. Peynir alti suyu
icindeki proteinin de geri kazanilmasi adina, peynir alt1 suyunun utrafiltrasyon sisteminden
gecirilmesi ile siiziintii tarafinda elde edilen peynir alt1 suyu siizlintiisiiniin fermantasyonda
kullanilmas1 etkili bir yaklasimdir. Ultrafiltrasyon asamasindan sonra buharlastirma ve
sprey kurutma yontemleri ile elde edilen peynir alti suyu siiziintii tozu kullanilarak
istenilen laktoz derisimine ulagsmak miimkiindiir. Bir diger yandan, ultrafiltrasyon ile elde
edilen peynir alti suyu siiziintlisiinlin nanofiltrasyon veya ters osmoz yontemleri ile

deristirimesi de endiistride uygulanan yaklasimlardandir.

Bu c¢alismada ultrafiltrasyon ile elde edilen peynir alti suyu siiziintiislinlin piilverize
edilerek kurutulmasi ile elde edilen ve higbir katki maddesi icermeyen peynir alti suyu

sliziintli tozu fermantasyon ortamlarinin hazirlanmasi i¢in kullanilmistir.

4.2. Box-Wilson Deneysel Tasarim Yoéntemi Kullamlarak Deneysel Tasarim
Matrisinin Belirlenmesi

Box-Wilson deneysel tasarim yonteminde kullanilacak bagimsiz degiskenler laktoz
derigimi (X1, g/l), pH (X2) ve NHsH2PO4 derigsimi (X3, g/L)’dir. Etanol derisimi ylizdesi ise
(Y, % a/h) bagimli degisken olarak secilmistir.

Etanol tiretimi i¢in bagimsiz degiskenler, seviyeleri ve alt ve list sinir degiskenleri Cizelge

4.1’de verilmistir

Cizelge 4.1. Bagimsiz degiskenler, seviyeleri ve alve list sinir degiskenleri

Seviyeleri ve Alt ve Ust Sinir Degiskenleri
Bagimsiz degiskenler

-a -1 0 +1 +a,
Laktoz derigimi (X1, g/L) | 65,9 100 150 200 234
pH (X2) 3,32 4 5 6 6,68
;E;HZPm derigimi (X3, | 4 14 15 2 25 284
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Laktoz derisimi i¢in adim araligi 50 g/L, pH i¢in adim araligi 1, NH4H2PO4 derisimi igin
adim aralig1 0,5 g/L olarak alinmistir. Deneysel tasarim matrisinin ger¢ek ve kodlanmig
degerleri Cizelge 4.2°de verilmistir. Box Wilson deneysel tasarim yontemine gore, ikinci
dereceden ii¢ (2°) degiskenli tasarim matrisinde degisken sayis1 3, merkez noktada yapilan

deney sayisi 6 ve toplam deney sayis1 20°dir.

Cizelge 4.2. Deneysel tasarim matrisinin ger¢ek ve kodlanmis degerleri

Deney X1 % %
NG Laktoz Derigimi | pH NH_4H2|?O4 U, U, Us
(g/L) derisimi (g/L)

1 200 6 2,5 +1 +1 +1
) 200 6 1,5 +1 +1 -1
3 200 4 25 +1 -1 +1
4 200 4 15 1 (1 |
5 100 6 25 -1 +1 +1
6 100 6 1,5 -1 +1 -1
7 100 4 2,5 e B e
3 100 4 15 e B
9 234 5 2 +a [0 |0
10 65,9 5 2 R
11 150 6,68 2 0 |+a |0
12 150 3,32 2 0 |« |O
13 150 5 2,84 0 0 ta
14 150 5 1,16 0 10 |«
15 150 5 2 0 o |9
16 150 5 0 |0 |
17 150 5 2 0 o |0
18 150 5 2 o |0 |¢
19 150 5 2 0 |0 |
20 150 5 2 0 [0 |O
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4.3. Design Expert 11 Siiriimii Programindan Yararlanilarak Optimum Kosullarin
Belirlenmesi

Laktoz derisimi, pH ve NH4H2POs4 derisimi parametrelerinin peynir alti suyu
stiziintiistinden fermentasyon yolu ile etanol iiretimine etkilerinin incelendigi bu ¢alismada
Design Expert 11 Siriimii kullanilarak ve cevap yiizey grafiklerinden yararlanilarak

fermantasyon i¢in optimum kosullar belirlenmistir.

