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FERMENTASYONLA ETIiL ALKOL URETIiMIi
UZERINE COZUCU ETKISI

(THE EFFECT OF SOLVENT ON A ETHANOL
FERMENTATION PROCESS)

S. Ismail KIRBASLAR¥, Selva CAVUS*, Umur DRAMUR*
OZET /| ABSTRACT

Endiistride fermantasyon ile etil alkol iiretiminin biiyiik bir kismi kesikli proseslerde
gerceklestirilmektedir. Kesikli fermantasyonda son iiriin inhibisyonu nedeniyle seyreltik iiriin
elde edilmektedir. Son yillarda, seyreltik etil alkol ¢Ozeltisinin saflagtirilmasi {izerine
arastirmalar artmistir. Alternatif ayirma metotlarindan biri de sivi-sivi  ekstraksiyon
prosesleridir. Sivi—sivi ekstraksiyon proseslerinde en 6nemli parametrelerden biri ¢oziicliniin
mayalar ve fermantasyon iizerine etkisidir. Bu ¢alismada, ¢6ziicii olarak segilen oleil alkoliin
mayalarin ve fermantasyon iizerinde inhibisyon etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Oleil
alkoliin mayalar (Saccharomyces cerevisiae) i¢in yasamsal uygunlukta bir ¢oziicii oldugu
saptanmigtir.

Su+tEtil alkol+Oleil alkol tiglii sisteminin ¢oziiniirliikk egrisi fermantasyon sicakliginda
(303+0.2 K) incelenmistir. Etil alkoliin oleil alkol i¢indeki dagilma katsayis1 deneysel olarak
Olctilmiistiir.

The most used method for production of ethyl alcohol is batch fermentation process. In the
batch fermentation, a diluted product is obtained because of inhibition of the last product. In
recent years, the studies concerning purification of the dilute ethyl alcohol has increased.
One of the alternative methods is liquid-liquid extraction process.

It was determined that oleil alcohol has not negative effect on the yeast (Saccharomyces
cerevisiae) and fermentation. Oleil alcohol is a biocompatible extractant for ethyl alcohol.

Experimental liquid-liquid equilibrium of Water+Ethyl alcohol+Oleil alcohol system was
examined at 30340.2 K. The distribution coefficient of ethyl alcohol in the oleil alcohol was
measured at 30340.2 K.
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1.GIRiS

Giinlimiizde diinya petrol rezervlerinin hizla azalmasi bilim adamlarini yenilenebilir enerji
kaynaklarinin arastirilmasina yoneltmistir. Fermantasyonla etil alkol {iretimi yenilenebilir
enerji kaynaklarinin basinda gelmektedir (Lee, 1992; Sola vd., 1986; Vega vd., 1985). Etil
alkol petrol kadar olmasa da ona yakin kullanim alanina sahiptir. Diinyanin bir¢ok iilkesinde
etil alkol motor yakitlarina ilave edilmektedir. Motor yakitlarina ilave edildiginde yakitlarin
kirliligini ve greenhouse gazlarinin emisyonunu azaltmaktadir. Avrupa Komisyonu etil
alkoliin % 5 oraninda motor yakitlarina ilave edilebilecegine izin vermistir. Giliney Afrika
Devleti ise cesitli alkollerden olusan (etil alkol, propanol ve yiiksek alkoller) bir karisimin
motor yakitlarina % 12 v/v (hacimce) oraninda katilmasina izin vermistir (Letcher ve
Bricknell, 1994).

Etil alkol iiretimindeki en 6nemli sinirlama kesikli proseslerdeki son iiriin inhibisyonudur.
Kesikli proseslerde etil alkol derisimi % 12 v/v oldugunda mayalarin gelismesi ve alkol
tiretim hizlar1 diiser. Fermentordeki hiicre yogunlugu azalir, derisik seker ¢ozeltileri tam
olarak tiiketilemez (Miner ve Goma, 1982).

