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Tez calismasinda gida endiistrisinin énemli bir atig1 olan havug posasmin biyoetanol
tretimi icin hammadde olarak kullanim kapasitesi arastirilmistir. Fermantasyon
deneyleri i¢in yerel seker fabrikasindan temin edilen atik sudan izole edilen mayalar ve
ayrica Ankara Universitesi Kiiltiir Koleksiyonunda bulunan Saccharomyces cerevisiae,
Pichia stipitis kullanilmistir. Yapilan mikrobiyal tanilama sonucu izole edilen mayalarin
Candida boidinii oldugu belirlenmistir. Yapilan c¢alismalarda seker ve etanol
konsantrasyonunu artirmak amaciyla, seyreltik asit ile on islem uygulanan, farkli
baslangic hammadde konsantrasyonlari denenmistir. Daha sonrasindan hammadde
enzimatik hidrolize tabi tutulmus ve deney ortamimna organik ve inorganik
katkilamalarin etkileri arastirilmistir. Saccharomyces cerevisiae, Pichia stipitis ile
yapilan ¢aligmalarda en yiiksek etanol iiretimine, baglangic hammadde konsantrasyonu
100 g/L, Candida boidinii’de ise 150 g/L oldugunda ulasilmistir. Yapilan ¢aligmalarda
enzimatik hidrolizin etanol tiretimini artirdigr belirlenmistir. 15 FPU seliilaz, 15 U/mL
hemiseliillaz varhiginda 48. saatte en yiiksek biyoetanol konsantrasyonlar1 elde
edilmistir. Etanol konsantrasyonlari, S. cerevisiae i¢in 17.76 g/L, P.stipitis i¢in 10.97
g/L ve C. boidinii-1 i¢in 20.36 g/L olarak tespit edilmistir. Deney ortamina yapilan
maya 0ziitli, pepton ve cesitli inorganik bilesikler igeren katkilama sonucu da etanol
tiretiminin arttig1 belirlenmistir. En yiliksek biyoetanol konsantrasyonu S. cerevisiae i¢in
48. Saatte 27.48 g/L’dir. P.stipitis i¢in ise 96. Saatte 11.32 g/L’dir. C. boidinii-1 i¢in ise
72. Saatte 32.55 g/L olarak saptanmustir.
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In this thesis, the capacity of carrot pulp, which is an important waste of the food
industry, for bioethanol production was investigated. For the fermentation experiments,
yeasts isolated from the wastewater obtained from the local sugar factory.
Saccharomyces cerevisiae, Pichia stipitis in Ankara University Culture Collection were
used. As a result of the identification, the isolated yeasts were determined to be Candida
boidinii. In order to increase the sugar and ethanol concentration, different initial raw
material concentrations, which were pretreated with dilute acid, were tested. In addition,
the raw material was subjected to enzymatic hydrolysis and the effects of organic and
inorganic additives were investigated. In the studies conducted with Saccharomyces
cerevisiae, Pichia stipitis, the highest ethanol production was reached when the initial
raw material concentration was 100 g/L and 150 g¢g/L in Candida boidinii. It was
determined that enzymatic hydrolysis increased ethanol production. In the presence of
15 FPU cellulase and 15 U/mL hemicellulase, the highest bioethanol concentration at 48
hours was determined as 17.76 g/L for S. cerevisiae, 10.97 g/L g/L for P. stipitis and
20.36 g/L for C. boidinii. It was determined that ethanol production increased with the
addition of yeast extract, peptone and various inorganic compounds to the medium. The
highest bioethanol concentration was 27.48 g/L at 48th hour for S. cerevisiae. It was
determined as 11.32 g/L at 96th hour for P.sitipitis and 32.55 g/L at 72th hour for C.
boidinii.
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1. GIRIS

Diinya niifusunun artmasi ve giderek daha ¢ok filkenin endiistrilesmesiyle fosil
yakitlarin yakin gelecekte tiikenecegi tahmin edilmektedir. Ancak diinya genelinde
enerji tiiketiminin artmaya devam etmesi, biyoyakit kullaniminda artisa katki
saglamaktadir. Ayrica fosil yakitlarin neden oldugu c¢evresel etkiler, sera gazi1 salimlari
ve kiiresel 1sinma, tiim diinya iilkelerini ilgilendiren ve acil ¢dziim iiretilmesi gereken

bir konu haline gelmistir.

OECD tarafindan yayinlanan “2030 yilina kadar OECD Cevre Tahmin Raporu”nda
2030 yilina kadar, iilkelerin yeni politikalar uygulamamasi durumunda; kiiresel sera
gazi emisyonlarinin %37, 2050 yilina kadar da %52 oraninda artis gostereceginin
tahmin edildigi bildirilmektedir. Bu durumun 2050 yilina kadar kiiresel sicakligin 1.7-
2.4°C araliginda artmasi sonucunu doguracagi ayrica, kurakliklarda, firtinalarda ve
sellerde artisa yol acacagi da bildirilmistir. Bu nedenle ¢evreyi olumsuz etkileyen enerji,
tasimacilik vb. sektorlerde oncelikli eylem politikalarinin  gelistirilmesi gerektigi

vurgulanmigtir (Anonymous, 2008).

BP tarafindan yaymlanan Diinya Enerjisinin Istatistiksel Incelemesi raporunda,
petroliin, enerji sektoriinde % 33,1 oranla en biiylik pay: elinde tutmaya devam ettigi,
komir sektoriiniin ikinei en bliylik yakit olmasina ragmen 2019°da payimm kaybettigi
ve% 27,0 ile 2003'ten bu yana en diisiik seviyesinde oldugu bildirilmistir. Hem dogal
gazin hem de yenilenebilir enerjinin pay1 sirasiyla % 24,2 ve % 5,0 ile rekor seviyelere
yiikseldigine de yer verilmistir. Yenilenebilir enerji su anda enerji karisiminin yalnizca
% 4,3'inii olusturan niikleer enerjiyi geride biraktigi da raporda yer almaktadir

(Anonymous, 2020).

OECD Tiirkiye Cevresel Performans incelemesi’nde, Tiirkiye nin enerji portfoyiiniin
%88’ini fosil yakitlarin olusturdugu bildirilmis ve yenilenebilir enerji kaynaklarinin
kapasitesinin artmasina ragmen, yenilenebilir enerjilerin payinin 2005 yilindan bu yana

sabit kaldig1 yer almistir (Anonim 2019).



Tim bunlar goz Oniine alindiginda, diinyada ve iilkemizde yenilenebilir ve

stirdiiriilebilir enerji kaynaklari tizerine ¢aligmalarin yogunlastigi géze carpmaktadir.

Biyoetanol de c¢evresel siirdiiriilebilirligi ve fosil yakitlara goére yenilenebilirligi
nedeniyle ilgi ¢ekici ekoyakitlardan biri olarak kabul edilir (Halder vd., 2019). Tim
biyoyakitlar icinde gelecekte alternatif bir yakit olarak, etanol 6ne ¢ikmakta olup, diinya
capinda 6nemli 6l¢iide tiretilmeye baslanmistir (Bajpai, 2013). Etanoliin yiiksek oktan
sayisina sahip olmasi benzin-etanol Karisiminin performansini artirmaktadir. Ayrica,
biyoetanol benzine kiyasla daha yiiksek oksijen icerir. Bu da benzinin yanmasina

kiyasla toksik madde emisyonunu azaltmaktadir (Aditiya vd., 2016; Halder vd., 2019).

Biyoetanol iiretiminde hammadde kritik 6neme sahiptir. Bunun nedeni ise, biyokiitlenin
bilesenlerinin genel etanol veriminde oynadigi roldiir. Farkli hammaddelerden
biyoetanol veriminin analizinde, biyokimyasal bilesimle birlikte, bulunabilirlik, nakliye,
isleme maliyeti ve fosil yakit alternatifi olabilme verimliligi 6nem kazanmaktadir.
Biyoetanol iiretimi i¢cin hammaddeler, bilesimlerine ve kullanilan teknolojiye bagl

olarak farkli nesillere boliinmiistiir (Mohapatra vd., 2019).

Birinci nesil biyoetanol, seker kamisi, misir, pancar veya bugday gibi yiiksek seker ve
nigasta icerigine sahip gida iiriinlerinden elde edilmektedir (Mohapatra vd., 2019;
Sharma vd., 2019). Ancak, gida iiriinlerinden birinci nesil biyoetanol iiretimi yakit ve

gida endiistrisi arasinda tartismalara neden olmaktadir (Esmaeili vd., 2020).

Ikinci nesil biyoetanol iiretiminde, tarim ve orman atiklarindan elde edilen hammadde
kullanilmaktadir. Misir, arpa, yulaf, piring, bugday, sorgum ve seker kamisi gibi
mahsullerden elde edilen lignoseliilozik biyokiitle, esas olarak biyoetanol iiretiminde
kullanilmaktadir. Bu hammaddeler arasindaki lignoseliilozik malzemeler, daha fazla
islenebilen fermente edilebilir sekere doniistiiriiliir ve nihai {iriin olarak biyoetanol elde

edilir (Kim ve Dale, 2004; Aditiya vd., 2016; Krishnan vd., 2020).

Ucgiincii nesil biyoetanol iiretiminde mikroalgler son yillarda cesitli yetenekleriyle dne

cikmaktadir. Bunlar, CO; fiksasyon yetenekleri ve yiliksek lipit iiretim kapasiteleridir.



Ayrica gida veya yem bitkileri ile rekabet etmemeleri ve ekilebilir olmayan arazilerde
tiretilebilir olmalar1 da 6nemlidir (Dragone vd., 2010). Ancak, mikroalglerin diisitk
biyokiitle konsantrasyonu ve bu alg hiicrelerinin kiigiik boyutlu olmasi, alg
biyokiitlelerinin bulunduklari ortamdan geri kazanilmasii nispeten maliyetli hale
getirmektedir (Demirbas, 2010).

Dordiincii nesil biyoyakit iiretiminde genetigi degistirilmis algler kullanilmaktadir
(Abdullah vd., 2019). Ancak bu iiretim yontemi yeni olup, fotobiyoreaktoriin yiiksek
maliyeti ve ilk yatirnmin yiiksek olmasi gibi dezavantajlara sahiptir (Moravvej vd.,
2019).

Her y1l milyarlarca ton yiyecek ¢cope atilmakta olup, bu atiklar birikerek cevre kirliligine
neden olmaktadir. Biyoetanol iiretiminde yenilenebilir kaynaklarin kullanilmasi ise bu
cevre kirliligini ¢é6zme potansiyeline sahiptir (Chauhan vd., 2021; Ramos-Andrés vd.,
2021). Meyve sebze atiklari ise bol miktarda bulundugundan biyoetanol iiretiminde
biyokiitle kaynaklar1 arasinda artan bir ilgiye sahiptir (Maitan-Alfenas vd., 2015;
Kruczek vd., 2016; Lin vd., 2021). Bu tiir atiklar seliiloz, hemiseliiloz ve lignin
acisindan zengin olup, etanol gibi degerli iriinlere donistiiriilebilmektedir (Maitan-
Alfenas vd., 2015). Bu atiklar arasinda havug posasi, serbest sekerleri vakuollerde
biriktirdigi i¢in biyoyakit hammaddesi olarak kullanilma potansiyeline sahiptir. Havug
ayrica; karotenoidler, pektin, Vitamin B ve K gibi ¢esitli ek besinlere de sahiptir

(Aimaretti vd., 2012; Jafari vd., 2017; Ramos-Andrés vd., 2021).

Yukarida belirtilen nedenler géz oniine alinarak, bu tez ¢alismasinda biyoetanol iiretimi
icin hammadde olarak havu¢ posasi kullanilmistir. Fermantasyon deneyleri igin yerel
seker fabrikasindan temin edilen atik sudan izole edilen mayalar ve ayrica Ankara
Universitesi Kiiltiir Koleksiyonunda bulunan Saccharomyces cerevisiae, Pichia stipitis
kullanilmistir. Seker ve etanol konsantrasyonunu artirmak amaciyla, seyreltik asit (%]
H,SO4) ile on iglem, farkli baslangi¢ biyokiitle (50 g/L,100 g/L,150 g/L,200 g/L)
denemeleri, enzim etkisi (15 FPU/g substrat selilaz ve 15 U/mL hemiseliilaz) ve

besiyeri katkilamas1 parametreleri arastiriimistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Etanoliin Genel Ozellikleri

Etanol (CH3CH,OH), berrak, renksiz ve yanici bir sivi olup, ¢6ziicli, mikrop oldiiriict,
icecek, antifriz ve yakit olarak kullanilan bir bilesiktir. Kimyasal formiilii CH3—-CH2—
OH’tir. Hidroksil grubu, etanoliin yapisindaki énemli bir bilesen olup, etanoliin tiim
kimyasal Ozellikleri esas olarak bu gruptan tiiretilmistir (Criddle, 2005). Etanoliin
molekiil agirligt 46.07 gram, o6zgil agirhigr 0.79 kg/dmg, buhar basinct 50 mmHg,
kaynama sicakligi 78.5°C’dir (Balat vd., 2008). Etanoliin fiziko-kimyasal 6zellikleri
Cizelge 2.1 Etanoliin fizikokimyasal 6zellikleri *de verilmistir (Walker, 2011).

Cizelge 2.1 Etanoliin fizikokimyasal 6zellikleri (Walker, 2011)

Parametre Ozellik
Molekiil Formulii C,HsOH
Goriiniim Renksiz S1vi
Kaynama Noktas1 78.37°C
Donma Noktas1 -117 °C -117°C
Parlama Noktas1 12.8 °C
Kendi kendine tutugsma sicakligi 425°C
Yanma 1s1s1 26.800 Kkj/kg

Etanol, benzinden daha yiiksek bir oktan sayisina ve daha yiiksek buharlasma 1sisina
sahip olmasi nedeniyle (Hahn-Hagerdal vd., 2006), benzinle harmanlanma 6zelligine
sahiptir. Oktan sayisi, yakitin kalitesinin belirlenmesini saglayan bir faktordiir. Yiiksek
oktan sayist ile motorlarda erken atesleme riski ortadan kalkmaktadir (Adigiizel, 2013).

Benzin i¢in gerekli olan minimum oktan sayis1 motorun vuruntusunu onleyerek siiriisiin



devamliligin1 saglamaktadir. Bu nedenle diisiikk oktanli benzin, standart 87 oktani elde
etmek igin %10 etanol ile karistirilarak kullanilmaktadir. Bununla beraber denatiire
etanol (%98 etanol), galon basina benzinden yaklasik %30 daha az enerji icermektedir.
Etanoliin yakit ekonomisi iizerindeki etkisi, yakittaki etanol igerigine ve motorun
benzinle mi yoksa etanolle mi calisacak sekilde optimize edilmis olduguna bagl olarak

degismektedir (Anonymous, 2022).

Son yillarda petrol bazli yakitlara alternatif olarak g¢esitli biyoyakit tiirleri
arastirtlmaktadir (Laopaiboon vd., 2009; Guo vd., 2015). Biyoetanol de, fermantasyon
streciyle karbonhidratlardan elde edilen ve fosil yakitlara kiyasla ¢evresel
stirdiiriilebilirligi ve yenilenebilirligi nedeniyle artik tercih edilen eko-yakitlardan biri

olarak kabul edilen bir alkoldiir (Halder vd., 2019; Krishnan vd., 2020).

2.2 Biyoetanoliin Avantajlar

Biyoetanol ¢evresel siirdiiriilebilirligi ve fosil yakitlara gore yenilenebilirligi nedeniyle
ilgi gekici ekoyakitlardan biri olarak kabul edilmektedir (Halder vd., 2019). Yiiksek
oktan sayist nedeniyle benzinli motorda benzinle karistirilarak kullanima uygundur ve
diisiik setan sayis1 ve yiiksek buharlasma 1sis1 dizel motorda kendiliginden tutusmayi
engeller. Etanol, yanma sonucu ortaya ¢ikan partikiil ve NOx emisyonlarini azaltan ve
%35 oksijen igeren bir yakittir. Oksijen igerigi ise yanma verimini artirmaktadir (Balat
vd., 2008).

Hammadde acisindan bakildiginda, etanolii yakit olarak, ¢ogu iilke iiretme kabiliyetine
sahip oldugundan, ucuz bir enerji kaynagidir. Misir, seker kamisi veya tahil hemen
hemen her iilkede yetisir ve bu da etanol iiretimini fosil yakitlara kiyasla ekonomik hale
getirerek disa bagimliligi azaltmaktadir (Ayas, 2018). Amerikan Enerji Verimliligi ve
Yenilenebilir Enerji Ofisi tarafindan, Amerika Birlesik Devletleri'nde etanoliin %94' ii
misir tanesindeki nigastadan iiretilmekte olup, misirdan iiretilen etanoliin, yakit iiretme
siirecinin, yakitin kendisinde bulunan enerji miktarindan daha fazla enerji
gerektirmedigi, bu nedenle avantajli oldugu belirtilmektedir. Seliilozik etanol

tiretiminde hammaddeler, atiklar gibi, baska bir endiistrinin yan friinleridir (odun,
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mahsul artiklar1) ya da misirla karsilastirildiginda diisiik su ve giibre gereksinimleri
olan, salgam ve miscanthus gibi 6zel mahsullerdir. Gida bazli olmayan hammaddelerin
seliilozik etanole doniistiirtilmesi siirecine katki saglamak i¢in biyokiitle kullanildiginda,
tiretimde kullanilan fosil yakit enerjisi miktar1 daha da azalmaktadir (Anonymous,
2022).