Cizelge 4.3’da deneysel tasarim matrisinde kullanilan bagimli degiskenler, bagimsiz

degiskenler ve tasarim degiskenleri verilmistir.

Cizelge 4.3. Bagiml1 degiskenler, bagimsiz degiskenler ve tasarim degiskenleri

Bagimli ve Bagimsiz Degiskenler Tasarim Degiskeni
Laktoz derisimi (g/L) X1
Bagimsiz Degiskenler pH Xz

NH3H2PO4 derigimi (g/L) X3

Bagimli Degisken Etanol yiizdesi (a/h) Y

Cizelge 4.4°da deneysel tasarim matrisinde kullanilan laktoz derisimi, pH, amonyum
dihidrojen fosfat derisimi degerleri ve gergeklestirilen deneyler sonucunda elde edilen

etanol yiizdesi degerleri verilmistir.

Cizelge 4.4. Laktoz derisimi, pH, NH4H2PO4 derisimi ve etanol yilizde degerleri

1 Xs vy

Deney No ]'Sae‘g;fn : ;(ﬁl NH:HPO Etanol Yiizdesi
(/L) Derigimi (g/L) (ash)

1 200 6 25 1,30

2 200 4 15 1,46

3 150 5 284 1,70

4 100 4 25 2,06

5 100 4 15 156

6 65,9 5 2,0 1,18
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Cizelge 4.4. (devam) Laktoz derisimi, pH, NH4H2POj4 derisimi ve etanol yiizde degerleri

1050 3,32 2,0 1,40

150 5 2,0 3,05

234 5 2 1,21
10 200 4 2,5 1,30
11 100 6 1,5 1,40
12 150 5 2 3,05
13 200 6 1,5 1,51
14 150 6,68 2 1,28
15 150 5 2 3,02
16 150 5 2 3,03
17 150 5 2 3,02
18 150 5 2 3,06
19 150 5 1,16 2,06
20 100 6 2,5 1,46

4.3.1 Model denkleminin kurulmasi

Design Expert 11 siirimii programi kullanilarak etanol yiizde (a/h) degerleri igin

hesaplanan katsayilar ve istatiksel degerler Cizelge 4.5’de verilmistir.

Cizelge 4.5. Design Expert 11 siirimii programi kullanilarak hesaplanan katsayilar ve
istatiksel degerler

Model Terimleri Katsayilar P Degerleri Standart Hata
Sabit 3,04 <0,0001 0,0565
X -0,0629 0,122 0,0375
X -0,0668 0,104 0,0375
X3 -0,0304 0,434 0,0375
X1 X, 0,101 0,0644 0,0489
X1 X3 -0,116 0,0382 0,0489
Xy X3 -0,0613 0,237 0,0489
X4? -0,626 <0,0001 0,0365
X322 -0,575 <0,0001 0,0365
X352 -0,384 <0,0001 0,0365
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Etanol yiizde (a/h) degerleri igin tiim model terimleri kullanilarak elde edilen model esitligi

Esitlik 4.1°de verilmistir.

Y1= 3,04-0,0629 X1-0,668 X»-0,0304 X3+0,101 X1 X»-0,116 X1 X3-0,0613 X, X3-0,626 X1

-0,575 X;%-0,384 X352 (4.2

R? degeri 0,9680 olarak bulunmustur. Bu degerin 0,7-1,0 araliginda olmasi modelin
dogrulugunu gosterir. R? degeri 1’e yaklastikca modelin dogrulugu artar. Elde edilen R? =
0,9680 sonucu model ile sistemin birbirleri ile uyumlu oldugunu ve modelin sistemi dogru

bir sekilde yansittigini gosterir.