Klasik destilasyon prosesleri ile % 10’luk etil alkol-su karigimindan azeotropik veya
mutlak saflikta etil alkol elde edilebilmektedir. Fakat etil alkol-su sistemindeki hidroksil
gruplariin  etkilesimi  bu ikili karistmin  birbirinden destilasyon ile ayrilmasini
zorlastirmaktadir. Destilasyon ile bu ikili karigimin ayrilmasi enerji fiyatlarina bagl olarak
tiriin maliyetini artirmaktadir.

Sivi-sivi  ekstraksiyonu, etil alkoliin alternatif saflastirma proseslerinin basinda
gelmektedir. Sivi-sivi ekstraksiyon proseslerindeki en dnemli parametre ise ¢oziicii se¢imidir.
Coziicii seciminde su parametreler onemlidir;

a) fiziksel ozellikler (siv1 fazlar arasindaki yogunluk farklari, kaynama noktalari, vb.),

b) kimyasal 6zellikler (dagilma katsayisi, se¢imlilik, etil alkol-¢6ziicli sisteminin sivi-

buhar denge karakteristikleri ve tutusabilirlik, vb.),

¢) maliyetin diisiik olmasi,

d) distik zehirlilik, (Zang ve Hill, 1991; Kapucu ve Mehmetoglu, 1996; Arenson vd.,

1990).

Etil alkoliin % 10’luk sulu ¢ozeltisinden ekstraksiyonla ayrilmasinda kaynama noktas: etil
alkolden kii¢iik olan bir ¢oziiclii secildiginde karistmin % 90’nin1 olusturan ¢oziiciiyii
buharlastirmak gerekeceginden birim etil alkol basina harcanan enerji miktar1 oldukca
artacaktir. Yiiksek kaynama noktali ¢oziiciiler se¢ilmesi durumunda ekstrakt fazdan % 10 etil
alkol buharlasacag i¢in birim etil alkol basina harcanan enerji azalacaktir.

Su+etil alkol karisimindan etil alkolii ekstraksiyon ile ayirmak i¢in kullanilan ¢oziiciilerin
ekstrakte etme giicii sirast soyledir;

hidrokarbonlar<eterler<ketonlar<aminler<esterler<alkoller (Roddy, 1981). Uzun zincirli
yag alkollerinin kolay bulunabilirligi, kaynama noktalarinin yiiksek olmasi ve ¢evre dostu
olmalarindan dolay1 ¢alismamizda ¢oziicli olarak oleil alkol secilmistir.

Sivi-sivi denge verilerini literatiirden elde etmek ¢ok zor olabilmektedir. Bu veriler
literatiirden bulunamaz ise iki yontemle elde edilirler:

(1) laboratuarda deneysel olarak,

(2) matematik model ile belirli bir yaklasimla elde edilebilir. Deneysel olarak gercek

veriler elde edildiginden ¢alismamizda bu yontem tercih edilmistir.

Mayalar igin ¢oziicliniin diisilk zehirlilikte olmasi fermantasyonun en Onemli
parametrelerden biridir. Ciinkii fermantasyonun ilerlemesi i¢cin maya derisimi Onemlidir.
Endiistride kullanim alani en fazla olan maya tiirii Saccharomyces cerevisiae’dir. Mayalar
diger mikroorganizmalarla karsilagtirildiklarinda etil alkole olduk¢a dayanikhidirlar. Yiiksek
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glikoz derigimleri, ozmatik basincin artmasi nedeniyle mayalar lizerinde yavaslatici bir etkiye
sahiptir (Jassal vd.1994; Zhang ve Hill, 1991; Rose, 1976).