Hammadde kaynaklariin c¢esitliligi de etanoliin avantajlarindan biridir. Misir ve seker
kamis1 etanol yakiti iiretiminde baslica hammadde olmasina ragmen, nisasta ve seker
iceren hemen hemen her mahsul veya bitki iiretimde kullanilabilmektedir. Etanoliin
diger yakit kaynaklarina gore onemli bir diger avantaji, ¢evre kirliligine neden
olmamasidir. Tasitlarda etanoliin kullanilmasi, cevresel toksinleri 6nemli Olgiide
azaltmaktadir. Etanol belirli oranda benzinle karistirilarak kullanilmaktadir. Benzinin
kiigiik bilesimi bir atesleyici goérevi goriirken, etanol gorevlerin geri kalanini
tistlenmektedir. Etanoliin benzin karisimi, saf benzine kiyasla daha temiz yandigi icin
sera gazi emisyonunu en aza indirerek kiiresel isinmanin Oniine gegmede etkilidir.
Ayrica etanol, giinesten gelen enerjinin faydali enerjiye doniistliriilmesinin sonucu
olmasi nedeniyle yenilenebilir bir kaynak olarak siniflandirilmaktadir. Etanol tiretimi,
seker kamiginin biliylimesini ve daha sonra etanol yakitina doniistiiriilmesini saglayan

fotosentez siireciyle baglamaktadir. (Ayas, 2018).

Bununla birlikte etanoliin ¢esitli dezavantajlart da bulunmaktadir: Hammadde
kaynaklarmin iiretilmesi i¢in biiylik araziler gerektirmektedir. Distilasyon islemi uzun

zaman almakta ve fazla miktarda 1s1 harcamasi gerektirmektedir.

2.3 Biyoetanoliin Tarihcesi, Diinyada ve Ulkemizdeki Giincel Durum

On dokuzuncu yiizyilda gergeklesen Sanayi Devrimi, mekanize enerjinin, yani daha
Once insan veya hayvan emegiyle yapilan isleri yapabilen veya riizgar gibi dogal bir
kaynagin yerini alabilen motorlarin gelistirilmesiyle miimkiin olmustur. Bu motorlarin
ana kullanim amaci, 6zellikle ulasimda ¢ok uzun mesafelerin asilmasi i¢in daha verimli
olmalari, zamandan ve emekten tasarruf saglamalaridir. Onceleri buharli motorlar tek

secenek iken, yillar i¢inde baska motorlar gelistirilmistir. Bunlardan en géze ¢arpant,
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icten yanmali motordur. Icten yanmali motorun &nciilleri olarak kabul edilebilecek
caligmalar on altinc1 ve on yedinci yiizyillarda yapilmis olsa da, igten yanmali motorun
ilk versiyonunu gelistiren Amerikali mucit Samuel Morey (1762-1843)’dir. Daha sonra,
1860'larin basinda, icten yanmali motorun dort zamanli versiyonu, Alman mucit
Nikolaus August Otto (1832-91) tarafindan Michael Joseph Zons ile isgbirligi iginde
gelistirilmistir. Giliniimiizde Otto motoru olarak da adlandirilan ve kivilcim ateslemeli
(veya benzinli) motorun icadi bu sekilde gerceklesmistir. Motorun gelistirilmesinden
sonraki birka¢ yil i¢inde farkli tiirde yakitlar test edilmistir. Buji ateslemeli motorun ilk
giinlerinden  itibaren ilgi ¢eken yakitlardan biri, ¢esitli  biyokiitlelerin
fermantasyonundan elde edilen etanol olmustur (Knothe, 2012).

1880'lerde, tahildan iiretilen etanol otomobilde kullanilmig ve Paris'te bir alkol yakiti
sergisinde sunulmustur. 1908 yilinda Ford Model-T otomobili tiretilmistir. Ford, Model
T'yi, alkol, benzin veya "gazohol" karisimi kullanmak iizere ayarlanabilen

karbiiratorlerle donatmistir (Solomon vd., 2007).

Biyoetanol yakit olarak 1900'lerin basina kadar Avrupa ve Amerika Birlesik
Devletleri'nde yaygin bir sekilde kullanilmistir. Ayrica Brezilya’da, 1925'ten beri bir
ulasim yakiti olarak biyoetanol kullanmigtir. Ancak biyoetanol, o6zellikle II. Diinya
Savasi'ndan sonra petrol bazli yakittan daha pahali hale geldiginden, 1970'lerdeki petrol
krizine kadar biiyiik dl¢iide goz ardi edilmistir (Balat, 2009).

Bununla birlikte, etanoliin yakit olarak kullanimi1 1970'lerde yeniden canlanmustir. Tlk
olarak, Brezilya, 1973'te OPEC Arap petrol ambargosuna yanit olarak 1975'te
“Proalcool” Programinmi baglatmigtir. 1980'lerin sonlarinda Brezilya'daki arabalarin
yarisindan fazlast %95 susuz etanol (E95) kullanmistir. Ancak yine 1980'lerin sonunda
sekerde yasanan kitlik ve fiyat artiglar1 nedeniyle bu oran %20'ye diigsmiistiir (Solomon
vd., 2007). Buna ragmen etanol, ulasimda toplam yakit tiiketiminin %40'mi
olusturmaktadir. Ayrica Brezilya, arag¢ yakiti i¢in en az %25 susuz alkol-benzin karisimi

kullanma politikasini stirdiirmektedir (Halder vd., 2019).



Amerika Birlesik Devletleri (ABD), etanol endiistrisini Brezilya'dan daha yavas bir
sekilde yeniden insa etmesine ragmen, iki iilke bugiin iiretim ve kullanimda lider
konumlarimi korumaktadir (Solomon vd., 2007). Amerika Birlesik Devletleri'nde
uygulamaya konulan 1978 tarihli Enerji Vergisi Yasasi ile E10'u (%10 v/v benzin-
biyoetanol karigimi) tiiketim vergisinden muaf tutulmustur. Daha sonra, baska bir
uygulamayla da, etanol tesislerinin ingasina yatirim i¢in kredi garantisi verilmistir
(Gnansounou ve Dauriat, 2005). Amerikan Enerji Verimliligi ve Yenilenebilir Enerji
Ofisi’ne gore, ulastirma sektdrii, ABD’nin toplam enerji ithtiyacinin yaklasik %30'unu
ve ABD petrol tiiketiminin %70'ini olusturmaktadir. Yakit tiiketimini azaltmak igin
etanol ve diger alternatif yakitlarin ve ileri teknolojilerin kullanilmasi, ulusal giivenligi
giiclendirmeye ve isletmeler ve tiiketiciler i¢in ulagim enerji maliyetlerini diisirmeye

devam etmektedir (Anonymous, 2022).

ABD ve Brezilya’dan sonra, Avrupa llkeleri de biyoetanol iiretimine dnem vermistir.
1920- 1930 yillar1 arasinda baska bolgelerde seker kamisi ve melastan etanol iiretilirken,
Avrupa lilkelerinde etanol firetimind patates, tziim ve diger mahsuller birincil
hammaddeler olarak kullanilmaktaydi. Etanol kullanimi, bir¢ok iilkede zorunlu olarak
diger yakitlarla harmanlama ya da vergi tesvikleri yoluyla tesvik edilmistir. Bazi
bolgelerde ise etanol, ithal benzinden daha ucuzdu. Etanol kullanimini tesvik eden bu
eylemlerde enerji giivenliginin yani sira, fazla mahsulleri kullanarak tarim sektoriine
gelir saglama konusu da onemli bir rol oynamistir. Ancak, Ikinci Diinya Savasi'ndan
kisa bir siire dnce ve Ikinci Diinya Savasi sirasinda, etanol iiretimi azalmistir (Knothe,
2012). Savasin bitmesiyle birlikte sentetik etanol tretimi, seliilozik etanol iiretim
tesislerinin kapanmasina neden olmussa da 2004 yilinda Kanada'da lignoseliilozik
hammaddenin kullanildig: bir {iretim tesisi isletilmeye baglanmigtir (Tampier vd., 2004,
Lin ve Tanaka, 2006). 2006 yilinda Brezilya’da, 15 milyar litre saf biyoetanol tiretmek
igin, 300°den fazla biyoetanol iiretim tesisi ¢alismaya baslamistir. Amerika'da ayni

yillarda 80'den fazla kurulusta 10 milyar litre biyoetanol iiretilmistir (Klein, 2005).

Tiirkiye’de biyoyakitlarla ilgili calismalar 1931 yilinda Ziraat Kongresi’'nde ilk kez dile
getirilmistir. Ulkemizde 2005 yilinda ticari motor biyoyakiti uygulamasi baslamstir.



Uretilen biyoetanolde yerli kaynaklar kullanilmis olup, kursunsuz benzine %2 oraninda

karigtirilarak piyasaya sunulmustur (Anonim, 2007).

Tiirkiye'de biyoetanol iireten 12 fabrika bulunmaktadir. Bunlardan sekizi biyoyakit
iiretme kapasitesine sahip olmakla birlikte, sadece {iciinde (TARKIM/Istanbul,
TEZKIM/Adana, Cumra Seker Fabrikasi/Konya) yakit olarak biyoetanol iiretilmektedir
(Ozdingis ve Kocar, 2018). Tirkiye'de seker pancari tarimi, iiretim kotasina uygun
olarak 3,5 milyon dekarda yapilmaktadir. Geri kalan 4,5 milyon dekarlik arazi
biyoetanol iiretiminde kullanilmak {izere seker pancari iiretimi i¢in kullanilabilir. Bu
sekilde Tiirkiye’nin yillik 2-2,5 milyon ton biyoetanol iiretim potansiyeli bulunmaktadir
(Acaroglu ve Aydogan, 2012). Ayrica ililkemiz arazilerinin %33.1°1 ekili tarimda
kullanilmakta olup, kullanilmayan arazilerin yaklasik %3’linli i¢eren bolgelerde tarim
yapilabilmesi s6z konusudur. Bu bolgeler etanol iiretiminde kullanilacak bitkilerin
tariminda kullanilabilir (Anonim, 2007). Bu arazilere patates, seker pancari ve bugday
ekilmesi halinde yillik 5.8, 8.7 ve 13.7 milyar litre biyoetanol iiretilmesi
saglanabilecektir (Melikoglu ve Albostan, 2011).

2.4 Biyoetanoliin Uretimi

Fermantasyon, biyoetanol {iretiminin arkasindaki temel teknolojidir. Ilkel kabilelerin
bile bu teknolojiyi uzun zaman once kullandiklari, seker bakimindan zengin iirlinlere
maya ekleyerek sekerin alkole doniismesini sagladiklari bilinmektedir (Roddy, 2012).
Biyolojik olarak {iretilen ve kimyasal olarak tiretilen alkoller arasinda kimyasal bir fark
bulunmamaktadir (Ayas, 2018). Basit seker glukozunu alkole doniistiirmek i¢in temel
reaksiyon asagidaki gibidir (Roddy, 2012):

CeH1206.— 2C,Hs0H + 2CO;,

Biyolojik olarak biyoetanol iiretimi farkli nesillere ayrilmistir. Birinci nesil
hammaddeler (misir ve seker kamis1 vb.) gida olarak kullanimlarindan dolay1 sinirlidir

(Mohapatra vd., 2019). Ancak gida dis1 tarim atiklarina benzer sekilde lignoseliilozik



biyokiitleden ikinci nesil hammaddeler elde edilmektedir. Misir, arpa, yulaf, piring,
bugday, sorgum ve seker kamisi gibi mahsullerden elde edilen lignoseliilozik biyokiitle,
esas olarak biyoetanol iiretiminde kullanilmaktadir. Bu ham maddeler biyoetanol
tiretiminde kullanilmak tizere fermente edilebilir sekerlere doniistiirtilebilir (Kim ve

Dale, 2004; Aditiya vd., 2016; Krishnan vd., 2020).

Biyoyakit iiretiminde kullanilacak hammaddeler ucuza temin edilerek, daha yiiksek
verimle doniistiiriilebilmektedir. Dolayisiyla, ucuz ve yiiksek verimli biyoenerjilerin
iiretiminde toplam maliyet, yaygin olarak kullanilan fosil yakittan saglanan enerjilerle
rekabet edebilecek bir konuma gelmektedir (Ozdingis ve Kocar, 2018). Sekil 2.1,
Amerikan Renewable Fuels Association’e gore 2016'dan 2021'e kadar iilke ve bolgelere

gore kiiresel etanol iiretimini gdstermektedir.

Cizelge 2.2 Diinyada y1llik etanol yakit tiretimi (Milyar Galon) (Anonymous, 2021)

Diinya-
Bilge 2016 | 2017 | 2018 2019 2020 o021 | g
uretim
%
ABD 15,413 | 15936 | 16,091 | 15778 | 13,941 | 15000 | %55
Brezilya | 6,870 | 6,760 | 8080 | 8790 | 8080 | 7,500 9627
AVIUD | g 540 | 1320 | 1,360 | 15380 | 1,260 1,300 %5
Birligi
Cin 730 850 810 1,010 930 860 %3
Hindistan | 270 210 420 470 510 820 %3
Kanada 450 460 460 500 430 440 %2
Diger 627 664 729 682 659 740 %3
Ulkeler
Toplam | 26,170 | 26,870 | 28,630 | 29,330 | 26,410 | 27,310
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Amerikan Enerji Verimliligi ve Yenilenebilir Enerji Ofisi’ne gore, genel olarak, kiiresel
tiretim artmaya devam etmekle birlikte tiretim, 2020'de COVID-19 salgini nedeniyle
diinya capinda diismiistiir. Amerika Birlesik Devletleri, 2021'de 15 milyar galonla
diinyanin en biiyiik etanol iireticisi konumundadir. ABD ve Brezilya birlikte diinyadaki
etanoliin %80’den fazlasini iiretmektedir. ABD etanoliiniin biiyiik ¢cogunlugu misirdan

tiretilirken, Brezilya oncelikle seker kamis1 kullanilmaktadir

2.5 Hammaddenin Tipine Gore Biyoetanol Gruplari (Biyoetanol Nesilleri)

Biyoyakitlar, elde edildigi hammadde tipine bagli olarak dort farkli nesilde
siiflandirilir. Biyoyakitlarin ana “igerigi” olan hammadde, biyoyakit iiretimine yonelik
ilk girisimlerden bu yana bazi1 koklii doniisiimler gegirmistir. Bir biyoyakit nihai olarak
nigasta, seker, seliilloz ve ¢esitli hammaddeler tarafindan saglanan iriinlerden elde
edilmektedir. Birinci, ikinci ve liglincii nesil biyoyakitlar olarak ayrimin nedeni, orijinal
hammadde kaynaginin belirtilebilmesi igindir. En yaygin kullanilan birinci nesil
biyoyakit hammaddeleri; misir, bugday, soya fasulyesi ve seker kamisi gibi gida
mahsullerinden olusan veya dogrudan bunlardan elde edilen iiriinlerdir (Capodaglio ve
Bolognesi, 2019). Birinci gruptaki hammaddeler, nisasta iceren hammaddeler (muisir,
bugday, arpa, patates vb.) ve siikroz igceren hammaddeler (seker kamisi, seker pancari,
stiplirge daris1) olarak kendi i¢inde ikiye ayrilabilmektedir (Robak ve Balcerek, 2018).
Nisasta, kolayca glukoza hidrolize edilebilirken, heksoz, fruktoz ve glukozdan olusan
bir disakkarit olan sakkaroz ise mayalar tarafindan kolayca fermente edilebilmektedir
(Balat vd., 2008). Ancak bu hammaddeler pahali olmalari yaninda, yetistirilmek i¢in
0zel gereksinimlere de ihtiyag duymaktadir. Ayrica, dogrudan gida arzi ile rekabet
etmekte, gelismekte olan iilkelerde temel gida fiyatlarinda artisa ve orman arazilerinin
kullanim1 gibi etik ve siirdiiriilebilir kalkinma sorunlarini giindeme getirmektedir

(Capodaglio ve Bolognesi, 2019).
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Cizelge 2.3 Biyoetanol iiretiminde kullanilan hammaddeler ve karsilastirmali etanol
tiretim potansiyelleri (Linoj vd., 2006)

Hammadde Etanol Potansiyeli (L/ton)
Seker Pancar1 110

Seker Kamisi 70

Tatli Patates 125

Kassava 180

Patates 110

Misir 360

Piring 430

Arpa 250

Bugday 340

Birinci nesil hammaddelerle ilgili yapilan ¢aligsmalara drnekler asagida sunulmaktadir:

Misir ununun ticari olarak temin edilen a-amilaz ve glukoamilaz ile iki agamali
enzimatik hidrolizi ve elde edilen hidrolizatlarin Saccharomyces cerevisiae ile etanol
fermantasyonu {izerinde c¢alisilmigtir. Calismada S. cerevisiae’nin  inokulum
konsantrasyonu %1'den %2'ye yiikseltildiginde, fermantasyon siiresinin sirasiyla 48'den
32 saate diisiiriilebildigi bulunmus ve yaklasik 63 g/L etanol elde edilmistir. Etanol
tiretkenligi ise 1.60 g/L.h olarak belirlenmistir (Mojovi¢ vd., 2006).