Cizelge 4.5’de model terimleri i¢in verilen ‘p’ degerleri terimlerin Sistem igin Onemini
gosterir.  ‘p’ degerlerinin 0,1’den biiyiik olmasi s6z konusu ‘p’ degerlerinine sahip
terimlerin ihmal edilebilecegi anlamina gelir. 0,05'ten kiiglik ‘p’ degerleri model
terimlerinin anlamli oldugunu ifade eder. Bu durumda XiXs, Xi2, X2?, X3? terimlerinin
model i¢in anlaml terimler oldugu goriilmektedir. Modelde X;, X;, Xz, XX, XoX3
bagimsiz dterimlerinin ‘p> degerleri 0,1’den biiyiik oldugundan, bu terimlerin model

izerindeki etkileri thmal edilebilir diizeydedir.

4.3.2. Model icin ANOVA testi sonuglari

Model tizerindeki etkileri ihmal edilebilir olan parametreler ihmal edildikten sonra, modele
ANOVA testi yapilmis ve kareler toplami, kareler orani, F degeri ve serbestlik derecesini

iceren sonuclar model, hata ve toplam degerleri i¢in Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. Model icin ANOVA testi sonuglari

ANOVA Testi Kareler Karaler Oran Serbestl_lk F degeri
Toplami derecesi

Model 10,9 1,21 9 64,0

Hata 0,190 0,0190 10 -

Toplam 11,1 - 19 -
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Model kareler toplaminin toplam kareler toplamina bdliinmesi ile elde edilen regrasyon
katsayisi, R= 0,9820 olarak bulunmustur. Regrasyon katsatyisinin 0,7-1,0 araliginda

olmasi, modelin sistemi dogru bir sekilde ifade ettigini gosterir.

Cizelge 4.7°de model tizerinde etkili olmayan terimler ¢ikarildiktan sonra geriye kalan

terimler, bu terimlere ait katsayilar ve istatistiksel degerler verilmistir.

Cizelge 4.7. Model denkleminde gerekli ihmaller yapildiktan sonra model terimleri igin
elde edilen katsayilar ve istatistiksel degerler

Model Terimi Katsayilar P Degerleri Standart Hata
Sabit 3,04 <0,0001 0,0913
X1 X3 -0,116 0,0389 0,0489
X2 -0,626 <0,0001 0,0365
X352 -0,575 <0,0001 0,0365
X352 -0,384 <0,0001 0,0365

Model iizerinde etkili olmayan terimlerin ihmal edilmesinden sonra geriye kalan terimlerle

olusturulan model esitligi Esitlik 4.2°de verilmistir.
Y= 3,04-0,116 X1 X3-0,626 X;%-0,575 X,2-0,384X 32 4.2)
4.3.3. Deneysel degerler ve model degerlerinin karsilastirilmasi

Cizelge 4.8’te etanol yiizdesi i¢in deneysel olarak elde edilen degerler, modelden elde
edilen degerler ve standart sapmalar verilmistir. Standart sapma oran1 Esitlik 4.3

kullanilarak hesaplanmastir.
% Standart Sapma = [(Ymodel'Ydeneysel)/Ydeneysel ]*100 (4-3)

Deneysel degerler ile model deggerlerinin yakin olmasi modelin sistemi dogru bir sekilde

ifade ettiginin gostergesidir.
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Cizelge 4.8. Deneysel degerler ile model degerlerinin karsilastirilmasi

X3

o~ X, (laktoz De[]eysel Mij el .| %

Deney No E?éc)e)lkhk (pH)) derigimi g/‘z;gerler g/i)geﬂen Sapma
(g/L)

1 200 6 2,5 1,30 1,22 -6,15385
2 200 4 1,5 1,46 1,44 -1,36986
3 150 5 2,84 1,70 1,90 11,76471
4 100 4 2,5 2,06 1,83 -11,165
5 100 4 1,5 1,56 1,54 -1,28205
6 65,9 5 2,0 1,18 1,37 16,10169
7 1050 3,32 2,0 1,40 1,53 9,285714
8 150 5 2,0 3,05 3,03 -0,65574
9 234 5 2 1,21 1,16 -4,13223
10 200 4 2,5 1,30 1,27 -2,30769
11 100 6 1,5 1,40 1,32 -5,71429
12 150 5 2 3,05 3,03 -0,65574
13 200 6 1,5 1,51 1,63 7,94702
14 150 6,68 2 1,28 1,30 1,5625
15 150 5 2 3,02 3,03 0,331126
16 150 5 2 3,03 3,03 0
17 150 5 2 3,02 3,03 0,331126
18 150 5 2 3,06 3,04 -0,98039
19 150 5 1,16 2,06 2,00 -2,91262
20 100 6 2,5 1,46 1,37 -6,16438
Sekil 4.1°de deneysel degerler ile model degerlerinin karsilastirilmasi grafiksel olarak

verilmistir.
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Sekil 4.1. Deneysel degerler ile model degerlerinin grafiksel olarak karsilastirilmasi