Bir ¢oziiciinliin tamamen yasamsal uygunlukta (biocompatible) veya tamamen zehirli
(toksik) olup olamadigin1 anlamak olduk¢a kolaydir. Coziiciiniin toksikligi, mayalarin
inkiibasyonu siiresince ¢oziicii ile temas ettirildiginde mayalarin tiimiiniin 6lmesidir. Genelde
¢oziiclilerin biliylik cogunlugu mayalar {lizerinde ya tamamen zararsizdir yada tamamen
toksiktir. Bazi durumlarda ise ¢0ziicii fermantasyonu durdurmasina ragmen mayalar
canliliklarint siirdiirmektedirler. Diger bir durum ise ¢oziicli mayalarin liremesini azaltirken
mayalarin hayatiyeti degismemektedir. Boyle c¢oziiciilerin inhibisyonu, tamamiyla toksik
olmadig1 seklinde tanimlanir. Coziiciilerin toksikligi {i¢ grupta siniflandirilir;

(1) tamamen yasamsal uygunlukta,

(2) inhibisyon etkisine sahip,

(3) tamamen toksik.

Glniimiizde etil alkol fermantasyonu yaygin olarak kesikli  proseslerde
gerceklestirilmektedir. Diisiik yatirim maliyetinin yaninda isletme kosullarinin basit olmasi ve
gerektiginde kolaylikla baska proseslere dontistiiriilebilmeleri bu proseslerin en 6nemli
avantajlaridir (Kida vd., 1992).

Tiirkiye’de etil alkol tiretimi Tekel tarafindan kesikli proseslerde gerceklestirilmektedir.
Bu proseslerde etil alkol sulu ¢ozeltilerinden klasik destilasyon islemleri ile
saflastirilmaktadir.

Bu calismanin amaci kesikli fermantasyon yontemi kullanilarak glikozdan etil alkol
tiretiminde glikoz derisiminin fermantasyon iizerine etkisi ile ¢oziiciiniin fermantasyon
lizerine ve mayalar iizerine inhibisyon etkisini incelemektir. Ayrica sivi-sivi ekstraksiyonda
onemli olan Su+Etil Alkol+Oleil Alkol ti¢lii sisteminin ¢oziiniirliik diyagramini incelemektir.

2. MATERYAL VE METOD
2.1. Mikroorganizma

Mikroorganizma olarak kiiltlir mayasi Saccharomyces cerevisiae (Narince 3) Ankara
Universitesi Ziraat Fakiiltesi’nden temin edilmistir. (Tekel’e ait Tekirdag etil alkol iiretim
prosesinde bu maya kullanilmaktadir). Deneylerde kullanilan biitiin kimyasal maddeler reaktif
safliktadir. Su ise bidestile edildikten sonra kullanilmigtir. Mayalar pH 4.5’de YPG (10 g/L
Bacto-peptone, 10 g/L maya o6ziitli, 20 g/L glikoz) besi yeri kullanilarak uygun sicaklikta
(303.2 K ) 24 saat bekletilerek cogaltilmistir (Rose, 1976).

2.2. Sterilizasyon

Fermantasyon isleminde kullanilan ¢ozeltiler, fermentor ve cam malzemeler 394.2 K de
otoklavda (Prior Clave) 15 dakika siireyle sterilize edilmistir.

2.3. Fermantasyon Ortami
Fermantasyon ortami; 10 g/L glikoz mono hidrat, 2.5 g/LL NH4Cl, 5.5 g/L Na,HPO,4.7H,0,

3 g/l KH,POy4, 0.25 g/ MgSOy4, 0.01 g/L. CaCly, 5 g/L sitrik asit ve 2.5 g/L sodyum sitrat
karisimindan olugmaktadir.
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2.4. Yontemin Uygulanmasi