Lignoseliilozik atiklara enzimatik hidrolize ugramis bugday ilave edilen bir ¢alismada,
S. cerevisiae ATCC 96581 ile fermentasyon gergeklestirilmistir. Sonugta ortamdaki
heksoz sekerlerinin %73’1 kullanilmig ve 36 mmol/L.h etanol iiretkenligi elde edilmistir
(Brandberg vd., 2007).

Tatli patatesin kullanildig1 bir diger ¢alismada biyoetanol iiretim kapasitesi ¢esitli

Olceklerde arastirilmistir. Etanol iiretiminde es zamanli sakkarifikasyon ve
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fermantasyon yontemi (SSF) yontemi kullanilmigtir. Fermentasyonda maya olarak
termotolerant ve osmotolerant S. cerevisiae kullanilmistir. Tespit edilen etanol
konsantrasyonu, etanol iiretkenligi ve teorik etanol verimi sirasiyla 128.5 ¢/L, 4.89

o/L.h ve %91.4 olarak bildirilmistir (Zhang vd., 2011).

Tathi patateslerden enzimatik nisasta hidrolizi ve biyoetanol iiretimi de incelenmistir.
Saccharomyces cerevisiae kullanilarak bulunan maksimum etanol konsantrasyonu 100
g/L'ye yakin (sirasiyla kuru madde/su orani1 1:2 ve 1:3 (w/v) i¢in 98 ve 97 g/L) olarak
bulunmustur (Lareo vd., 2013).

Saccharomyces cerevisiae Y2084 ve Vinl3 mikroorganizmalari tarafindan kaju elma
suyunun fermente edilmesiyle biyoetanol tiretimi baska bir ¢alismada amaglanmustir.
100 g/L biyokiitle varliginda, pH 4.5 degerinde S. cerevisiae Y2084 en yiiksek etanol
tiretimini gergeklestirmis ve bu miktarin 68 g/L oldugu belirlenmistir (Deenanath vd.,
2013).

Kluyveromyces marxianus CCT 7735 tarafindan seliilozik etanol tretimi de
aragtirtlmistir. Bir asit-baz 6n islemi uygulanip, 50°C'de 72 saat sakkarifikasyonun
ardindan, tathh sorgum hidrolizati, 37, 42 ve 45 °C sicaklikta etanol iiretmek icin
kullanilmistir. 42°C'de ve 24 saatte yaklasik 17.83 g/L seliillozik etanole 2769.8
L/hasorgum Verimle ulasilmistir (Tindco vd., 2021).

Ikinci nesil biyoetanol iiretiminin, birinci nesilde kullanilan hammaddelerin olumsuz
yonleri nedeniyle daha basarili olacag: tahmin edilmektedir (Aditiya vd., 2016). Ikinci
nesil iiretimde kullanilan hammaddeler, gida dis1 tarim atiklar1 gibi lignoseliilozik
biyokiitleden elde edilmektedir. Gida {iriinlerinin ikinci nesil olarak kabul
edilebilmesinin tek yolu, gida amaglarin1 zaten yerine getirmis olmalaridir (Capodaglio
ve Bolognesi, 2019). Misir, arpa, yulaf, piring, bugday, sorgum ve seker kamisi gibi
mabhsullerden elde edilen lignoseliilozik biyokiitle, biyoetanol iiretiminde kullanilmak
tizere fermente edilebilir sekerlere doniistiiriilmektedir (Kim ve Dale, 2004; Aditiya vd.,
2016; Krishnan vd., 2020). Bu malzemelerle biyoetanol iiretiminde ek arazi gereksinimi

olmadigindan gida iiretimi {izerinde herhangi bir etkisi de olmamaktadir (Dutta vd.,
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2014). Ayrica, ikinci nesil hammaddelerin, higbir gida degeri olmamasina ek olarak,
minimum cevresel etkiye sahip olmasi, ¢cok miktarda su veya giibre gerektirmemesi de
hammadde olarak kullanilmalari i¢in Onemlidir (Capodaglio ve Bolognesi, 2019).
Lignoseliilozik biyokiitle dogada bol miktarda bulunur ancak, ekonomik olarak
stirdiiriilebilir biyoetanol tiretimi ic¢in lignoseliilozik biyokiitlede bulunan sekerleri
diisiik maliyetle serbest birakmak zorlayict bir durumdur (Wang vd., 2012; Dutta vd.,
2014).

Literatiirde ikinci nesil biyoetanol {iretimine iliskin birgok ¢alisma bulunmaktadir.

Mischantus sp. ile yapilan ¢alismada biyokiitle NaOH ile 6n isleme tabi tutulmus,
ardindan % 83.9 oraninda glukoz doniisiimii saglayan enzimatik hidroliz (50 FPU/g
selillaz ve 30 CbU/g B-glukosidaz) uygulanmistir. S. cerevisiae ile fermentasyonda
maksimum biyoetanol (59.2 g/L) elde edilmistir (Han vd., 2011).

Miscanthus (Illinois klonu), dev kamis, Miscanthus (Q42641), fil otu, seker kamisi,
piring kabugu ve soya fasulyesinden etanol iiretimi arastirilmistir. Solvent bazli 6n
islemle seliilozu degrade etmek i¢in 60 dakika boyunca 30°C'de %72 w/w H,SOy ile 6n
islem yapilmistir. Ekstrakte edilen seliiloz, seliilaz ile hidrolize edilmistir. Miscanthus
(Illinois), dev kamis, miscanthus (Q42641), fil otu ve seker kamigindan, piring kabugu
ve soya fasulyesi ile karsilastirildiginda gram biyokiitle basina daha fazla miktarda
glukoz agiga ¢ikmustir. Fermantasyon isleminde Saccharomyces cerevisia ATCC24859
ve ATCC4126 suslar1 kullanilmis ve 0.375-0.405 g etanol/g glukoz etanol tretilmistir
(Ge vd., 2011).

Kagit atiklarindan etanol tiretimi de arastirilmistir. Atiklar, (i) dogrudan enzim hidrolizi
ve (i1) siilfiirik asit muamelesini takiben enzimatik hidroliz olmak iizere iki yontemle
hidrolize edilmistir. Dogrudan enzim hidrolizi, daha iyi bir glukoz verimi (750 mg/g)
saglamistir. Biyoetanol tiretimini artirmak igin yeni bir “Etanol Tuzak Sistemi”
kullanilmistir. %12 w/v biyoetanol, Saccharomyces cerevisiae C-19 ile fermentasyon
yoluyla elde edilmistir (Obara vd., 2012).
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Havug atiklar1 da etanol dretiminde kullanmilmistir. 2.5 saat enzimatik hidrolizin
ardindan 53.1 g/L toplam seker varliginda 15.4 g/L etanol liretilmistir. Aragtirmacilar
sonug olarak, 1000 kg havug atigindan 25.6 L biyoetanol iiretiminin miimkiin oldugunu

bildirilmistir (Aimaretti vd., 2012).

Okaliptiisten biyoetanol iiretiminin laboratuvar 6lgekli bir ¢alismasinda, okaliptiis agaci
hidrotermal 6n isleme (4 saat boyunca 150 °C) 6n isleme tabi tutulmustur. Hidroliz i¢in
selillaz (20 FPU/g substrat) kullanilmis ve 50°C'de 72 saat inkiibasyon yapilmustir.
Fermentasyon icin S. cerevisiae susu ile ayrilmis hidroliz ve fermentasyon (SHF)

yontemi kullanilmisir. 72 saatte 53.5 g/L biyoetanol iiretilmistir (Fujii vd., 2014).

Piring samaniyla yapilan ¢alismada, amonyakli buhar patlamasi 6n islemi kullanilarak
%93.6'lik maksimum glukoz verimi elde edilmistir. %97 verimle biyoetanol, es zamanli

sakkarifikasyon ve fermantasyon yontemi (SSF) ile elde edilmistir (Cha vd., 2014).

Muz atiklarinin biyoetanol iiretiminde 6n islem yontemlerinin arastirildigi bir caligmada
biyokiitle asidik ve bazik 6n islemlere tabi tutulmustur. Asidik 6n islemde %35 siilfiirik
asit kullanilmigtir. Etanol {iretimi icin optimal kosul 180°C ve 25 dakika olarak
belirlenmistir. Bazik 6n islemde %1 sodyum hidroksit kullanilmistir. 50 °C ve 51 dakika

islem siiresinin optimum oldugu belirlenmistir (Gabhane vd., 2014).

Palm yagi fabrikasindan elde edilen lignoselulozik atigin biyoetanol iiretiminin
arastirildigr bir ¢alismada daha fazla verim elde etmek i¢in SHF ve SSF yontemleri
karsilagtirillmistir. Fermentasyonda S. cerevisiae kullanilmistir. Biyokiitle, 150°C'de 30
dakika boyunca %10 NaOH (sulu) ile 6n isleme tabi tutulmustur. SHF ve SSF prosesleri
ile sirastyla 72 saatte % 4.74 biyoetanol ve 24 saatlik fermentasyonda ise % 6.05
biyoetanol elde edilmistir (Dahnum vd., 2015)

Basgka bir calismada da palm yagi fabrikasindan elde edilen lignoselulozik atik
kullanilmistir. On islem icin %1 NaOH kullanilmis, bu da % 90.3 oraninda lignini

azaltmistir. Daha sonra ksilanaz ve seliilaz eklenerek hidrolize edilmistir. Ardindan, S.
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cerevisae ile fermentasyon iki giin boyunca devam etmis ve pilot 6lgekte 540—655 mL
(etanol)/3.82—-4.63 kg (substrat) iiretilmistir (Richana vd., 2015).

Cesitli narenciye kabuklarindan etanol iiretiminin amaglandigi ¢alismada narenciye
kabuklar1 enzimatik hidrolize ugratilmis ve fermentasyon basamaginda S. cerevisiae
kullanilmistir. Sonugta en yliksek etanol ise 29.5 g/L ile mandalina kabugundan elde
edilirken, en diisiik etanol miktar1 14.4 g/L ile yesil limon kabugundan elde edilmistir.
Portakal kabugunun ise teorik etanol verimi %93.1’e ulasmistir (Choi vd., 2015).

Yesil hindistan cevizi kabugu lifleriyle yapilan ¢alismada, 6n islemde alkali yontemi,
kullanilmistir. Biyokiitle enzimatik hidrolizle degrede edilmis ve fermentasyonda S.
cerevisiae kullanilmistir. Biyoetanol doniisiim verimliligi, fermente edilebilir sekerlerin

%159.6's1na kadar ulasmistir (Cabral vd., 2016).

Patates kabugu atiklariyla yapilan caligmada, asitle hidroliz isleminde %0.5 HCI
kullanilmig, ardindan ticari ve genetigi degistirilmis S. cerevisiae ile fermentasyon
gerceklestirilmistir. Inokulum miktar1 olarak 2 g/L S. cerevisiae secilmistir. Deney
sonunda ticari olarak satin alinan S. cerevisiae %2.83 ve genetigi degistirilmis S.

cerevisiae ile %2.64 verimle biyoetanol elde edilmistir (Sheikh vd., 2016).

Ekstrakte edilmis zeytin posasiyla yapilan ¢alismada, zeytin posasi seyreltik HCI ile 6n
isleme tabi tutulmus ve ardindan enzimatik hidroliz ve fermentasyonu kapsayan SHF ve
SSF islemleri yapilmistir. SSF ile 72 saatlik siiregte SHF'den (0.36 g/g) daha iyi
fermentasyon verimi (0.46 g/g) alinmistir (Fernandes vd., 2016).

Baska bir calismada 6n isleme tabi tutulmus misir kocaninin biyoetanol iiretim
kapasitesi arastirilmistir. Bunun i¢in, ayn1 anda glukoz ve ksiloz kullanan Spathaspora
passalidarum U1-58 kullanilmistir. U1-58'in etanol fermantasyon potansiyelini test
etmek i¢in, ayr1 hidroliz ve birlikte fermentasyon (SHCF) ve eszamanli sakkarifikasyon

ve ko-fermentasyon (SSCF) yontemleri kullanilmistir. En yiiksek etanol 42.46 g/L ve
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%72.12 verim ile SHCF'de elde edilirken, 53.24 g/L etanol ve %75.35 verim SSCF'de
elde edilmistir (Yu vd., 2017).

Seker kamisi kiispesinin, 0.29 M NaOH ve %0.78 (v/v) H,0; ile 6n isleme tabi
tutuldugu bir ¢alismada, seliilozik fraksiyonun %95.4 oraninda kullanimi saglanmustir.
Hidrolizde seliilaz enzimi kullanilmis, ardindan Scheffersomyces stipitis NRRL-Y7124
ile fermentasyon yapilmistir. Sonugta 31.50 g/L biyoetanol iretilmistir (Hilares vd.,

2018).

Okaliptiisun 150 °C'de alkali ekstriizyon 6n islemi, biyoetanol iiretiminde kullanilmak
tizere, enzimatik hidroliz yoluyla en yliksek glukan ve ksilan doniisiimiiniin elde
edilmesini saglanmustir. Sirasiyla %40 ve %70'e yakin verim elde edilmistir (Duque vd.,
2018).

Seker kamis1 kiispesinin 140°C'de 1 saat boyunca %5 Na,CO; cozeltisiyle on isleme
tutulmasi ve hidrolizi sonrasinda %97.6 glukoz elde edilmistir. Ardindan, 37°C' de 72
saatlik fermentasyon sonunda 7.27 g/L biyoetanol iiretilmistir (Nosratpour vd., 2018).

Zeytin agacinin budama atiklari, tizim baginin budama atiklar1 ve badem kabuklarindan
etanol iiretimi arastirllmistir. Atik biyokiitle, 30 dakika siireyle %1 H,SO, ¢ozeltisi
icinde bekletilmis ve ardindan buhar patlamasi reaktdriine yiiklenmistir. On islem icin
karisimlar, 10 dakika boyunca 195°C'de buharla isitilmigtir. Daha sonra biyokiitle,
hidroliz ve fermentasyon i¢in bir seliilolitik enzim kokteyli Cellic CTec2 ile hidroliz
edilmistir. Fermentasyonda endiistriyel Saccharomyces cerevisiae “Ethanol Red” susu
ve SSF yontemi kullanilmistir. Ulasilan en yiiksek biyoetanol konsantrasyonlar: badem
kabuklar1 i¢in 47.8 g/L, zeytin agacinin budama atiklari i¢in 41.1 g/L ve iiziim baginin
budama atiklari igin 21.4 g/L olmustur (Nitsos vd., 2018).

Baska bir ¢alismada da zeytin agaci biyokiitlesine asidik 6n islem uygulanarak etanol
tiretimi arastirllmistir. Etanol tiretiminde %0.89 siilfiirik asit igeren ortamda ve 150 g/L

baslangi¢ biyokiitlesinde en ¢ok verim elde edildigi tespit edilmistir. Fermentasyonda S.
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cerevisiae, rekombinant E.coli MM160 kullanilmistir. Calisma sonunda zeytin agaci

biyokiitlesinden 14.4 g/L etanol tiretilmistir (Martinez-Patifio vd., 2018).

Yer elmasi saplarmin kullanildigi ¢alismada, biyokiitle %5 nitrik asitle muamaele
edilmis, ardindan seliilazlar, B-glukosidazlar ve hemiseliilazlarin bir karisimi ile
enzimatik hidroliz asamasi gerceklestirilmistir. Daha sonra Saccharomyces cerevisiae
suslart ile fermentasyon yapilmistir. Biyokiitlenin kati kismi olmadan {iretilen
biyoetanol konsantrasyonu, kat1 kismin (0.5 g/L) varligindan 3 kat daha fazla olarak
elde edilmistir (1.5 g/L). Bu galisma sonucunda toplam 9.5 g/L etanol iretimi
gerceklesmistir (Dziekonska-Kubczak vd., 2018).

Baska bir ¢alismada pamuk sap1 organosolv ve hidrotermal proseslerde 6n isleme tabi
tutulup, ardindan seliilaz kullanilarak hidrolize ugratilmistir. S. cerevisiae’nin
kullanildigi galismada 47.0 g/L biyoetanol elde edilmistir (Dimos vd., 2019).

Bugday ve c¢avdar kullanilarak mikrodalga ve seyreltik asit 6n isleminin etkinligini,
salinan  seker konsantrasyonu, fermentasyon inhibitorlerinin  olusumu ve
uzaklastirilmasi ve fermantasyon verimliligi arastirilmistir. S. cerevisiae fermentasyon
basamaginda kullanilmis olup, 20 g/L etanol elde edilmistir (Mikulski ve Klosowski,
2020).

Bugday samanimin Saccharomyces cerevisiae NX11424 ile fermentasyonu ile etanol
tiretimi arastirilmistir. Fermantasyon i¢in SHF yontemi kullanilmigtir. Sonugta 37 g/L

etanol elde edilmistir (Chen vd., 2021).