Sekil 4.1°de goriildiigii gibi degerlerin diyagonale yakin veya diyagonalin iizerinde olmasi

elde edilen modelin sistemi 1yi bir sekilde ifade ettigini gosterir.

4.3.4. Bagimsiz degiskenlerin etanol yiizdesi iizerindeki etkilerinin cevap yiizey
grafikleri ile incelenmesi

Bagimsiz degiskenlerin birbirleri ile etkilesimleri ve bagimli degisken lizerine etkilerinin
incelenebilmesi ve optimum kosullarin belirlenebilmesi amaci ile Design Expert 11

stirimii kullanilarak ii¢ boyutlu cevap ylizey grafikleri olusturulmustur.

Cevap ylizey grafiklerinin renk skalasit mavi ile kirmizi renk arasinda degismektedir. Mavi
renk etanol yiizdesinin diisik oldugu noktalar1 ifade ederken kirmizi renk etanol
yiizdesinin yiiksek oldugu noktalar1 ifade eder. Buna ek olarak cevap yiizey grafiklerinin
iistten goriiniisiine es degisim egrileri denir. Es derisim egrilerinde de kirmizi bolge etanol
yiizdesinin yiiksek oldugu noktalar1 ifade ederken, mavi bolge etanol yiizdesinin diigiik

oldugu noktalari ifade eder.
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Laktoz derisimi 148 g/L, pH 4,96 ve amonyum dihidrojen fosfat derisiminin 1,96 g/L

olmasi durumunda en yiiksek etanol yiizdesine (%3,06) ulasilmistir.

Amonyum dihidrojen fosfat derisimi 2 g/L’de sabit tutularak, 3 boyutlu cevap yiizey

grafikleri ve es derigim egrilerinin elde edilmesi ile laktoz derisimi ve pH parametrelerinin

etanol ylizdesine etkileri incelenmistir.

Laktoz derisimi ve pH’nin etanol yiizdesine etkilerini gosteren 3 boyutlu cevap yiizey
grafigi Sekil 4.2°de verilmistir.

3,00 /

2,00

1.50

Etanol ylizdesi (a/h)

e
\

2,50 7 S
RV B
\
1,00 \

6,00 200,

160,

140,

120, A: Laktoz derisimi (g /1)

4,00 100,

Sekil 4.2. Laktoz derisimi ve pH’nin etanol yilizdesine etkilerini gésteren 3 boyutlu cevap
yiizey grafigi

Laktoz derisimi ve pH’ nin etanol ylizdesine etkilerini gdsteren cevap yiizey grafiginin daha
iyi ifade edilebilmesi amaci ile Sekil 4.3 laktoz derisimi ve pH’nin etanol yiizdesine

etkilerini gosteren es derigim egrisi verilmistir.
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Etanol ytizdesi (a/h)

140, 160,

A: Laktoz derisimi (g/l)

Sekil 4.3. Laktoz derisimi ve pH’nin etanol yiizdesine etkilerini gosteren es derigim egrisi

Sekil 4.2 ve 4.3’te goriildigii gibi belirli bir laktoz derisiminde pH’m belirli bir degere
kadar artmasi ile etanol yiizdesi artmakta ancak pH’in daha fazla artmasi ile etanol yiizdesi
azalmaktadir. Ayni sekilde, belirli bir pH degerinde laktoz derisimi belirli bir degere kadar
artiginda etanol ylizdesi artarken laktoz derisiminin belirli bir degerin iizerine ¢ikmasi ile
etanol yiizdesi azalmaya baglamaktadir. Yiiksek laktoz derisimi nedeni ile ortaya g¢ikan
ozmotik duyarlilik veya diisiik etanol toleransindan kaynaklanan olumsuz etkiler mayalari

olumsuz etkileyerek inhibisyona yol agmaktadir.

pH degeri 5’te sabit tutularak, 3 boyutlu cevap ylizey grafikleri ve es derisim egrilerinin
elde edilmesi ile laktoz derisimi ve amonyum dihidrojen fosfat derisimi parametrelerinin

etanol ylizdesine etkileri incelenmistir.