Deneyler 1.5 Litre hacminde cam bir fermentdrde kesikli olarak gergeklestirilmistir
(Sekil 1). Fermantasyon ortami (1 Litre) sterilize edildikten sonra 303.2 K’ne sogutularak
fermentore yiiklenmistir. Fermentor sicakligi 303.2 + 1 °C’de bir termostat ile sabit
tutulmustur. Maya ilavesi yapildiktan sonra karistirma hizt 100 rpm degerine ayarlanarak
fermantasyon baslamistir. ilk 4 deneyde glikoz derisiminin fermantasyon iizerine etkisi
incelenmistir (Sekil 2). Deney 5, 6 ve 7 de ise degisik glikoz derisimleri i¢in oleil alkoliin
fermantasyon iizerine etkisi incelenmistir (Sekil 3). Fermantasyon siiresince pH 4.5 (pH 4.3
ile 4.7 araliginda degisebilmektedir) degerinde sabit tutulmustur. Deneyler siiresince 5., 24.,
29., 48., 53. ve 72. saatlerde fermentdrden Ornekler alinarak ortamdaki glikoz ve etil alkol
miktarlari tayin edilmistir. Deneylere ait operasyon sartlar1 Cizelge 1°de gosterilmistir.

Cizelge 1. Deneylerde uygulanan operasyon sartlari

Deney no Deney siiresi Baslangi¢ glikoz Oleil alkol
(saat) derisimi (g/L) miktar1 (mL)
1 72 35 -
2 72 50 -
3 72 100 -
4 72 150 -
5 72 35 100
6 72 100 100
7 72 150 100

2.5. Glikoz Derisiminin Belirlenmesi

Fermantasyon ortamindaki glikoz miktar1 U.V. Spektrofotometresi (Jenway 6105 U.V.)
Fenol-stilfat asidi yontemi kullanilarak kolorimetri yontemiyle saptanmistir (Dubois vd.,
1956).

2.6. Etil Alkol Derisiminin Belirlenmesi

Fermantasyon ortaminda olusan etil alkoliin miktarin1 belirlemede Gaz Kromatografisi
(Hewlett Packard, 6890 Series GS System) kullanilmistir. Tamamen bilgisayar kontrollii olan
Gaz Kromatografisi seri bagli TCD ve FID detektorler ile kapiler kolon kullanmaktadir. Gaz
Kromatografisi operasyon sartlar1 asagidaki gibidir:

Kolon: HP-Innowax (Polyethylene Glycol), (30 m x 0.25 mm x 0.52um.)

Firin Sicakligi: 378.2 K (Etil alkol, n-propanol ve su)

Firin Sicakligi: 483.2 K (Etil alkol, n-propanol ve oleil alkol)

Azot Akis Hizi: 4 mL/dak, (Azot Basinct: 16.5 psi)

Hidrojen Akis Hizi: 33 mL/dak

Hava Akis Hizi: 400 mL/dak

Etil alkol, propanol ve oleil alkoliin kolonda kalma siireleri sirasiyla 2, 3 ve 26 dakika
olarak belirlenmistir. Hazirlanan etil alkol 6rneklerinden 0.1 pL alinarak kolona enjektorle
verilmistir. Etil alkol/i¢ standart (n-propanol) agirlik oranlar1 ve pik alanlar1 arasinda ¢izilen
standart dogru kullanilarak etil alkol miktarlar1 hesaplanmistir.
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2.7. Céziiciiniin inhibisyon Testi

Mayalar tizerindeki inhibisyon testleri i¢cin 250 ml’lik 5 adet erlene 50 ml fermantasyon
erlenlerin timii 394.2 K’de otoklavda 20 dakika sterilize
edilmistir. Daha sonra her bir erlene maya kiiltiiri (24 saat stire ile 303.2 K’de inkiibasyon
edilmis) ilave edilmistir. Erlerden 4 tanesinin {izerine 10 mL oleil alkol ilave edilmistir.
Erlenlerden 1 adedi sahit olarak belirlenmis ve bu erlene oleil alkol ilave edilmemistir.
Erlenlerde bulunan mayalarin ¢ogalmasi i¢in inkiibatdorde (303.2 K) 24 saat siireyle
bekletilmistir. inkiibasyonun baslangicinda ve sonunda erlenlerden 6rnekler alinarak maya
sayimmi ‘Seyreltme Metodu’ kullanilarak belirlenmistir (Nagodawithana vd., 1974; Gilirgiin ve
Halkman, 1990). Mayalarin ¢ogalmasi iizerinde oleil alkoliin herhangi bir inhibisyon etkisi