Siirdiiriilebilir olarak kabul edilen tiglincii nesil hammadde olan algal biyokiitleden elde
edilen biyoetanol, diinya ¢apinda ilgi gormektedir (Hebbale ve Ramachandra, 2022).
Bunun baglica nedeni alglerin herhangi bir karasal bitkiye kiyasla daha yiiksek
fotosentez ve hizli biiylime oranina sahip olmasi (Dutta vd., 2014), makroalg
yetistiriciliginin tarimsal arazi kullanimina engel olmamasi ve tatl su gerektirmemesidir

(Tan vd., 2020). Biyoetanol, karbonhidrat agisindan zengin alg biyokiitlesinden
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iretilmektedir. Alg biyokiitlesinden iiretilen biyoetanol ile ulasim sektoriinde fosil
yakitlara (benzin) olan bagimlilik, benzinin yerini almasi veya benzinle
karistirtlmasinda etkili oldugu i¢in azaltilabilecektir (Jambo vd., 2016). Makroalglerin
denizde biiyiik 6lcekli yetistirilmesi, makroalg bazli biyorafineri i¢in énemli miktarda
tedarik saglayabilir. Biyorafineriye entegre edilebilecek uygun makroalg tiirleri,
Laminaria japonica, Eucheuma cottonii (Kappaphycus alvarezii), Undaria pinnatifida
ve Gracilaria verrucosa'dir (Tan vd., 2020). Etanol iiretiminde kullanilabilen mikro alg
tirleri ise, Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquus, Dunaliella sp., Chlamydomonas
sp.’dir (Oz¢imen vd., 2015). Ancak, algal biyokiitleden basarili biyoetanol {iretimi igin
ele alinmasi gereken zorluklar sunlardir: Uygun biyokatalizorler ve optimal siireclerle
biiylik maliyet diisiislerinin saglanmasi gerekir. Polisakkaritlerin fermente edilebilir
sekerlere doniistiirme kabiliyetine sahip enzimlere sahip mikroorganizmalarin taranmast
gerekmektedir. Biiyiik 6lgekli tiretimin ekonomik olmasi ve %100 verim elde etmek
icin makroalgal biyokiitlede bulunan tiim sekerlerin kullanilmasi1 gerekir. Ekonomik
olarak uygulanabilir algal biyoetanol, ancak teknolojik yeniliklerle gercege
dondstiirtilebilir. Biyoetanol iiretmek icin algleri ¢cok biiyiik hacimlerde ve ¢ok diisiik
maliyetle elde etmek, biyoteknoloji firmalarinin {istlenmesi gereken en biiylik zorluktur

(Hebbale ve Ramachandra, 2022).

Denizlerdeki algler, biyoetanol iiretimi igin ¢ok iyi bir potansiyele sahiptir. Yapilan bir
arastirmada biyoetanol liretimi ig¢in Enteromorpha tiirleri kullanilmigtir. Bu algler
icerdigi %70-72 arasinda degisen oranlarda karbonhidrat bakimindan oldukg¢a zengindir.
Algal biyokiitlenin etanole doniisiimii i¢in farkli 6n islemler, hidroliz ve fermantasyon
islemleri yiritillmiistiir. Biyokiitle, nitrik asit, buharla parlama ve seyreltik siilfiirik asit
gibi farkli 6n islemlere tabi tutulmus, ardindan polisakkaritlerin monomerlerine veya
fermente edilebilir sekerlerine bozunmasi i¢in kimyasal ve enzimatik olarak hidroliz
yapilmistir (Nahak vd., 2011).

Chlorococcum sp. ile yapilan bir ¢alismada 15 g/L biyokiitle, %1 H,SO, ile 30 dakika
on isleme tabi tutulmustur. Arastirmacilar deneyler sonucunda en yiiksek etanol
konsantrasyonunu 7.20 g/L olarak elde etmistir. Teorik etanol verimi ise yaklasik %52

olarak bulunmustur (Harun ve Danquah, 2011).
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Deniz yosunlarindan elde edilen yapisal karbonhidratlarin etanol iiretiminde
kullanilmasimin arastirildig1 bir ¢alismada Undaria pinnatifida, Chlorella vulgaris ve
Chlamydomonas reinhardtii kullanmilmistir. On islem seyreltik asit hidrolizi ve
enzimatik islem ile gergeklestirilmistir. Optimal kosullar1 bulmak i¢in g¢esitli
sicakliklarda, asit konsantrasyonlarinda, pH kosullarinda ve siirelerde deneyler
yapilmistir. Biyoetanol iiretimini test etmek igin daha once gelistirilmis etanolik E. coli
W3110 susu kullanilmis olup, maksimum biyoetanol verimi, 0.4 g etanol/g biyokiitle

olarak belirlenmistir (S. Lee vd., 2011).

Miranda vd. yaptilar1 ¢alismada Scenedesmus obliquus ‘un biyokiitle olarak kullanilarak
etanol {retimini arastirmistir. Biyokiitle fiziksel ve fizikokimyasal on islemlerden
gegirilmistir. Deney sonuglari, kuru Scenedesmus obliquus biyokiitlesinin 2N H,SO, ile
120 °C‘de 30 dakika muamelesi sonucu sekerlerin %96.5‘inin ekstrakte edildigini

gostermistir (Miranda vd., 2012).

Hossain vd. Spirulina mikroalgiyle etanol {iiretim ¢alismasi gergeklestirmistir.
Biyokiitlenin 6n isleminde H,SO, kullanmilmistir. Hidrolizattan ortalama 15.2 g/L
indirgeyici seker ekstrakte edildgi bildirilmis olup, fermentasyonda Saccharomyces
cerevisiae kullanilmigtir. Boylelikle mikroalgin kullanilabilir karbonhidratlara sahip
oldugu gosterilmistir. Elde edilen etanol yiizdesinin ortalama degeri numuneler arasinda

yiizde 0.85-1.0 arasinda degismektedir (Hossain vd., 2015).
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Sekil 2.1 Farkli nesillerde biyoetanol iiretim siireci (Hebbale ve Ramachandra, 2022)

Doérdiincii  nesil biyoyakit {retimini artirmak i¢in genetigi degistirilmis algler
kullanilmaktadir. Genetigi degistirilmis alglerle iiretilen biyoyakit, fosil yakitlara bir
alternatif olmasma ragmen, potansiyel c¢evresel ve saglikla ilgili riskler devam
etmektedir. Algal biyoyakit, yiiksek enerji igerigi, diisiik emisyon ve kirletici olmayan
dogasi nedeniyle fosil yakitlar igin umut verici bir alternatiftir (Abdullah vd., 2019).
Son yillarda, lretim maliyetlerini optimize etmek i¢in alg tiirlerinin genetik ve
metabolik miithendisliginde ilerleme saglanmistir. Ek olarak, biyoyakit elde etmek i¢in
algal biyokiitle iiretimi ve biyokiitle isleme teknikleri agisindan da bir¢ok teknik yon
iyilestirilmistir (Shuba ve Kifle, 2018). Bununla birlikte, diisiik verim ve yiiksek {iretim
maliyetleri nedeniyle alg biyoyakitinin iiretimi ekonomik olarak uygun degildir

(Abdullah vd., 2019).
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Farkl1 biyoetanol iiretim nesillerinin avantaj ve dezavantajlar1 Cizelge 2.4’te verilmistir.

Cizelge 2.4 Farkli biyoetanol iiretim nesillerinin avantaj ve dezavantajlar1 (Dutta vd.,

2014).
Nesil Avantaj Dezavantaj
Birinci Sera gazi salinimini azaltir. Diisiik verim
Diisiik maliyetli doniisiim Gida tirtinii yetistirilmesi i¢in gerekli
teknolojisi kullanilir. arazilerle rekabet ve gida krizine yol agar.
Ikinci Sera gazi salinimini azaltir.
Gida atiklar1 hammadde Biyokiitlenin yakita maliyet etkin bir
olarak kullanilir. sekilde doniistiiriilmesi i¢in lignoseliilozik
hammaddenin maliyetli 6n isleme tabi
Gida mahsulii ile rekabeti tutulmasi gerekmektedir_

yoktur.

Ekilebilir olmayan
arazilerin kullanilir.

Ugiincii | Alg yetistirilmesi kolaydur. Acik havuz sisteminde alg yetistiriciligi

Yiiksek biiyiime hizina (karigtirma, filtrasyon, santrifiijleme vb.)
sahiptir. icin daha fazla enerji tiiketilir.
Gida mahsulii ile rekabeti Algin diisiik lipid igerigine sahip olmasi
yoktur. problemdir.
Atik sularda ya da deniz
suyunda yetistirilebilir. Acik havuz sisteminde kontaminasyon

sorunu olabilir.

Foto-biyoreaktor yiiksek maliyetlidir.

Dérdiincii Yiiksek verim ve [k yatirimin yiiksek maliyetlidir ve bu
yiiksek iiretim hizina nesil liretim hentiiz arastirma
sahiptir. asamasindadir.

2.6 Lignoseliilozik Biyokiitlenin Ozellikleri ve Etanol Uretim Basamaklar

Lignoseliilozik biyokiitle, bol, yenilenebilir ve ucuz enerji kaynaklari olan ormancilik,
tarim, tarimsal sanayi ve gida atiklarindan olusmaktadir (Maitan-Alfenas vd., 2015).

Polisakkaritler (seliiloz, hemiseliilloz) ve lignin lignoseliilozun baslica bilesenleridir
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(Hassan vd., 2018). Polimerik bilesenlerin yani sira, klorofil, regineler ve tapenoidler de
kiiglik miktarlardaki bilesenler olarak yer almaktadir (Haldar ve Purkait, 2021)
Polisakkaritler seker polimerleri olmalar1 nedeniyle potansiyel bir fermente edilebilir
seker kaynagidir. Genel olarak, tahil atiklar1 (6rnegin piring, bugday samani, misir
kiispesi ve seker kamist kiispesi) biiylik miktarda lignoseliiloz igerirken, ¢imen, meyve
ve sebze atiklari daha az lignoseliilozik igerige sahiptir (Hassan vd., 2018). Bu ana
bilesenlerin igerikleri bitki tiir ve gesitlerine, iklim ve toprak kosullarina ve gilibreleme
uygulamalarina bagli olarak degisse de misir unu, bugday ve piring samani gibi tarimsal
artiklar %30-40 seliiloz, %20-30 oraninda hemiseliiloz ve %10-20 lignin igermektedir
(Zabed vd., 2016). Karmasik bir karbonhidrat karisimi olan lignoseliiloz, degradasyona
kars1 direngli olmast nedeniyle etanol iiretimi i¢in, etkili bir 6n islem ve hidroliz

gerektirmektedir (Busi¢ vd., 2018; Liu vd., 2019).

Seliiloz, bitki hiicre duvarlarinin birincil yapisal bileseni olup, biyolojik bozulmaya
karst direnglidir (Wang vd., 2012). Seliiloz, p—1, 4-glikozidik baglarla birbirine
baglanan dogrusal, dallanmamig bir D-glikoz homopolimeridir (Zhao vd., 2012). Bu
lineer polimerin temel yap1 tasi, bir glukoz-glukoz dimeri olan sellobiyozdur (Speight,
2011). Glukozdan, seliiloz sentaz kompleksi tarafindan sitoplazma i¢inde sentezlenen
seliiloz, zar boyunca tasinir. Bu yap1 daha sonra, birincil hiicre duvarlarinin biiytik bir
kismi1 olan hemiseliilozlardan ve ligninden olusan matris i¢ine gémiilmek tizere amorf
bir yapt olarak gelisir (Verbanci¢ vd., 2018). Bitki hiicrelerinin biiylimesi
yavasladiginda veya durdugunda, plazma zarlar1 ve birincil hiicre duvarlar arasinda,
ksilem liflerine daha fazla kristalin seliiloz mikrofibrilleri dahil edilerek, ikincil hiicre
duvarlar1 gelistirilir (Kumar vd., 2016). Seliilozun yapisindaki hidrojen baglari
stabilizasyonu saglamada gorevlidir. Bu baglar kristal bir matris yapist meydana
getirmektedir. Bu baglarin ¢ok olmasi ve cesitli hidroksil gruplart arasindaki capraz
baglar olusmasi, seliillozun mikrofibriller olusturmasina neden olmaktadir. Seliilozun bu
0zel yapist onu suda c¢oziinmeye ve depolimerizasyona karsi direncli kilmaktadir
(Mosier vd., 2005). Ancak, sakkarifikasyon olarak da bilinen seliillozun hidrolizi

sonucunda ise glukoz monomerleri iiretilmektedir (Speight, 2011).

23



Seliilozla karsilastirildiginda, hemiseliiloz, birkagc monomerin kisa, dogrusal ve oldukca
dalli zincirlerinden olusan bir heteropolimerdir. Hemiseliilozdaki baslica monomerler
arasinda heksozlar (B-D—glukoz, a-D-galaktoz ve B-D-mannoz) ve pentozlar (B-D—
ksiloz ve a-L-arabinoz) bulunur (Zabed vd., 2016). Hemiseliiloz fraksiyonunda
monosakkaritler disinda iironik asit adi verilen seker asitleri de bulunmaktadir (Peng
vd.,, 2012). Hemiseliilozlar ve selilloz arasindaki yapisal benzerlik sayesinde,
hemiseliilozlar ve seliilloz mikrofibrilleri arasinda gii¢lii bir kovalent olmayan bag ile
hemiseliilozlarin gomiilmesi ve seliiloz ve lignin ile i¢ ice gegmesi saglanmaktadir. Bu
durum, bitki hiicre duvarlart i¢in giic ve dayaniklilik saglamaktadir. Ancak
hemiseliilozlar dogada yan zincirleri araciligiyla dallanir ve seliillozun lineer ve kristal
yapisindan farkli amorf bir yap1 olusturur. Bu nedenle, hemiseliilozlar, lignoseliilozik
biyokiitlenin 6n islemi sirasinda kolayca monomer sekerlere hidrolize edilebilmektedir.
Ancak, hemiseliilozlarin hidrolizinin 6énemli bir yan iriinii olan asetik asit, mikrobiyal

biiyiimeyi ve etanol fermantasyonunu engellemektedir (Liu vd., 2019).

Lignin

Hemiselul 10-20 nm
oz

Sekil 2.2 Lignoseliilozun yapis1 (Streffer, 2014)
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Lignin, biyokiitlenin, 6zellikle odunsu tiirlerin hiicre duvarlarinda yiiksek oranda
bulunan, dallanmis, mononiikleer aromatik polimerler olup, bir lignoseliilozik kompleks
olusturmak i¢in bitisik seliiloz liflerine baglanmaktadir (Klass, 1998). Lignin, heterojen
bir polimer olarak kabul edilir (Boerjan vd., 2003). Ayrica lignin, fenil propiyonik
alkoliin li¢ ana fenolik bilesen olan p-kumaril alkol, koniferil alkol ve sinapil alkolden
olugmaktadir. Lignin, bu ii¢ bilesenin polimerizasyonu ile sentezlenir ve oranlari, farkli
bitki dokulari ve hiicre duvari katmanlar1 arasinda degismektedir (Streffer, 2014).
Yumusak agag¢ kabuklar1 en yiiksek lignin seviyesine sahip olup (%30-60), bunu sert
aga¢ kabuklar1 (%30-55) izlemektedir. Cimenler ve tarimsal kalintilar ise en diisiik
lignin seviyesine (sirastyla %10-30 ve %3-15) sahiptir (Limayem ve Ricke, 2012).
Lignin, mikrobiyal fermantasyon yoluyla etanol iretimi igin hammadde olarak
kullanilamayan seker bazli olmayan bir polimerdir (Liu vd., 2019). Bunun nedeni ise,
tic boyutlu polimer molekiiliin yapisinin, enzimlerin faaliyetini engellemede etkili
olmasidir (Robak ve Balcerek, 2018). Ayrica bu nedenle ligninin, selillozun hidrolizini

de azalttig1 diistiniilmektedir (Esteghlalian vd., 2001).

Lignoseliilozik biyokiitleden etanol iiretimi {i¢ ana adimdan olusmaktadir. Bu adimlar

on iglem, hidroliz ve fermantasyon olarak siralanabilir (Maitan-Alfenas vd., 2015).

Biyokiitleye 6n islem uygulanmasi, biyokiitle yapisini degistirerek karbonhidratlarin
fermente edilebilir sekerlere hidrolizinde kullanilacak enzimlerin daha 1yi
caligabilmelerini saglamada gereklidir (Njoku vd., 2012). On islem, {iretim maliyetinde
Oonemli bir yere sahip olup, c¢ok cesitli 6n islem yontemleri mevcuttur. Bu yontemler
tipik olarak kullanilan biyokiitle ve enzimlere gore degisiklik gosterebilmektedir (Xu ve
Huang, 2014).

Ikinci basamak olan hidroliz, polisakkaritlerin monomerik sekerlere doniistiiriilmesi
stirecidir (Casey vd., 2013). Hidroliz islemi, uzun karbonhidrat zincirini (seliiloz veya
nisastadan) su molekiilii ilavesiyle ayirir ve genellikle enzim veya asit tarafindan
katalize edilmektedir. Biiyiik oOlglide seliiloz, hemiselilloz ve ligninden olusan
lignoseliilozik maddeler, enzimatik olarak parcalanabilmektedir. Seliiloz, hidrojen

baglarinin olusturdugu belirli bir kristallik derecesine sahiptir. Bu Kristallik, hidroliz

25



stirecini etkilemektedir. Kristallik yiiksek oldugunda hidroliz hizi yavaslamakta ve
enzim adsorpsiyonu daha diisiik seviyelerde gerceklesmektedir (Yang vd., 2011).
Seliilaz, seliiloz bilesigini parcalayan bir enzimdir. Seliilazlar, endoglukanaz,

ekzoglukanaz ve B-glukosidaz olmak iizere siniflandirilmaktadir (Aditiya vd., 2016).