Laktoz derisimi ve amonyum dihidrojen fosfat derisiminin etanol yilizdesine etkilerini

gosteren 3 boyutlu cevap yiizey grafigi Sekil 4.4’te verilmistir.
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2,50
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2,00

1.50
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1,00

200,

160,

C: NH4H2PO4 derigimi (g/1) 1,70 A: Laktoz derisimi (g /1)

Sekil 4.4. Laktoz derisimi ve amonyum dihidrojen fosfat derisiminin etanol yiizdesine

etkilerini gdsteren 3 boyutlu cevap yiizey grafigi

Laktoz derisimi ve amonyum dihidrojen fosfat derisiminin etanol yiizdesine etkilerini

gosteren cevap ylizey grafiginin daha iyi ifade edilebilmesi amaci ile Sekil 4.5’te laktoz

derisimi ve amonyum dihidrojen fosfat derisiminin etanol ylizdesine etkilerini gosteren es

derisim egrisi verilmistir.
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Etanol yUzdesi (a/h)

C: NH4H2PO4 derisimi (g/1)

140. 160,
A: Laktoz derigimi (g/l)

Sekil 4.5. Laktoz derisimi ve amonyum dihidrojen fosfat derisiminin etanol yiizdesine
etkilerini gosteren es derisim egrisi

Sekil 4.4 ve 4.5’te goriildiigli lizere sabit laktoz derisiminde amonyum dihidrojen fosfat
derisiminin belirli bir degerin {lizerine ¢ikmasi ¢ikmasi mayalari olumsuz etkilerdek etanol
yiizdesinin diismesine neden olmaktadir. Ayni sekilde sabit amonyum dihidrojen fosfat
derisiminde laktoz derisimi belirli bir degerin iizerine ¢iktiginda ozmotik duyarhilik ve

diisiik etanol toleransi gibi sorunlardan dolay1 etanol yiizdesi diismiistiir.

Laktoz dersimi 150 g/L degerinde sabit tutularak, 3 boyutlu cevap yiizey grafikleri ve es
derigim egrilerinin elde edilmesi ile amonyum dihidrojen fosfat derisimi ve pH

parametrelerinin etanol yilizdesine etkileri incelenmistir.

pH ve amonyum dihidrojen fosfat derisiminin etanol yiizdesine etkilerini gosteren 3

boyutlu cevap yiizey grafigi Sekil 4.6’da verilmistir.
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[ [ ]

Etanol yuzdesi (a/h)

6,00

Sekil 4.6. pH ve amonyum dihidrojen fosfat derisiminin etanol yiizdesine etkilerini
gosteren 3 boyutlu cevap yiizey grafigi

pH ve amonyum dihidrojen fosfat derisiminin etanol yiizdesine etkilerini gosteren cevap
yiizey grafiginin daha iyi ifade edilebilmesi amaci ile Sekil 4.7°de pH ve amonyum

dihidrojen fosfat derisiminin etanol ylizdesine etkilerini gosteren es derisim egrisi

verilmistir.
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Etanol ylzdesi (a/h)

C: NH4H2PO4 derisimi (g/1)

5,00

B: pH

Sekil 4.7. pH ve amonyum dihidrojen fosfat derisiminin etanol yiizdesine etkilerini
gosteren es derisim egrisi

Sekil 4.6 ve 4.7°de goriildiigi iizere sabit amonyum dihidrojen fosfat derisiminde pH’ nin
belirli bir degere kadar artmasi ile etanol yilizdesi artarken belirli bir degerden sonra etanol
yiizdesinde diisiis gerceklesmistir. Bununla birlikte, sabit pH degerinde amonyunm
dihidrojen fosfat derisimindeki artis belirli bir noktaya kadar etanol ylizdesini artirirken,
amonyum dihidrojen fosfat deisiminin daha fazla artmasi etanol yiizdesinin azalmasina

neden olmustur.