ortami ilave edildikten sonra

gostermedigi belirlenmistir.
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Sekil 3. Fermantasyon ortamina oleil alkol ilave edilmesi
durumunda fermantasyon ortamindaki etil alkol
derisiminin zamanla degisimi; (baslangi¢c glikoz
derisimleri sirasiyla; 35 g/L (Deney no 5); 100 g/L
(Deney no 6) ve 150 g/L (Deney no 7) alinmistir)

i T

Sekil 4. Sivi-s1vi ¢oziiniirliik deneylerinde kullanilan hiicre

Cizelge 2. Su (1)+Etil alkol (2)+Oleil alkol (3) (W/W,agirlikca) iglii
sisteminin 30310.2 K’de ¢oziiniirliik degerleri

W, W, W;

----- 0.0107 0.9893
0.1007 0.0132 0.8861
0.2241 0.0324 0.7435
0.3183 0.0429 0.6388
0.4326 0.1480 0.4194
0.3944 0.1008 0.5048
0.5373 0.2398 0.2229
0.5723 0.2812 0.1465
0.5936 0.3208 0.0856
0.6102 0.3408 0.0490




Fen ve Miihendislik Dergisi Cilt: 2 Say1:3 Sayfa No: 19

2.8. Sivi-s1vi Ekstraksiyon

Sivi-s1v1 ¢Oziliniirliik denge egrisi deneyleri ¢ift cidarli 6zel bir hiicrede gerceklestirilmistir
(Sekil 4). Hiicre cidarlar arasindan termostat vasitasiyla su gegirilerek hiicre i¢indeki sicaklik
sabit tutulmustur. Elektronik kontrol edicili termostat su sicakhigimi +£0.2 K’de sabit
tutabilmektedir.

Etil alkol kiitlesi % 0-60 arasinda olan degisik konsantrasyonlarda oleil alkol-etil alkol
cozeltileri hazirlanip 303+0.2 K’de sabit sicaklik banyosunda dengeye getirildikten sonra
otomatik biiret (Metrom) ile bulanma noktasina kadar su ile titre edilmistir. Her bir numune
icin bulanma noktasindaki agirlik yiizdeleri bulunmustur. Suya karsilik etil alkol yiizdesi
grafige gegirilerek ekstrakt fazin c¢oziiniirliik denge egrisi ¢izilmistir. Rafinat faz igin ise
benzer sekilde etil alkol-su ¢ozeltileri hazirlanmis 303+0.2 K’de sabit sicaklik banyosunda
dengeye getirildikten sonra bulanma noktasina kadar oleil alkol ile titre edilmistir. Her bir
numune i¢in bulanma noktasindaki agirlik yiizdeleri bulunmustur. Oleil alkole karsilik etil
alkol yiizdesi grafige gegirilerek rafinat fazin ¢oziiniirlilk denge egrisi ¢izilmistir. Daha sonra
her iki egri birlestirilerek ¢oziiniirliik egrisi olusturulmustur. Coziintirliik degerleri Cizelge
2’de verilmis ve ¢oziiniirliik egrisi Sekil 5’de gosterilmistir.

Dagilma katsayisi i¢in 10 g % 10’luk etil alkol ve 10 g oleil alkol 303+0.2 K’deki bir
hiicreye ilave edilmis ve dinamik dengenin saglanmasi i¢in 30 dakika karistirilmistir. Oleil
alkol ve su fazindan 6rnekler alinarak Gaz Kromatografisinde analiz edilmistir. Etil alkoliin
oleil alkoldeki dagilma katsayis1 0.23 g/g olarak bulunmustur.