Selillozdan farkli olarak, hemiseliilozun daha amorf 6zellige sahip olmasi hidrolize
edilmesini kolaylastirmaktadir (Aditiya vd., 2016). Hemiseliilazlar, galaktanlarin,
ksilanlarin ve mannanlarin pargalanmasi ve hidrolizinde yer almakta olup, endoksilanaz,

B-D ksilosidaz gibi enzimlerden olugmaktadir (Meena vd., 2018).

Ligninin varlig1 ise hidrolizin ger¢eklesmesini zorlagtirmaktadir. Bu nedenle hidrolizin
etkinligini en st diizeye ¢ikarmak igin ligninin uzaklastirilmasi gerekmektedir (Yang
ve Wyman, 2006). Ligninin pargalanmasinda rol oynayan enzimler peroksidaz ve
lakkaz ~enzimleri seklinde iki gruba ayrilmaktadir (Sindhu vd., 2016).
Mikroorganizmalar, yalnizca biyokiitlenin karmasik karbonhidratindan tiiretilen daha
basit seker formunu kullanabildiginden hidroliz islemine ihtiya¢ duyulmaktadir (Mosier
vd., 2002; Ferreira vd., 2009).

Fermantasyon, biyoetanol iiretiminde kritik bir siiregtir (Aditiya vd., 2016). Hidroliz
sonucu agiga c¢ikan fermente edilebilir sekerler, cesitli mikroorganizmalar tarafindan
etanol ve diger iiriinlere fermente edilebilmektedir (Casey vd., 2013). Ornegin, glukozu
fermente eden Zymomonas mobilis gibi bir bakteri tiirii, "gida" olarak glukoz agisindan
zengin hidrolizati tercih eder ve iiriin olarak etanolii ortama birakir. Teorik olarak, her
bir kilogram glukoz ve ksiloz, 0,51 kg etanol ile 0,49 kg karbondioksit iiretebilmektedir
(Hamelinck vd., 2005).
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2.7 Lignoseliilozik Biyokiitlede Kullanilan On Islem Yo6ntemleri

On islem yontemleri, fiziksel, kimyasal, biyolojik ve/veya bunlarin
kombinasyonunundan olusmaktadir. On islemin amaci, seliiloz, hemiseliiloz ve lignini
pargalamaktir. Bu polimerlerin par¢alanmasiyla, enzimatik hidroliz ve diger biyorafineri
prosesleri i¢in kolaylikla erigilebilen daha kiiglik pargalar elde edilmektedir (Sekil 2.4)
Bunun sonucunda ise gesitli katma degerli iriinler daha fazla verimle tretilmektedir
(Sharma vd., 2019).

Sekil 2.3 On isleme tabi tutulan lignoseliilozik biyokiitlenin durumu (Sharma vd., 2019)

2.7.1 Fiziksel ve fizikokimyasal 6n islemler

Fiziksel 6n iglem yontemleri olan, kirma, parcalama, dograma, 6gilitme, ultrasonik 6n
islem, mikrodalga 1simasi ile biyokiitle kiigiiltilmektedir. Bu islemlerle hidroliz i¢in
partikiil boyutunu azaltmak ve yiizey alanini artirarak biyokiitlenin mekanik olarak

parcalanmasi amaclanmaktadir (Aditiya vd., 2016; Sharma vd., 2019). Yapilan
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karsilastirma g¢aligmalart pargalanan biyokiitleden, daha biiyiik olan biyokiitleye gore
1.5 kat daha fazla iiriin elde edildigini gostermistir (Zeng vd., 2007).

Farkli 6giitme islemleri (bilyeli 6giitme, iki silindirli 6giitme, ¢eki¢li 6glitme, kolloid
ogiitme ve vibro enerjili 6giitme) lignoseliilozik malzemelerin enzimatik hidrolizini
artirmak icin kullanilmaktadir (Taherzadeh ve Karimi, 2008). Ogiitme, parcalama ve
kirma gibi islemler sonucunda hammadde boyutunun 10-30 mm ile 0.2-2 mm arasinda
degistigi bilinmektedir (Harmsen vd., 2010). Ogiitmenin tiirii ve siiresi ile, biyokiitlenin
tiirli, spesifik yiizey alanindaki artisi, seliiloz kristalliginde azalmayi belirlemektedir
(Taherzadeh ve Karimi, 2008). Ogiitme tekniklerine bagl olarak, hidroliz veriminin
%5-25 oraninda arttig1 belirlenmistir (Hendriks ve Zeeman, 2009). Fiziksel 6n islemde
yasanan en biiyiik zorluk, fazla enerji tiiketimine sebep olmasidir. Bu islemlerin, tim
biyoetanol liretiminde toplam enerji tiiketiminin iicte birini kullandigi bildirilmistir
(Aden vd., 2002). Ogiitme isleminde gerekli olan enerji tiiketiminin azaltilmas1 icin
islak  disk degirmeni ile Oglitme islemi gelistirilmistir. Ancak bu ydntemde
fermentasyon icin gerekli olan glukoz ve ksiloz gibi bazi seker konsantrasyonlarinda
diger 6giitme iglemlerine gore azalmalar olabildigi tespit edilmistir (Harmsen vd.,
2010). Ogiitmenin yiiksek enerji gereksinimi ve enerji fiyatlarinin siirekli artist
nedeniyle, bu siirecin ekonomik olarak uygulanabilir olmamasi muhtemeldir (Hendriks

ve Zeeman, 2009).

Ekstriizyon, hammaddelerin kesmeli karistiricida 1sitma islemine (>300 °C) tabi
tutuldugu daha gelismis bir mekanik pargalama yontemidir (Zhan vd., 2006; Kumar ve
Sharma, 2017). Ekstriizyonda, maddeler, ekstriiderden gecis sirasinda fiziksel ve
kimyasal degisikliklerle sonuglanan 1sitma, karistirma ve kesme islemlerine tabi
tutulmaktadir (Alvira vd., 2010). Boylece enzimin karbonhidratlara daha iyi ulasmasi
saglanmaktadir (Zhan vd., 2006). Ayrica diger 6n islem yontemleri ile birlestirildiginde,
mekanik ekstriizyon daha iyi performans gosterir ve indirgeyici sekerlerin toplam

verimini artirabilmektedir (Kumar ve Sharma, 2017).

Mikrodalga bazli 6n islem, hem termal hem de termal olmayan etkiler s6z konusu

oldugundan, fizikokimyasal bir siire¢ olarak kabul edilmektedir (Keshwani, 2009).
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Mikrodalga 1simasi, bir nesnenin i¢ 1sinmasina neden olmak icin elektromanyetik alan
uygulamasi: yapmaktadir. Biyoetanol iiretiminde, bu o6n islem, Onceden islenmis
biyokiitlenin yapisal bozulmasi amaciyla uygulanmaktadir. Lignoseliilozik biyokiitleye
uygulanan mikrodalga, madde dahili olarak 1sitilana kadar yapiy titreterek polar baglari
etkilemektedir. Islem sonucunda, karmasik lignoseliilozik yapi kirilarak enzimatik
miidahaleye uygun hale getirilmektedir (Ma vd., 2009). Mikrodalga 1simasi, kolay
uygulanan bir islem olmasi, diisiik enerji gereksinimi, kisa silirede yiiksek 1sitma
kapasitesi, minimum inhibitér dretimi ve selilloz fraksiyonunun yapisal
organizasyonunu bozmasi nedeniyle sik kullanilan bir yontemdir (Kumar ve Sharma,

2017).

Buhar patlamasi, lignoseliilozik biyokiitle i¢in en yaygin olarak kullanilan fiziko-
kimyasal 6n aritmadir. Biyokiitlenin saniyeler ile birka¢ dakika arasinda degisen bir
siire boyunca basingli buhara tabi tutuldugu ve ardindan aniden basincinin diistiriildigi
hidrotermal bir 6n islemdir. Islem sirasinda, hemiseliilozun ¢ogu hidrolize edilmektedir.
Boylece enzimlerden daha etkili sekilde caligmasina katki saglamaktadir. Bununla
birlikte, hemiselillozun uzaklastirilmast nedeniyle lignin igerigi arttigindan, buhar
patlamasi islemi delignifikasyon ile sonu¢lanmamaktadir. Ornegin, buharla patlatilmis
Douglas koknarinin lignin igerigi, islenmemis Douglas kéknarindan daha fazladir (Pan
vd., 2005).

Bu on islemde, hemiselillozda bulunan asetil gruplarmin hidrolizi (otohidroliz)
nedeniyle mekanik kuvvetleri ve kimyasal etkileri birlesmektedir. Otohidroliz, yiiksek
sicaklik, asetil gruplarindan asetik asit olusumunu tesvik ettiginde gerceklesir; ayrica su,
yiiksek sicakliklarda asit gorevi de gorebilmektedir. Mekanik etkilere ise, basincin
aniden diismesi ve patlayict dekompresyon nedeniyle liflerin ayrilmasi neden
olmaktadir (Alvira vd., 2010). Pargacik boyutu, sicaklik, uygulanma siiresi, nem gibi
baz1 parametreler bu yontemin etkinligini etkilemektedir. Diisiik biitceli bir yontem olan
buhar patlamasi, sert odunsu materyal ve tarimsal atiklarda etkiliyken yumusak odunsu
materyallerde etkin calismamaktadir. Ek olarak hemiseluloz kaynakli, asetik asit gibi
fermentasyon inhibitorlerinin olusumu da gozlenmektedir. Bu yontem amonyak ile de

beraber kullanilarak amonyakli buhar patlamasi1 (AFEX) olarak da isimlendirilmektedir.
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Yiiksek sicaklik ve basing altinda sivi amonyaga (1-2 kg sivi amonyak/kg hammadde)
maruz birakilan hammaddede selilloz, hemiselilloz ya da lignin tamamen
bozunmamakla birlikte yapis1 degismekte ve su tutma kapasitesi ile degradasyonu
artmaktadir (Kumar vd., 2009). AFEX 6n islemi, odunsu biyokiitle ve diger yiiksek
ligninli hammaddeler iizerinde smirlt etkinlik gosteririrken, tarimsal kalintilar ve otsu

hammaddeler tizerinde daha etkilidir (Wyman vd., 2005; Kumar ve Sharma, 2017).

Likit sicak su On islemi herhangi bir katalizér veya kimyasal kullanmayan bir
hidrotermal 6n islemdir. Suyu yiiksek sicakliklarda (160-240 °C) siv1 halde tutmak ve
lignoseliilozun yapisinda degisikliklere neden olmak icin basing uygulanmaktadir. Bu
islemin amaci, esas olarak hemiseliilozun yapisin1 bozmak, seliillozu daha erisilebilir
hale getirmek ve inhibitdr olusumunu 6nlemektir. Genel olarak, siv1 sicak su on iglemi,
maliyet tasarrufu potansiyeli, katalizér gereksinimi olmamasi ve diisik korozyon
potansiyeli nedeniyle ilgi ¢ekicidir. Ayn1 zamanda, daha yiiksek su girdisi nedeniyle
¢ozlinilir hale getirilmis hemiseliiloz ve lignin iiriinlerinin daha diisiik konsantrasyonda
mevcut olmast ve daha sonra bozunmadan kaynakli tiriinlerin konsantrasyonunun az
olmasi gibi bir avantaja sahiptir. Buhar patlamasi ile karsilagtirildiginda, daha disiik
inhibitor olusmaktadir. Ancak, islemde su ihtiyaci ve enerji gereksinimi daha yiiksektir

(Alviravd., 2010).

Karbondioksit patlamasi da lignoseliilozik biyokiitlenin 6n islemi i¢in kullanilmaktadir.
Bu yontem, karbondioksitin bir siiper kritik akiskan olarak kullanilmasina dayanaktadir.
Siiper kritik akigkan ifadesi, gaz halinde olan ancak kritik noktasmin {izerindeki
sicakliklarda sivi benzeri bir yogunluga sikistirilan bir akiskan anlami tasimaktadir.
Siiper kritik 6n iglem kosullari, substrat kullanilabilirligini artirarak ligninin etkili bir

sekilde ortamdan uzaklastirilmasini saglamaktadir (Alvira vd., 2010).

Son yillarda uygulanan 6n igslemler arasinda ultrason teknolojisi de yer almaktadir. Bu
on islemde, 20 kHz ila 1 MHz araliginda ultrason, karmasik lignoseliilozik yap1 agin
kiran oksitleyici radikallerin {iretilmesi i¢in biyokiitle islemede kullanilmaktadir (Luo
vd., 2014). Ultrason teknolojisi, daha az reaksiyon siiresi ve biyokiitle doniisiim

stirecindeki etkinligi nedeniyle diger yontemler arasinda 6nde gelen 6n islem
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uygulamalarindan biri olarak ortaya ¢ikmistir. Ultrason uygulamasinin temel amaci,
hemiseliiloz ve lignin arasindaki eter baglarinin kirilmasiyla lignoseliilozik biyokiitlenin
biitiinliigiinii bozmaktir (Haldar ve Purkait, 2021). Bu nedenle, istenen 6n islem
hedeflerini karsilamak i¢in sonikasyonun giicii ve siiresi, biyokiitlenin 6zelliklerine gore

optimize edilmelidir (Kumar ve Sharma, 2017).

Oksidatif 6n islem, fizikokimyasal 6n islem tiirlerinden olup, hidrojen peroksit ve ozon
gibi oksitleyici reaktiflerle uygulanmaktadir. Hidrojen peroksit, hidrolizi sonucu lignin
bozunmas1 ve hidroksil radikallerinin olusumunu sagladigindan yaygin olarak
kullanilan bir oksidandir (Yan vd., 2020). Birgok durumda kullanilan oksitleyici segici
degildir ve bu nedenle hemiseliilloz ve selilloz kayiplari meydana gelebilir. Lignin
oksitlendiginden ve ¢Oziinlir aromatik bilesikler olustugundan, inhibitérlerin

olusumunda yiiksek bir risk mevcuttur (Hendriks ve Zeeman, 2009).

Darbeli elektrik alan1 6n islemi, hiicre zarinda gozenekler olusturarak biyokiitlede
bulunan seliilozun agiga cikarilarak seliilozu meydana getiren sekerleri parcalayacak
maddelerin girisine izin vermektedir. Bu 6n islemde, biyokiitle kisa siireler i¢in (nano
ila milisaniye) 5.0-20.0 kV/cm arasinda ani bir yiiksek voltaj patlamasina maruz
birakilmaktadir. Bu islemin avantaji, ¢ok kisa darbe siiresi (100 ps) nedeniyle diisiik
enerji gereksinimi ve aritmanin ortam kosullarinda gergeklestirilebilmesidir (Kumar ve
Sharma, 2017).

2.7.2 Kimyasal 6n islemler

Lignoselulozik yapidaki baglarin bozulmasi, selilloz ve hemiseliillozun ortaya
¢ikarilmasi i¢in, alkali, asit, organosolv, 0zonoliz ve iyonik sivi kullanim1 gibi kimyasal

on islemler uygulanmaktadir.

Asit on islemlerinin temel amaci, biyokiitlenin hemiseliilozik yapisinin bozulmasini
saglamak ve seliilozu enzimler i¢in daha erisilebilir hale getirmektir. Bu tip 6n islemler,

konsantre veya seyreltilmis asit ile gergeklestirilebilir (Alvira vd., 2010).
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Kimyasal on islem, kimyasal maddelerin daha kolay elde edilebilmesi, depolama
problemi olmamasi ve uygun depolama ile dayanikliliklarinin fazla olmasi nedeniyle
daha cok tercih edilmektedir. Kimyasal maddeler lignoseliilozik duvarlar1 ve nisastanin
kompleks karbonhidrat zincirini, daha az enerji gerektiren dogrudan kimyasal reaksiyon
yoluyla bozmaktadir (Mosier vd., 2005). Ancak konsantre asit kullanimi, furfural, 5-
hidroksimetilfurfural, fenolik asitler ve aldehitler gibi inhibe edici bilesiklerin olusumu
nedeniyle etanol iiretiminde pek tercih edilmemektedir. Ayrica, konsantre asit on
islemleri kullanildiginda olusan korozyon sorunlari 6nemli bir dezavantajdir (Alvira vd.,

2010).

Seyreltik asit 6n islemi, endiistriyel uygulamalar icin daha uygun bir yontem olarak
goriinmektedir (Taherzadeh ve Karimi, 2008). Bu 6n islem, kovalent baglar gibi baglari

bozarak lignoseliilozik direnci dl¢iide azaltabilmektedir (Li vd., 2010).

Cesitli biyokiitlelerin 6n islemi i¢in farkli asitler kullanilmaktadir. Yaygin olarak
kullanilan asitlerden bazilari, sulfurik asit, hidroklorik asit, nitrik asit, fumarik asit,
oksalik ve maleik asittir (Alvira vd., 2010; Kumar ve Sharma, 2017).