Sekil 4.8’de zamana bagli etanol yiizdesi verilmistir.
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Sekil 4.8. Zamana bagli etanol yiizdesi
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada bir siit endiistrisi yan {riinli olan peynir alti suyunun ultrafiltrasyon
sisteminden gegirildikten sonra piilverize edilerek kurutulmasi ile elde edilen peynir alti
suyu siiziintii tozundan fermantasyon yolu ile etanol iiretimi amacglanmistir. Laktoz
derisimi, pH ve amonyum dihidrojen fosfat derisimi parametrelerinin etanol yiizdesi
tizerine etkileri incelenerek, peynir alt1 suyu siiziintiisiinden fermantasyon yolu ile etanol
tiretiminde optimum kosullarin belirlenmesi amaglanmistir. Box Wilson deneysel tasarim
yontemine gore tasarlanan deneylerden elde edilen sonuglar Design expert 11 siirlimii

programi1 yardimi ile yorumlanarak fermantasyon i¢in en uygun kosullar belirlenmistir.

Fermantasyon ile etanol lretiminde yiiksek etanol toleransindan dolayi yaygin olarak
kullanilan Saccharomyces cerevisiae ile karsilastirildiginda laktozu hidroliz iglemine gerek
duymadan dogrudan kullanabilme kabiliyeti nedeniyle bir maya tiirii olan Kluyveromyces
marxianus tercih edilmistir. DSM 7239 kodlu maya Alman Kiiltiir Kolleksiyonundan

saglanmistir.

Calismada yiiksek laktoz derisimlerini saglayabilmek i¢in peynir alti suyunun
ultrafiltrasyon sisteminden gecirildikten sonra piilverize edilerek kurutulmas: ile elde
edilen peynir alt1 suyu siiziintii tozu kullanilmigtir. Higbir katki maddesi igermeyen peynir

alt1 suyu siiziintii tozu Enka firmasindan saglanmistir.

Kati ve sivi besiyerlerinin hazirlanmasi, biiylime ve fermantasyon ortamlarinin
hazirlanmas1 ve ekim sirasinda her asamada dikkatli bir sekilde sterilizasyon islemleri
yapilarak bu ortamlara gesitli yollarla giren mikroorganizmalarin etkisiz hale getirilmesi

saglanmistir.

Box-Wilson deneysel tasarim yonteminde kullanilacak bagimsiz degiskenler laktoz
derigimi (X1, g/L), pH (X2) ve NHsH2PO4 derisimi (X3, g/L)’dir. Etanol derisimi yiizdesi
ise (Y, % a/h) bagimli degisken olarak seg¢ilmistir. Bagimsiz degiskenlerin alt ve st
seviyeleri gerceklestirilen literatiir arastirmasi 1s18inda secilmistir. Laktoz derigimi i¢in alt
seviye 100 g/L ve iist seviye ise 200 g/L, pH icin alt seviye 4 ve {ist seviye 6 ve amonyum
dihidrojen fosfat derisimi igin alt seviye 1,5 g/L ve st seviye 2,5 g/L olarak segilmistir.

Box Wilson deneysel tasarim yontemi kullanilarak elde edilen ve merkez noktada
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gerceklestirilen deney sayis1 6 olan 20 adet deneyden olusan bir deneysel tasarim matrisi 23
tasarim matrisine gore olusturulmus, gergeklestirilen deneyler sonucunda en yiiksek %3,03
etanol yiizdesine 150 g/L laktoz derisimi, 5 pH ve 2 g/L amonyum dihidrojen fosfat

derisimi degerlerinde ulasilmistir.