3. SONUCLAR VE TARTISMA

Fermentorde yapilan ilk 4 deneyde baslangi¢ glikoz derisimi 35 g/L degerinden 150 g/L
degerine artirilmigtir. Glikoz derisiminin artmasiyla olusan etil alkol miktarinin attig1
goriilmiistiir (Sekil 2). Deney no 5, 6 ve 7°de ise fermantasyon ortamina 100 mL oleil alkol
ilave edilmis ve glikoz derisimi yine benzer sekilde 35 g/L degerinden 150 g/L degerine kadar
artirilmistir. Bu deneylerde oleil alkoliin glikoz tiiketimi {izerine herhangi bir inhibisyon etkisi
olmadig1 goriilmiistiir. Buna ilave olarak fermantasyon siiresince olusan etil alkoliin bir kismi
oleil alkol fazina ge¢cmistir. Fakat oleil alkol ile fermantasyon ortami fermentdrde ayr iki faz
halinde bulundugundan bu islem bir ayirma islemi olarak degerlendirilmemistir. Yapilan tim
deneylerden gorildiigii gibi ilk 24 saatte fermantasyon hizli bir sekilde ilerlemistir, daha
sonra fermantasyon hizinda azalmalar goriilmiistiir. Deneylerdeki glikoz tiiketimi, etil alkol
tiretimi ve verimlilik degerleri Cizelge 3 de gosterilmistir. Yapilan biitiin deneylerde, 72 saat
sonunda baslangictaki glikoz % 99.99 oraninda tiiketilmistir.

Oleil alkoliin mayalar iizerindeki inhibisyon etkisi incelenmis ve mayalar i¢in yasamsal
uygunlukta (biocompatibility) oldugu belirlenmistir. Su+Etil alkol+Oleil alkol {i¢lii sisteminin
¢oziinlirliik denge diyagraminin ekstraksiyon prosesleri i¢in uygun ¢oziinmezlik alanina sahip
oldugu belirlenmistir. Ayrica oleil alkoliin kolaylikla bulunabilirligi ve ¢evre dostu bir ¢oziicii
oldugu da goz oOniine alindiginda ekstraksiyon proseslerinde tek basina bir ¢6ziicii olarak
kullanilabilecegi gibi etil alkol i¢in dagilma katsayis1 biiyilik olan ¢dziiciiler (aminler vb.) i¢in
uygun bir seyreltici olabilecegi sonucuna varilmistir. Arastirmanin devaminda etil alkol i¢in
dagilma katsayis1 yiiksek olan c¢oziiclilerin kullaniminda oleil alkoliin seyreltici olarak
kullanilmas1 hedeflenmistir.

Tiirkiye’de fermantasyon ile liretim yapilan proseslerde (etil alkol, asetik asit sitrik asit
tiretimi vb.) son iiriiniin seyreltik ortamdan saflastirilmasinda sivi-sivi ekstraksiyon prosesleri
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Sekil 5. 303+0.2 K’de Su+tFEtil alkol (EA)+Oleil alkol (OA) {iglii sisteminin
¢Oziiniirlik denge egrisi

Cizelge 2. Kesikli fermantasyon yonteminin 303.2 K’deki verimliligi
Deney | Baslangictaki Glikoz Operasyon Verimlilik
no glikoz derisimi | kullanimi sonundaki (g/L/saat)
(g/L) (%) etanol derisimi
(g/L)

1 35 99.99 14.98 0.21

2 50 99.99 22.00 0.31

3 100 99.99 41.00 0.57

4 150 99.99 69.40 0.96

5 35 99.99 14.83 0.21

6 100 99.99 57.92 0.80

7 150 99.99 74.01 1.10

klasik destilasyon prosesleri yerine kullanilabilir. Bu konuda yapilan arastirmalardan
faydalanarak pilot captaki prosesler kurulup gerekli teknik bilgiler bu proseslerden

saglanabilir.
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