Ticari olarak en yaygin kullanilan asit seyreltik siilfiirik asittir (Kumar ve Sharma,
2017). Silfuirik asit 6n islemi, hemiseliilozlarin ¢6ziinmesine yol agarak, kovalent
baglari, hidrojen baglar1 ve van der Waals kuvvetleri ile baglanan lignoseliilozik yapinin
bozunmasini saglamaktadir (Li vd., 2010). Seyreltilmis H,SO4 6n islemi, seliiloz
hidrolizini 6nemli ol¢lide artirmaktadir. Seyreltik asitle selillozdan glukoz verimi
neredeyse %100'e yiikselmektedir (Mosier vd., 2005). Literatiirde de siilfiirik asitle
muamelenin yapildigi pek cok ¢alisma bulunmaktadir. Piring kabuklariyla yapilan bir
calismada seyreltik H,SO4 6n islemi ve ticari enzimler kullanilarak piring kabugundan
%60 verimle fermente edilebilir seker elde edilmistir (Saha vd., 2005). Bermuda otu ve
cavdar samaninin %1.5 siilfiirik asit ile 6n muamelesi ve ardindan enzimatik hidroliz
sonucu, bermuda otu ve ¢avdar samanindan sirastyla %19.71 ve %22.93 indirgeyici
seker elde edilmistir (Sun ve Cheng, 2005). Lu vd., 80, 100 ve 120°C'de %2, %4 ve %6
stilfiirik asit konsantrasyonlar1 kullanarak misir samanini 6n isleme tabi tutmustur. Misir

samani on muamelesi i¢in optimum kosullar, %2.0 H,SO4 konsantrasyonu ve 120°C'de
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43 dakikalik bir reaksiyon siiresi olarak hesaplanmistir. %77'ye kadar ksiloz verimi elde
edilirken, glukoz verimi %8.4 olarak tespit edilmistir (Lu vd., 2007).

Zeytin agaci biyokiitlesinden seyreltik asit 6n isleme tabi tutularak fermente edilebilir
sekerlerin iiretimi Cara vd. tarafindan incelenmistir. On islem %0.2, %0.6, %1.0 ve
%1.4 (w/w) siilfiirik asit konsantrasyonlarinda gergeklestirilmistir. Hammaddedeki
hemiseliilozik sekerlerin maksimum %383'i 170 °C'de ve %1 H,SO,4 konsantrasyonunda
elde edilen 6n hidrolizatta geri kazanilmistir (Cara vd., 2008). Baska bir ¢alismada
enzim erisilebilirligini arttirmak icin piring samani seyreltik siilfiirik asit ile 6n isleme
tabi tutulmustur. Optimum seyreltik asit %1.2 olarak tespit edilmis ve piring samani
seyreltik asit ile muamele edildikten sonra 24 saatte glukoz yaklasik %90 oraninda geri
kazanilmistir (Kim vd., 2012).

Eulaliopsis binata'nin (Hindistan ve Cin'de yaygin olarak bulunan ¢ok yillik bir ¢gimen)
seyreltilmis H,SO, ile optimum kosullarda 6n isleme ugratilmasi sonucu, diisiik
seviyelerde inhibitor olusumu ile %21.02 toplam seker, %3.22 lignin ve %3.34 asetik
asit ortaya ¢ikmustir (Tang vd., 2013). Seker pancari kiispesine %0.66 siilfiirik asitle 6n
islem uygulanan bir c¢alismada, enzimatik hidroliz verimi %33'ten %93'e ¢ikmustir.
Ayrica toplam indirgeyici seker verimi %62’ye ulasmistir (Zheng vd., 2013). Panicum
virgatum, L. bitkisi {izerinde seyreltik asit o6n isleminin ksiloz ve glukoz
konsantrasyonlarina etkisi incelenmistir. On islem sonucu ksiloz konsantrasyonunun
maksimum 21.71 g/L’ye ulastigi belirlenmistir (Djioleu ve Carrier, 2016). Misir
samaninin, seyreltik (%1) H,SO, 10 dakika boyunca 165°C'de 6n isleme tabi
tutulmasiyla %80 oraninda monomerik ksiloz verimine ulasilmistir (Sievers vd., 2017).
Seker kamisi kiispesinin seyreltik asit (%2 v/v H2SO,) ile hidrolizinin Kinetik ve
termodinamik 6zelliklerini arastirilmis ve maksimum ksiloz verimi 0.81g/g hemiseliiloz
olarak bulunmustur (Tizazu ve Moholkar, 2018). Misir sapinin kullanildigi baska bir
calismada, misir sapinin %2 H;SO,4‘le muamele edilmesi sonucu %75.68 oraninda

hemiseliiloz degradasyonu gézlenmistir (Jehadin vd., 2021).

Fumarik veya maleik asitler gibi organik asitler, etanol iiretiminde seliilloz hidrolizini

artirmak icin alternatifler olarak degerlendirilmektedir. Her iki asit, bugday samanindan
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hidroliz verimleri ve 0n islem sirasinda olusan inhibitor bilesiklerin olusumu agisindan
stilfiirik asit ile karsilastirilmistir. Sonuglar, 150 °C'de ve %20-30 (w/w) kuru bugday
samaninin  On isleminde organik asitlerin kullanilabilecegini goéstermistir. Ayrica,
maleik ve fumarik asit on islemlerinde siilfiirik aside gore daha az miktarda furfural

olusmustur (Kootstra vd., 2009).

Oksalik asit ise mayalar ve diger mikroorganizmalar i¢in siilfiirik ve asetik asitlere gore
daha az toksik olup, glikolizi engellememektedir. Misir koganlarinin 6n islemi igin
oksalik asit kullanilan bir ¢alismada, misir kogcan1 168°C'de 26 dakika 6n isleme tabi
tutulmustur. Oksalik asit ile uygulanan 6n iglemi sonucu toplam %13 seker verimi elde
edilmistir. Ayrica, daha az miktarda inhibitor tretildigi belirlenmistir (J.-W. Lee vd.,
2011).

Asitle muamelenin aksine, alkali 6n muamele yontemleri genel olarak oda sicaklifinda
ve basincinda gergeklestirilir. En yaygin olarak kullanilan alkali reaktifler, sodyum,
potasyum, kalsiyum ve amonyum tuzlarinin hidroksil tiirevleridir (Kumar ve Sharma,
2017). Bazi bazlarin lignoseliilozik biyokiitle tizerindeki etkisi, biyokiitlenin lignin
icerigine bagli olarak alkali 6n islemlerinin temelini olusturmaktadir. Alkali 6n islemler
kullanilan kimyasala gore iki gruba ayrilabilir: (1) sodyum veya kalsiyum hidroksit
kullanan on islemler (2) amonyak kullanan 6n islemler. NaOH, lignoseliilozik
biyokiitlenin 6n isleminde yogun olarak calisilan en gii¢lii bazlardan biridir. Bu 6n
islemler, seliiloz sindirilebilirligini arttirmakla birlikte, selilloz ve hemiseliilozun asit ya
da hidrotermal iglemlere gore daha az ¢oziiniirliigiini saglamaktadir. Bununla birlikte,
alkali 6n islem, lignin ¢oziiniirliigiinde daha etkin bir rol oynamaktadir (Carvalheiro vd.,
2008). Alkali 6n islemin etkinligi, lignoseliilozik biyokiitlenin 6zelligine, kullanilan
alkaliye ve reaksiyon kosullara baghdir (Liu vd., 2019). Alkali 6n islemin énemli bir
dezavantaji, alkalinin geri kazanilamaz tuzlara doniistiiriilmesi ve/veya ©On aritma
reaksiyonlar1 sirasinda tuzlarin biyokiitleye dahil edilmesidir. Bu durumda biiyiik
miktarda tuzun aritilmasi, alkali 6n islemini zorlastiran bir konu halini almaktadir
(Zheng vd., 2009). Ayrica islem sirasinda iiretilen 6nemli miktardaki tuzlar, mikrobiyal
biiylimeyi ve uygun sekilde uzaklastirilmadiklarinda etanol fermantasyonunu

engelledigi ve daha fazla atik su iirettigi i¢in biiyiik bir problemdir. Bu problemler icin
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alternatif bir ¢6zliim, sodyum hidroksitin amonyak ile degistirilmesidir. Ancak amonyak,
lignoseliilozik biyokiitlenin delignifikasyonunda daha az etkili olan zay1f bir bazdir (Liu
vd., 2019). Bunlar disinda Ca(OH); ile muamele de ¢alisilmistir. Ca(OH); ile 6n islem
sonucu, kristallik indeksini artiran lignin gibi amorf maddeler uzaklastirilir (Alvira vd.,
2010). Ca(OH); ayrica asetil gruplarini hemiseliilozdan uzaklastirir, enzimlerin engelini
azaltir ve seliiloz sindirilebilirligini arttirir. Kiregle 6n islem, NaOH veya KOH 6n
islemlerine kiyasla daha diisik maliyetli olup, CO, ile reaksiyona sokularak

hidrolizattan kolayca geri kazanilabilir (Mosier vd., 2005).

Ozonoliz, lignoseliilozik bir biyokiitle 6n islemi olarak ge¢mis yillarda kullanilmakta
olup, son yillarda verimliligi ve zorlayici olmayan calisma kosullari nedeniyle tekrar
yayginlasmaktadir. Ozon, karbonhidratlar yerine lignin ile reaksiyona girerek
biyokiitlenin bozulmasini ve delignifikasyonunda rol oynamaktadir. Dolayisiyla da
enzimatik hidroliz yoluyla seker salinimini saglamaktadir. On isleme tabi tutulmus
biyokiitleden elde edilen hidrolizat, basta etanol, metan ve hidrojen olmak {izere ikinci
nesil yakit {iretimi igin seker kaynagi olarak kullanilmaktadir (Travaini vd., 2016). On
islem genellikle oda sicakliginda ve normal basingta gerceklestirilerek ve sonraki
hidroliz ve fermantasyonu etkileyebilecek engelleyici bilesiklerin olusumuna yol
agmamaktadir (Alvira vd., 2010). Kisa zincirli karboksilik asitler, {iretilen baslica
inhibitor bilesikler olsa da, suyla yikama ile uygun sekilde uzaklastirilabilmektedir.
Furfural ve HMF (5-hidroksimetilfurfural) gibi diger 6n islemler sonucu ortaya ¢ikan en
yaygin inhibitdr bilesikler, ozonla 06n isleme tabi tutulmus hidrolizatlarda
bulunmamaktadir. Ozonoliz, ¢esitli lignoseliilozik biyokiitlelerde ¢ok diisiik
karbonhidrat kayiplari ile yiiksek delignifikasyon (~%80) ve toplam seker salim verimi
(~%75) saglayan etkin bir 6n islemdir (Travaini vd., 2016).

Organosolvent islemi, etanol, metanol, etilen glikol, aseton gibi sulu organik
¢oziiclilerin belirli sicaklik ve basing kosullar1 altinda biyokiitleye eklenmesini
icermektedir (Alriols vd., 2009). Lignini ¢6ziindiirmek ve enzimatik hidroliz i¢in uygun
islenmis selilloz saglamak i¢in metanol, etanol, aseton, etilen glikol yani sira
tetrahidrofurfuril alkol dahil ¢ok sayida organik veya sulu solvent karisimi

kullanilmaktadir. Diger kimyasal 6n islemlerle karsilastirildiginda, organosolv igleminin
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ana avantaji, yan Uriin olarak nispeten saf ligninin geri kazanilmasidir (Zhao vd., 2009).
Genellikle bu islem bir asit, baz veya tuz katalizorii varliginda gerceklesir (Bajpal,
2016). Organosolv 6n islemindeki sicaklik, ilgili biyokiitle ve katalizoriin tipine baghdir
ve 200°C'ye kadar ¢ikabilir. Bu islem esas olarak katma degerli bir {iriin olan ligninin
ekstraksiyonu i¢in kullanilir. Lignin disinda, organosolv 6n islemi sirasinda C5 ve C6

sekerlerinin seliiloz fraksiyonu ve hemiseliiloz surubu da tiretilir (Agbor vd., 2011).

2.7.3 Biyolojik on islemler

Biyolojik 6n islem diisiik enerji gerektirmesi, kimyasal madde igermemesi, daha az
kirlilik ve daha yiiksek verim nedeniyle tercih edilmektedir. Dogada bulunan bakteri ve
mantarlar, biyokiitlenin verimli bir sekilde parcalanmasi i¢in farkli lignoseliilolitik
enzimler salgilayarak ve 5- ve 6- karbonlu sekerlerin olusumuna katki saglamaktadir
(Sharma vd., 2019). Bu mikroorganizmalar, hiicre digina hidrolitik enzim (hidrolazlar
gibi) ya da lignini depolimerize eden ligninolitik enzim salgilayarak degrade eder ya da
degistirirler (Pérez vd., 2002). Bakterilerin, bitkilerin ¢ilirlime siireglerinde 6nemli
oldugu diisiiniilmektedir. Kendi baslarina niifuz edemedikleri i¢in genellikle mantarlarla
ayn1 anda aga¢ hiicrelerini istila etmektedirler. Bakteriler, hiicre dis1t mantar enzimleri
tarafindan degisiklige ugratilmis bitki hiicre duvar bilesenlerini kullanirken, mantarlara
da gereksinim duyduklari maddeleri saglayabilmektedir. Ek olarak, bitkide yasayan bazi
bakterilerin atmosferik nitrojeni sabitleme yetenegi, misel gelisimini artirarak bitki
ayrisma hizi iizerinde belirgin bir etkiye sahip olmaktadir. Cok ¢esitli aktinomisetler ve
diger bakteriler, lignoseliillozu parcalayan mikroorganizmalar olarak tanimlanmistir.
Bitki bozunmasinin en sira dis1t modellerinden biri, bakterilerin esas olarak bitki hiicre
duvarlarinin i¢ini bozarak tiineller olusturdugu bakteriyel tiinellemedir. Bakteriler
tarafindan bitki ¢iirimesinin bir bagka modeli, bakterilerin seliilloz mikrofibrillerine
paralel olarak bitki hiicre duvarlarinda oluklar olusturdugu ¢izgili erozyondur (Chen vd.,
2010).

Yukarida verilen 6zelliklere sahip, biyolojik 6n islemde kullanilan ve gesitli biyokiitle
parcalayict enzimler {ireten bir¢ok bakteri bulunmaktadir. Lignoseliilozik biyokiitlenin

on igleminde en verimli bakteri suslarinin se¢imi, enzimatik hidroliz ve fermentasyonu
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etkileyen onemli adimlardir. Bazi bakterilerin (Clostridium sp., Cellulomonas sp.,
Bacillus sp., Thermomonospora sp., Streptomyces sp. vb.) dogal biyopolimerleri
hidrolize ettigi bilinmektedir. (Sharma vd., 2019). Bakteriler, zorlu kosullarda hayatta
kalabilir ve lignoseliilozik biyokiitlenin 6n aritimi i¢in iyi bir potansiyele sahiptir.
Paenibacillus ve Bacillus suslarindan izole edilmis seliilazlarin genis bir pH
spektrumunda yiiksek termostabiliteye ve/veya aktiviteye sahip olduklar1 gosterilmistir.
Cellulomonas flavigena ve Terendinibacter turnerae gibi suslardan, daha genis substrat
kullanim1 sunan islevli seliilazlar iiretilmektedir (Maki vd., 2009). Bununla birlikte,
Zymomonas mobilis gibi anaerobik bakteriler de seliilolitik adaydir ve yiiksek etanol
verimi i¢in sakkaroz, glukoz ve fruktozun fermentasyonunda kullanilabilmektedir (Dien
vd., 2003).

Biyolojik on islemde, lignoseliilozik biyokiitledeki lignini bozunduran organizmalar
kullanilmaktadir (Sindhu vd., 2016). Kahverengi, beyaz ve yumusak ¢iiriik¢iil mantarlar
bu organizmalar arasinda yer almaktadir (Chen vd., 2010). Bu organizmalar sayesinde
biyokiitle enzimatik hidrolize daha duyarli hale gelmektedir. Genel olarak, kahverengi
ve yumusak ¢iiriikgiller seliilozu sindirip, ligninde kii¢iikk modifikasyonlar yapmaktadir
(Bajpai, 2016). Beyaz ciiriik¢iil mantarlar ise peroksidazlar ve lakkazlar (lignin

parcalayici enzimler) ile ligninin yapisin1 bozmaktadir (Kumar vd., 2009; Bajpai, 2016).

Bir basidiomycete olarak beyaz ¢iiriik¢lil mantarlar dogada yaygindir ve 6zellikle orman
ekosistemlerinde aktiftir (Chen vd., 2010). On islem i¢in yaygin olarak kullanilan beyaz
ciiriik¢lil mantar tiirleri, Phanerochaete chrysosporium, Ceriporia lacerata, Cyathus
stercolerus, Ceriporiopsis subvermispora, Pycnoporus cinnarbarinus ve Pleurotus
ostreaus'tur. Bu basidiomycetes tiirlerinin yani1 sira, lignoseliillozik hammaddenin
parcalanmasi i¢in Bjerkandera adusta, Fomes fomentarius, Ganoderma resinaceum,
Irpex lacteus, Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor ve Lepista nuda’da
calisilan tiirler arasindadir (Shi vd., 2008; Kumar vd., 2009). Beyaz c¢iiriik¢iil mantarlar
ligninin bozunmasiyla, karbon ve enerji kaynagi olan holoseliilloza erigim
saglamaktadir. Degradasyon siirecinde, seliiloz tipik olarak endo- ve ekzo-glukanazlar
ve B-glukosidazlar tarafindan, hemiseliiloz endo-glikanazlar ve glikosidazlar tarafindan

ve lignin spesifik olmayan enzimler tarafindan parcalanir. Baz1 beyaz ¢iiriik¢iil mantar
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tiirleri, seliilozu parcalamadan lignin veya hemiseliilozu parcalayabilmektedir. Digerleri,
seliloz ve hemiseliilozlart 6nemli Glglide bozmadan lignini segici olarak degrade
etmektedir. Bu tiir oOzellikler, beyaz ¢iiriik¢iil mantarlarin biyoyakit iiretiminde

kullanilmasini olanakli hale getirmektedir (Chen vd., 2010).