Design Expert 11 siiriimii programi kullanilarak gergeklestirilen ANOVA testi sonucunda,
secilen bagimsiz degiskenlerin bagimli degisken olan etanol yiizdesi iizerine etkileri

belirlenerek Esitlik 5.1°de verilen gergek degerler cinsinden model esitligi olusturulmustur.
Y1=-23,06-0,00465 X;X3-0,000250 X;-0,575 X,2-1,540X5? (5.1)

ANOVA testi sayesinde model iizerinde etkili olan ve etkili olmayan parametreler
belirlenmistir. Testin sonuglara gore, bu ¢alisma igin regrasyon katsayis1 R?= 0,9820
olarak bulunmustur. Bu degerin 1’¢ yakin olmasi modelin sistemi iyi bir sekilde ifade

ettigini gosterir.
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EK-1. Model icin ANOVA testi sonuglari

ANOVA for Quadratic model

Response 1: Etanol yiizdesi

Source Sumpot

Squares

Model 10,9
A-Laktoz derigimi 0,0541
B-pH 0,0609
C-NH4H2PO4 derisimi = 0,0126
AB 0,0820
AC 0,108
BC 0,0300
A? 5,65
B2 4,76
c* 2,12
Residual 0,190
Lack of Fit 0,189
Pure Error 0,00113

Cor Total 11,1

df
9
1
1
1
1
1
1
1
1
1

10
5
5

19

Mean

Square
1,21
0,0541
0,0609
0,0126
0,0820
0,108
0,0300
5,65
4,76
2,12
0,0190
0,0378
0,000227

F-value | p-value

64,0 1,18E-07 significant

2,85 0,122
3,21 0,104
0,665 0,434
4,32 0,0644
569 0,0382
1,58 0,237
297, 9,09E-09
251, 2,08E-08
112, 9,50E-07

167, 1,48E-05 significant
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EK-2. ANOVA testi sonucunda elde edilen R? degerleri

Mean
C\V. %

Fit Statistics

Std. Dev. 0,138

1,96
7,04

RZ

Adjusted R?
Predicted R®
Adeq Precision

0,983
0,968
0,868

19,3
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EK-3. ANOVA testi sonucunda elde edilen katsayilar

74

Coefficients in Terms of Coded Factors
Factor Coefﬁcient g Standard| 95% ClI

Estimate Error Low
Intercept 3,04 1 0,0562 2,91
A-Laktoz derisimi -0,0629 10,0373 -0,146
B-pH -0,0668 1 0,0373 -0,150
C-NH4H2PO4 derisimi -0,0204 1 0,0373 -0,114
AB 0,101 1 0,0487 -0,00732
AC -0,116 1 0,0487 -0,225
BC -0,0613 1 0,0487 -0,170
Al -0,626 1 0,0363 -0,707
B? -0,575 1 0,0363 -0,656
C? -0,384 1 0,0363 -0,465

95% Cl
High

3,16
0,0202
0,0163
0,0527
0,210
-0,00768
0,0473
-0,545

VIF

1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,02

-0,494 1,02

-0,303

1,02




EK-4. Kodlanmis degerler cinsinden model esitligi

Final Equation in Terms of
Coded Factors

Etanol ylzdesi =
+3,04
-0,0629 * A
-0,0668 * B
-0,0304 *C
+0,101 * AB
-0,116 * AC
-0,0613 * BC
-0,626 * A?
-0,575 * B?
-0,384 * C*
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EK-5. Gergek degerler cinsinden model esitligi

Final Equation in Terms of Actual
Factors

Etanol ylzdesi =
-23,6
+0,0730 * Laktoz derisimi
+5,62 * pH
+7,39 * NHAH2PO4 derisimi
+0,00202 * Laktoz derisimi * pH
-0,00465 * Laktoz derisimi * NH4H2PO4 derisimi
-0,122 * pH * NH4H2PO4 derisimi
-0,000250 * Laktoz derigsimi?
-0,575 * pH?
-1,54 * NH4H2PO4 derisimi?
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EK-6. Katsayilar ve p degerleri

77

Coefficients Table

p-value colors: p < 0,0500 0,0500 < p < 0,100 p = 0,100

Intercept A B C AB AC
Etanol ylzdesi 3,04 -0,0629 -0,0668| -0,0304 0,101 -0,116
p-values 0,122 0,104 0434 0,0644 0,0382

BC A B?
-0,0672 -0,626  -0,575

C2
-0,384
9,50E-07
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