Kahverengi ciiriik¢iil mantarlar, iiretilen seliilolitik enzimler ve seliilloz bozunma modeli
acisindan beyaz ciiriik¢iil mantarlardan 6nemli 6l¢iide farklidir. Kahverengi ciirtikgiil
mantarlar, selillozu biiyiik 6l¢lide depolimerize eder ve beyaz ¢iiriik¢iil mantarlarina
kiyasla bitkinin dayanikliligini ciddi sekilde azaltir. Kahverengi ¢iirlik¢iil mantarlardan
bazilar1 Serpula lacrymans, Postia placenta, Coniophora puteana ve Gloeophyllum
trabeum'dur (Chen vd., 2010).

Yumusak ¢iirtik¢iil mantarlar, beyaz ve kahverengi ¢iiriikgiil mantarlarinin bulunmadigi
belirli kosullarda aktiftir. Yumusak ciiriiklere neden olan mantarlar arasinda karasal
ortamlarda Chaetomium globosum, Humicola grisea, Petriella setifera, Phialophora
mutabilis ve Trichurus spiralis gibi Ascomycota ve mitosporik tiirler ve deniz ve nehir
agz1 ortamlarinda Lulworthia, Halosphaeria ve Pleospora tiirleri bulunur. Yumusak
ciiriik¢iil mantar1 Trichoderma reesei, biyokiitleyi kimyasal ara iiriinlere ve etanol gibi
biyoyakitlara dontistiiren basit sekerlere depolimerize etmek i¢in kullanilan, endiistriyel

seliilaz ve hemiseliilaz kaynag olarak kullanilmaktadir (Chen vd., 2010).

Bakteri ve mantarlarin yani sira bocekler, solucanlar, gastropodlar ve gevis getiren
hayvanlar gibi lignoseliilozu pargalama konusunda gii¢lii bir yetenege sahip baska
makro organizmalar da vardir. Bu makroorganizmalar, seliilozik biyokiitlenin mekanik,
enzimatik, bagirsak floras1 ve/veya bunlarin kombinasyonu ile parcalanmasi i¢in bazi
fizyolojik mekanizmalarla olusturulmustur. Bu organizmalar, fiziksel par¢alanma i¢in
kendi 0Ozel besleme/cigneme mekanizmalarina ve selillozun verimli bir sekilde

sindirilmesi i¢in farkli enzimatik bilesenlere sahiptir (Sharma vd., 2019).
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2.7.4 Fermentasyon stratejileri

Biyoetanol iiretiminde yaygin olarak kullanilan, ayrilmig hidroliz ve fermantasyon
(SHF), es zamanli sakkarifikasyon ve fermantasyon (SSF) ve es zamanh

sakkarifikasyon ve birlikte fermentasyon (SSCF) olmak tizere {i¢ islem vardir.

Ayrilmig hidroliz ve fermentasyon (SHF) yonteminde, lignoseliillozik malzemelerin
hidrolizi etanol fermentasyonundan ayrilmaktadir. Bu yontemle hidroliz ve
fermantasyon siireglerinin her birinden tam olarak yararlanilmasi amaglanmaktadir.
SHF’de hidrolizat, glukozu fermente etmek i¢in birinci reaktére alinir. Daha sonra
etanol damitilir ve hidrolizatin geri kalani, ksiloz bilesenlerinin fermente edilmesini
saglamak i¢in ikinci reaktore aktarilir. Benzer sekilde etanol daha sonra distilasyon
islemi ile uzaklastirilir. Enzimatik hidroliz ve fermentasyonun ayrilmasi, fermentasyon
yapan organizmalar daha diisiik sicakliklarda seker kullanimi gergeklestirdiginden
enzimin daha iyi performansla yiiksek sicaklikta ¢alismasina izin vermektedir (Balat
vd., 2008; Canilha vd., 2012). Ornegin, seliilazlar genellikle 45-50 °C arasinda
calisirken etanol {lireten mayalarin c¢ogu 30-37 °C‘de calismaktadir. Bu islemin
dezavantaji ise, hidrolizden sonra hidroliz hizin1 azaltan ve dolayisiyla daha diisiik
verimle ve daha yavas etanol iiretimine neden olan inhibisyon olusumudur. Serbest
kalan sekerler, oOzellikle sellobiyoz ve glukoz tarafindan selillaz aktivitesinin
inhibisyonu, SHF'nin ana dezavantajidir. Ortamdaki sellobiyoz miktar1 6 g/L gibi diisiik
bir konsantrasyonda olmasi halinde bile, seliilazin aktivitesi %60 oraninda azalmaktadir.
Ortamdaki glukoz da inhibitor etki gostererek selillaz aktivitesini engellese de
sellobiyozdan daha diisiik bir oranda inhibisyon yapmaktadir (Taherzadeh ve Karimi,
2007; Balat vd., 2008; Canilha vd., 2012). SHF'deki bir baska olasi sorun da
kontaminasyon riski olugsmasidir. Hidroliz islemi 6rnegin, bir ile dort gilin gibi uzun siire
almaktadir. Bu durumda seyreltik bir seker c¢ozeltisi, 45-50°C gibi oldukca yiiksek
sicakliklarda olsa dahi mikrobiyal kontaminasyon riski tasimaktadir. Olas1 bir diger

kontaminasyon kaynagi da enzimler olabilmektedir. Enzimin, otoklavda deaktivasyonu

nedeniyle filtre edilmesi gerektiginden biiyiikk Olgekte sterilize edilmesi zordur

(Taherzadeh ve Karimi, 2007).
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Es zamanli sakkarifikasyon ve fermentasyon (SSF): On islem ve enzimatik hidroliz
adimlarindan elde edilen sekerler, bakteri, maya veya filamentli mantarlar tarafindan
fermente edilir. Ancak, enzimatik hidroliz ve fermentasyon ayni1 zamanda SSF olarak
adlandirilan bir adimda gergeklestirilebilmektedir (Hahn-Hagerdal vd., 2006). Bu
yontemde SHF'nin aksine, enzimlerin sekerleri serbest birakmak i¢in hidroliz
yapilmasina ve arada herhangi bir ayirma islemi olmadan bu sekerleri hemen etanole
fermente edilmesine izin verilmektedir. Bu sayede hidroliz isleminden sonra olusan
monomerlerin indirgenmesi de engellenmis olmaktadir. Son iiriin inhibisyonunu ortadan
kaldirarak daha iyi etanol verimi elde edilebilmesi ayri reaktorlere olan ihtiyaci ortadan
kaldirabilmesi nedeniyle bu yontem daha ¢ok kullanigh hale gelmistir (Hamelinck vd.,
2005). Bu yontem, seyreltik asit veya yliksek sicaklikta sicak su On islemi ile
birlestirildiginde etkili olmaktadir (Balat vd., 2008). Bu yontemde seliilazlar ve
ksilanazlar karbonhidrat polimerlerini fermente edilebilir sekerlere doniistiirmektedir.
Ancak, bu enzimler, glukoz, ksiloz, sellobiyoz ve diger oligosakkaritler gibi {irlinler
nedeniyle olusan inhibisyona karsi ¢ok hassastir (Jeffries ve Jin, 2000). Hidroliz
inhibisyonlarinin, fermantasyon prosesi ile ¢oziilmesi nedeniyle, SSF'nin daha yiiksek

etanol verimi ile sonuglandigi diisiiniilmektedir. (Gupta ve Verma, 2015).

Yapilan bir c¢alismada, enzimlerin daha az kullanilmasi dahil olmak {iizere SSF
yonteminin diger yararlari ortaya ¢ikarilmistir; bu yontemde iiretim silireci daha hizlh
olmakta, daha az sayida ve hacimde reaktore ihtiyag duyulmakta, dolayisiyla hem seker
salinimi hem de fermentasyon iglemi ayni anda baslatildigindan maliyeti daha diisiik
olmaktadir (Sun ve Cheng, 2002). Diger bir ¢alismada, SSF yontemiyle palmiye
yagindan etanol elde edilmis ve yaklasik %62.75 teorik etanol verimi ile sonuglanmustir.
Arastirmacilar ayrica 745 kWh/ton palmiye yapragi yag: olarak hesaplanan genel iiretim
igin gerekli olan toplam enerjiyi de analiz etmislerdir (Srimachai vd., 2014). Bununla
birlikte, enzimler ve mikroorganizmalar yalnizca tercih edilen sicaklik ve pH icinde
kullanilabildiginden, ¢ozelti ortamini kontrol etmek bu yontemin zorluklarindan biridir.
Cogu enzim, hafif asit ortaminda (pH<5) hala aktif olabilmekte ve bu kosullar
mikroorganizmalarin siirdiriilebilirligini tehdit etmesine ragmen 313 K’den yiiksek

sicakliga direngli olabilmektedir (Huang vd., 2005).
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SSF yontemi ile bildirilen degerlerden daha yiiksek biyoetanol verimi elde
edilebilmekte ve bu yontem daha diisiik miktarlarda enzim gerektirmektedir, ¢iinkii
enzimatik hidroliz sirasinda olusan sellobiyoz ve glukozdan kaynaklanan son iiriin
inhibisyonu, maya fermantasyonu ile giderilebilmektedir (Dien vd., 2003; Chandel vd.,
2007). Uriin olusumunun verimliligi, a/a (Ww/w) bazinda yaklasik %5’e kadar cikabilen
biyoetanol konsantrasyonuna ulasabilmektedir, bu nedenle yiiksek sicakliklarda (>313
K) ve %5 veya lizerinde biyoetanolde fermantasyon bu teknolojinin ticarilestirilebilmesi
igin Oncelik verilmesi gereken durumlardir (Jeffries ve Jin, 2000). SSF, lignin, pektin ve
lignoseliilozlar gibi karmagik polimerler igeren dogal heterojen malzemeleri kullanan
bir toplu islemdir (Sabu vd., 2006). Yapilan bir ¢alismada aerobik veya anaerobik
kosullar altinda Saccharomyces cerevisiae ve Mucor indicus ile onceden islenmis
seyreltik asitli piring samanmin SSF’si incelenmistir. Ayrica M. indicus ile 6n isleme
tabi tutulmus piring samaninin anaerobik SSF’sinde en yiiksek biyoetanol ve gliserol

verimlerinin elde edildigi iddia edilmistir (Karimi vd., 2006).

SSF veya SHF disinda, mevcut alternatifler konsolide biyoisleme (CBP) ve es zamanli
sakkarifikasyon ve birlikte fermantasyondur (SSCF) (Karimi vd., 2006). CBP
esnasinda; seliilaz iiretimi, biyokiitle hidrolizi ve etanol fermantasyonu hep birlikte tek
bir reaktorde gergeklesmektedir (Bjerre vd., 1996). Bu siire¢ ayn1 zamanda dogrudan
mikrobiyal doniisiim olarak da bilinir. Bu islemde, seliillozu dogrudan etanole fermente
etmek i¢in yaygin olarak tek veya birlesik mikroorganizma konsorsiyumu kullanilir.
CBP'nin uygulanmasi, enzimin satin alinmasi veya iretimi i¢in herhangi bir kaynak
yatirrmi  gerektirmemektedir (Hamelinck vd., 2005). C. thermocellum gibi
mikroorganizmalar ve Neurospora crassa, Fusarium oxysporum ve Paecilomyces sp.
dahil olmak iizere bazi funguslar CBP’yi dogal olarak gerceklestirebilme yetenegine
sahiptir. Ancak, diisiik etanol verimleri ve uzun fermantasyon siireleri (3-12 giin)
nedeniyle CBP verimli bir siire¢ degildir (Szczodrak ve Fiedurek, 1996). SSCFde,
birlikte fermantasyon yapan mikroorganizmalarin, ¢alisma pH'1 ve sicakligi acisindan
uyumlu olmasi gerekmektedir (Das Neves vd., 2007). C. shehatae ve S. cerevisiae'nin
bir kombinasyonu, SSCF islemi i¢in etkili suslar olarak rapor edilmistir (Das Neves vd.,
2007). Fermentasyonda kullanilan bazi yerli veya yabani tip mikrorganizmalar S.

cerevisiae, E. coli, Z. mobilis, P. tannophilus, C. shehatae, P. stipitis, C. brassicae, M.
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indicus vb.dir (Nigam, 2001; Balat vd., 2008; Sanchez ve Cardona, 2008; Girio vd.,
2010; Sukumaran vd., 2010; Sarkar vd., 2012). P. stipitis BCC15191 (Buaban vd.,
2010), P. stipitis NRRLY-7124 (Nigam, 2001), rekombinant E. coli KO11 (Takahashi
vd., 2000), C. shehatae NCL-3501 (Abbi vd., 1996), S. cerevisiae ATCC 26603
(Moniruzzaman, 1995) gibi genetigi degistirilmis mikroorganizmalar, daha yiiksek
etanol verimi elde edilebilmesi amaciyla kullamilmistir. K. marxianus, Candida
lusitanieae ve Z. mobilis, Clostridium sp. ve Thermoanaerobacter sp. gibi diger
mikroorganizmalar, sekerin fermantasyon araciligiyla ectanole doniistiiriilmesi igin

onerilmistir (Bjerre vd., 1996; Pandey vd., 2000).

Bununla birlikte, SSF teknolojisinin, SSCF i¢in avantajli oldugu kanitlanmistir.
SSCF'de, enzimatik hidroliz, pentoz sekerlerinin daha hizli ve daha yiiksek verimle
fermente edilmesini saglayacak sekilde glikoliz oranini artiran heksoz sekerleri siirekli
olarak ortama saliverilmektedir (Hahn-Hagerdal vd., 2006). SSF ve SSCF, her iki tinite
operasyonu da ayni tankta yapilabilmeleri ve daha diisiik maliyetli olmalar1 nedeniyle
tercih edilmektedir (Mosier vd., 2005).

2.8 Biyoetanol Uretiminde Kullanilan Baslica Mikrorganizmalar

Etanol fermantasyonu, organik materyalin mikroorganizmalar tarafindan sekerler gibi
daha basit bilesiklere doniistiiriildiigli biyolojik bir siiregtir. Bu fermente edilebilir
bilesikler daha sonra etanol ve CO; iiretmek i¢in mikroorganizmalar tarafindan fermente
edilmektedir. Etanol tiretiminde bakteri, maya ve mantarlarin kullanildig: bilinmektedir
(Lin ve Tanaka, 2006).

2.8.1 Saccharomyces cerevisiae

Mayalar gibi mikroorganizmalar, c¢ok cesitli sekerleri etanole fermente ederek
biyoetanol iiretiminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Etanol verimi (> %90.0 teorik

verim), etanol toleransi (> 40.0 g/L), etanol iretkenligi (> 1.0 g/L/h), basit, ucuz
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ortamda biiylime, inhibitorlere direngli olma gibi degerli &zelliklerinden dolayi
endiistriyel tesislerde kullanilmaktadir (Dien vd., 2003).

Mayalar, tomurcuklanma veya fisyon yoluyla g¢ogalabilen ve sporlar olusturabilen
askomikota veya basidiyomikota mantarlar olarak tanimlanmaktadir (Boekhout ve
Kurtzman, 1996). ilk once iiremelerine gore (Ascomycotina veya Basidiomycotina)
veya yasam dongilisiinde seksiiel fazin olmamasina (Deuteromycotina) gore
siniflandirilirlar. Alt taksonomik alt boliimler (aileler, alt aileler, cinsler, tiirler ve sus),
sekstiel tireme dahil olmak tiizere morfolojik, fizyolojik ve genetik oOzellikleri ile
belirlenmektedir (Kurtzman ve Fell, 1998). Mayalar karasal, sucul ve hava ortamindan
izole edilebilmektedir. Bitkiler, mayalarin tercih ettigi yasam alanlarindandir. Bazi
maya tiirlerinin  hayvanlarla kommensalizm veya parazitik iliskileri oldugu
bulunmustur. Yiiksek seker veya tuz konsantrasyonu igeren ya da diisiik sicakliga sahip

olan ortamlarda da mayalar yasayabilmektedir (Walker, 2009).

Etanol iiretiminde uzun yillardir mikroorganizmalar arasinda en yaygin olarak
kullanilan1 mayalar olmustur. Mayalar arasinda, yiiksek konsantrasyonda etanol
tiretebilen Saccharomyces cerevisiae, en ¢ok tercih edilendir. Bu maya hem glukoz gibi
basit sekerlerde hem de disakkarit sakkarozda biiyiiyebilmektedir. Saccharomyces
ayrica insan tiiketimi i¢in bir gida katki maddesi olarak genellikle giivenli olarak kabul
edilmektedir (Lin ve Tanaka, 2006).

S. cerevisiae hiicreleri yiiksek saglamliga sahiptir, toksik inhibitorlere ve fermantasyon
tiriinlerine kars1 oldukca direnclidir ve sekerleri diisiik pH degerlerinde fermente ederek

kontaminasyon riskini en aza indirmekte basarilidir (Weber vd., 2010).

Mayalar tarafindan yapilan biyoetanol tiretiminde, glukoz gibi alt1 karbonlu molekiiller,
CO; olan nihai oksidasyon iiriiniine ge¢cmeden, etanol gibi iki karbon bilesenine
katabolize edilmektedir. S. cerevisiae gibi Crabtree pozitif mayalar, oksijen varliginda
etanol biriktirir, ancak Crabtree negatif bir maya olan Candia albicans, oksijen
varliginda sekerleri CO,'e katabolize etmektedir (De Deken, 1966). Alt1 karbonlu

karbonhidratlarin varligi, Crabtree pozitif mayalarda oksidatif solunum yolunu
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baskiladigindan, biiyiime icin enerji glikoliz yoluyla iiretilmektedir (Postma vd., 1989).
Ortamda glukozun tiikkenmesi durumunda ise, ortam i¢inde halen mevcut olan fermente
edilemeyen karbon kaynaklarimi kullanmak i¢in hiicreler metabolizmalarin1 yeniden
ayarlarlar. Boylece bu kaynaklarin CO,'e oksidasyonu ger¢eklesmektedir. Bu durum
“Dioksik kayma” olarak adlandirilmaktadir (Gray vd., 2004) . Fermentatif metabolizma
yoluyla biyoetanol tiretim siireci ve dioksik kayma, ADH1 lokusu iizerinde kodlanmis
olan alkol dehidrojenaz enzimi ile yiiriitilmektedir. ADH1, glukozun fermantasyonu
sirasinda asetaldehitin etanole indirgenmesini katalize etmektedir (Bennetzen ve Hall,
1982; Raj vd., 2014).

S. cerevisiae, alkol dehidrojenazi kodlayan iki gen igermektedir. ADH1 yapisal olarak
eksprese edilirken, ADH2 ekspresyonu, glukozun hiicre i¢i konsantrasyonundaki azalma
ile indiiklenmektedir. ADH2 enziminin substrati etanoldiir (Raj vd., 2014). Bu enzimler
tarafindan asetaldehitten etanol iretilebilmektedir. Bunun yaninda, oksijen varliginda
ise etanolden de asetaldehit tiretimi yapabilmektedirler. Ancak, ikinci tepkime ilkine
gore daha diisiik oranda meydana gelmektedir. Ayrica, ADHI enzimi siirekli olarak

calisirken ADH2 sadece seker konsantrasyonunda diisiis olmasi durumunda

calismaktadir (Piskur vd., 2006).

Bir¢ok mikroorganizmada oldugu gibi, S. cerevisiae glukoz metabolizmasinda Embden-
Meyerhof yolunu kullanmaktadir (Lin ve Tanaka, 2006). Glikoliz adi da verilen bu
metabolik yolda, bir molekiil glukoz metabolize edilerek, iki molekiil piruvat
tiretilmektedir. Anaerobik kosullar altinda, piruvat, CO, salinimi ile etanole indirgenir.
Teorik olarak, glukozun kiitle bazinda verimi, etanol i¢in 0.511 ve CO; igin 0.489'dur.
Glikolizde tiretilen iki ATP, maya hiicrelerinin, enerji gerektiren biyoreaksiyonlar
iceren islemlerinin yiiriitilmesinde kullanilir. Bu nedenle, etanol iiretimi, maya
hiicresinin biiylimesi ile de baglantilidir. ATP'lerin hiicre i¢inde birikmesi durumunda
ise glikolizdeki en 6nemli diizenleyici enzimlerden biri olan fosfofruktokinaz inhibe
olacagindan glukozun glikolitik metabolizmas1 da kesintiye ugrayacaktir (Bai vd.,
2008).
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Sekil 2.4 Saccharomyces cerevisiae’da Embden Meyerhoff Yolag: (Xia vd., 2019)

HK, heksokinaz, PGI, fosfoglukoizomeraz, PFK, fosfofruktokinaz, FBPA, fruktoz-1,6-bifosfat aldolaz, TPI, trioz
fosfat izomeraz, GAPDH, gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz, PGK, fosfogliserat kinaz, PGM, fosfogliseromutaz,
ENO, enolaz, PYK, piruvat kinaz, PDC, piruvat dekarboksilaz, ADH, alkol dehidrojenaz

Etanol konsantrasyonundaki artis, sicaklik, ozmotik stres ve bakteriyel kontaminasyon
gibi stresli kosullar, mayanin fermantasyon sirasinda hayatta kalamamasinin
nedenleridir (Basso vd., 2008). Bunlar disinda fermentasyon esnasinda olusan gliserol
gibi yan triinler ya da daha diisiik seviyelerde iretilen organik asitler ve diger alkoller
gibi triinlerin tiretimi, maya hiicrelerinin biiylimesi ve bazi glikolitik ara maddeleri,
karsilik gelen metabolik yollara yonlendirerek etanol verimini belirli oranda

azaltmaktadir (Bai vd., 2008).

Glukozu etanole doniistiirebilen ve seliillozik etanol iiretiminde en yaygin olarak
kullanilan maya olsa da S. cerevisiae, pentozlari etanole doniistiirme yetenegine sahip
degildir (Karagoz vd., 2019). S. cerevisiae tarafindan anaerobik ksiloz fermantasyonu
ilk olarak, Pichia stipitis’ten alinan ksilozu sirasiyla ksilitol ve ksililloza doniistiiren,
ksiloz rediiktaz ve ksilitol dehidrojenazi kodlayan XYL1 ve XYL2 genlerinin heterolog

ekspresyonu ile gosterilmistir (Kotter ve Ciriacy, 1993). Bu genler, ksilozu fermente
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etme kabiliyetine sahip sus gelistirmek i¢in S. cerevisiae'ye aktarilarak, genetik olarak
modifiye edilmemis maya tiirlerine kiyasla etanole daha hizli doniistiirmesi
amaglanmistir (Tanimura vd., 2012). Pentoz fermantasyonuna iliskin sorunlarin, hibrit,
genetik olarak tasarlanmis veya iki maya susunun ortak kiiltiiri kullanilarak
¢oziilebilecegi diisliniilmektedir (Azhar vd., 2017). Genetigi degistirilmis S. cerevisiae
ve iki susun ortak kiiltiirli ile ksilozdan yiiksek verimle biyoetanol iiretilmesi miimkiin
hale gelmistir. Genetik miihendisligi, engelleyici durumlarin listesinden gelmek ve stres
tolerans genlerini up-regiile etmek i¢in rekombinant DNA teknolojisini kullanmaktadir
(Dogan vd., 2014). Bununla birlikte, Kuzey Amerika'da daha yiiksek etanol verimi
tiretmek lizere tasarlanmig suslar, iiretilen etanoliin yaklasik %80'ini olustururken;
Giliney Amerika'da, ¢ogunlukla (>%90) genetigi degistirilmemis suglar fermantasyon

sistemlerinde baslaticilar olarak kullanilmaktadir (Jacobus vd., 2021).

2.8.2 Pichia stipitis

Pichia stipitis, ¢iiriiyen odun ve odunlarda yasayan bocek larvalarindan izole edilen bir
grup maya tiirlinden biridir. Yasadigr ortamdan kaynakli olarak bu maya, odunsu
yapilardaki sekerlerden faydalanma yetenegine sahiptir. Anaerobik kosullar altinda
glukoz, ksiloz, galaktoz ve sellobiyozu fermente edebilir. Pichia stipitis, bilinen
mikroorganizmalar arasinda en yiiksek dogal ksiloz fermantasyon kapasitesine sahiptir.
Ancak, glukoz, ksiloz taginmasini inhibe etmektedir. Ek olarak, P. stipitis, S.
cerevisiae'den daha az etanol direncine sahiptir ve ¢ozlinmiis oksijenin diisiik
seviyelerde olmasi, P. stipitis kullanilarak yiiksek etanol verimi i¢in biiyiik 6nem
tagimaktadir. (Agbogbo ve Coward-Kelly, 2008). S. cerevisiae'nin aksine, P. stipitis,
hemiseliilozik seker monomerlerini metabolize edebilir. Bu nedenle, hemiseliilozun
etanole doniistiirilmesi konusunda o6zel bir ilgi gormektedir. Ancak etanole ve
lignoseliilozik hammaddenin par¢alanmasi sonucu olusan inhibitorlere diisiik direng
gosterebilmektedir. Yiiksek osmotik basing varligindan da etkilendiginden, seker
konsantrasyonunun fazla oldugu ortamlarda etanol tretimi de etkilenmektedir (Girio
vd., 2010).
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Yukarda sayilanlarin yani sira, P. stipitis, biyokiitlenin monomerik sekerlere
parcalanmasinda rol oynayan ¢esitli seliilazlar ve hemiseliilazlara sahiptir (Jeffries vd.,
2007). Bu enzimlerden biri olan, B-glukozidaz sayesinde sellobiyozu glukoz
monomerlerine pargalama yetenegine sahiptir (Agbogbo ve Coward-Kelly, 2008).
Ayrica, bu susun genomu ksilanaz ve mannazlar gibi agagta yasayan boceklerin
bagirsak ortaminda biiylimelerini ve hayatta kalmalarini saglayan diger parcalayici
enzimleri kodlamaktadir (Nardi vd., 2006). Ek olarak, P. stipitis'in biyodoniisiimle ilgili
baska bir¢ok Ozelligi vardir: gesitli esterler ve aroma bilesenleri olusturabilir, asiklik
enonlar1 karsilik gelen alkollere indirgeyebilir, diisiik molekiiler agirlikli lignin
parcalarin1 modifiye edebilir ve yiiksek verimlerde ksilitol veya laktik asit tiretir (Kim
vd., 2001; IImén vd., 2007; Selim vd., 2018).

Literatiirde gesitli calismalarla P. stipitis 'in etanol {iretim kapasitesi arastirilmaya devam
etmektedir. Ksilozun etanole fermantasyonu dahil olmak {izere alti ve bes karbonlu
sekerlerin fermentasyonunda kullanimi agisindan arastirilmistir. Yapilan bir ¢alismada
Saccharomyces cerevisiae ve Pichia stipitis yoluyla glukoz ve ksilozun ardigik
fermantasyonunun, tek basina glukoz ile kullanilan geleneksel fermantasyona gore
etanol tiretimini yaklasik %12 oraninda artirmistir. Sonuglar, ardisik fermantasyonun
aga¢ biyokiitlesinden biyoetanol {iretimini artirabilecegini gostermektedir (Song vd.,
2019). P. stipitis'in ksilozdan yiiksek verimde (0.108 - 0.122 g/g) etanol iiretebildigi
bulunmustur (Yiicel ve Aksu, 2015). Ayrica, endiistriyel suslarin iiretkenligini artirmak

i¢in P. stipitis’e iligkin genom ¢alismalar1 devam etmektedir.

2.8.3 Zymomonas mobilis

Zymomonas mobilis, etanol iiretme Ozelligine sahip bir  Gram-negatif
mikroorganizmadir (Lin ve Tanaka, 2006). Bu bakteri, 25-31°C‘de ve pH 6-7 arasinda
optimal gelisim gosterir. Z. mobilis, glukozu Entner—Doudoroff yolunu kullanarak
anaerobik olarak metabolize eden bir mikroorganizmadir (Bai vd., 2008). Entner—
Doudoroff yolu, Embden—Meyerhof yoluna gore glukoz molii basina sadece yarisi
kadar ATP vermektedir. Sonu¢ olarak, Zymomonas mayadan daha az biyokiitle

tiretmekte ve fermantasyon iriinlerine daha fazla karbon aktarilmaktadir (Lin ve
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Tanaka, 2006). Z. mobilis, Entner—Doudoroff yolunda 2-keto-3-deoksi-6-fosfoglukonati
2-keto-3-deoksi-6-glukonat aldolaz enzimi ile piruvata doniistiiriiliir. Bu durumda ise
bir glukoz i¢in bir ATP harcanmaktadir. Boylece Z. mobilis’in etanol iiretkenligi ve
teorik etanol verimi daha yiiksek olmaktadir (Bai vd., 2008). Ayrica, diisik ATP
veriminin bir sonucu olarak, Zymomonas, Entner—Doudoroff yolu boyunca yiiksek bir
glukoz akis1 saglamaktadir (Lin ve Tanaka, 2006).
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Sekil 2.5 Zymomonas mobilis'te Entner-Doudoroff Yolag: (Xia vd., 2019)

GFOR, glukoz-fruktoz oksidorediiktaz; GK, glukokinaz; GNTK, glukonat kinaz; GPDH, glukoz-6-fosfat
dehidrojenaz; PGL, fosfoglukonolaktonaz; EDD, 6-fosfoglukonat dehidrataz; EDA, 2-keto-3-deoksi-glukonat
aldolaz, GAPDH, gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz; PGK, fosfogliserat kinaz; PGM, fosfogliseromutaz; ENO,
enolaz; PDC, piruvat dekarboksilaz; PYK, piruvat kinaz; ADH, alkol dehidrojenaz

Ayrica, Z. mobilis insan sagligi acisindan genel olarak giivenli olarak kabul
edilmektedir. Bununla birlikte 1970 ve 1980'lerde bazi arastirmacilar etanol iiretimi
acisindan bu bakterinin S. cerevisiae'den istiin oldugunu savunmustur. Ancak,
avantajlarina ragmen, Z. mobilis, yalnizca glukoz, fruktoz ve sakkarozu fermente ettigi

icin tiim biyokiitle kaynaklariin yakita doniisiimiinde uygun degildir. Ayrica, glukoz,
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fruktoz veya sakkaroz igeren ortamda seker alimi ve etanol iretimi glukoz
kullanildiginda maksimuma ulagmaktadir (Lin ve Tanaka, 2006). Ayrica, Z. mobilis’in
dar substrat spektrumu, nisasta dekstrininin glukoamilazlar tarafindan hidrolizi sirasinda
bircok bagka seker salindigindan, nisasta bazli hammaddeden etanol fermantasyonu i¢in
uygun degildir. Yine, substrat olarak sakkaroz kullanildiginda, biiylik miktarda levan
olusumu nedeniyle etanol verimi biiyiik 6l¢iide tehlikeye girer, bu da Z. mobilis'i seker
kamis1 suyu veya melas gibi seker bazli hammaddelerden etanol {iretiminde
kullanilamamasi ile sonu¢lanmaktadir (Liu vd., 2019). Fermentasyon sirasinda 6nemli
diizeyde sorbitol biriktiginden, fruktozdan etanol verimi de diisiik olmaktadir (Sprenger,
1996). Ayrica, Z. mobilis, ksiloz ve arabinoz gibi diger sekerleri fermente etmek igin
gerekli olan bazi glikolitik ve pentoz fosfat yolu enzimlerinden yoksundur. Sinirh
substrat araligin1 genisletmek i¢in ¢esitli katabolik genler Z. mobilis'e transfer edilmistir
(Weber vd., 2010).

Z. mobilis’in, yaklasik 200 g/L glukoz igeren ortamda, 90 g/L'den fazla etanol iireterek
fermente edebilecegi belirlenmistir (Zhao vd., 2014). Bu miktarlar da seliilozik etanol
tiretimi i¢in yeterlidir. Bununla birlikte, Z. mobilis ile etanol iretiminin bir diger
dezavantaji da nispeten kii¢iik genomu nedeniyle lignoseliilozik biyokiitlenin 6n islemi
sirasinda salinan inhibitorlere daha az toleransli olmasidir (Seo vd., 2005). Etanol
tiretiminin arttirilmasi i¢in mithendislik ¢aligmalari ile Z. mobilis suslarinin inhibitérlere

kars1 fizyolojik ve metabolik tepkisinin tam olarak anlagilmasi gerekmektedir (Liu vd.,
2019).

2.8.4 Candida boidinii

Candida boidinii, fungi aleminin Ascomycota filumuna, Saccharomycetes sinifina,
Saccharomycetales takimina ait bir mayadir. Genom biyiikliigi 5900 protein kodlayan
gen ile 19.000.000 bp civarindadir. (Camiolo vd., 2017). Bu maya, sarap
fermantasyonu, toprak, deniz suyu veya seker igeren iriinler gibi gesitli ortamlardan
izole edilebilmektedir. Tiirlerin morfolojisi, 2—4 x 4-20 pum ile uzun oval ile silindirik
sekillerdir. Hiicreler tek, ciftler veya zincirler halinde bulunabilmektedir (Kurtzman vd.,
2011).
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Candida boidinii metilotrofik bir maya olup, metanol metabolizmasina iliskin bir¢ok

calisma bulunmaktadir.

2.8.5 Etanol iiretiminde kullanilan diger mikroorganizmalar

Literatiirde Pichia stipitis (NRRL-Y-7124), S. cerevisiae (RL-11) ve Kluyveromyces
fragilis (Kf1) gibi belirli maya suslari, farkli seker tiirlerinden iyi etanol fireticileri
olarak rapor edilmistir (Mussatto vd., 2012). Bunlar disinda, Candida,
Schizosaccharomyces ve Pachysolen cinslerinden bazi mayalar pentozlari etanole

fermente etme yetenegine sahiptir (Mussatto vd., 2012).

Literatiirde etanol iiretimi ¢alisilan mayalardan biri olan, Kluyveromyces marxianus ilk
olarak 1888 yilinda E.C. Hansen tarafindan tanimlanmis olup, ilk olarak,
Saccharomyces marxianus olarak adlandirilmistir. Ancak sonrasinda ise, spor ve askus
morfolojisinin  farkliligt  nedeniyle, Kluyveromyces cinsine dahil edilerek
Kluyveromyces marxianus olarak adlandirilmistir (Fonseca vd., 2008). Literatiirde ayni
mikroorganizma igin taksonomik farkliliklar bulundugundan, K. marxianus olarak
degerlendirilen bazi tiirler listelenmistir: Candida kefyr (eseysiz form); Candida
pseudotropicalis var pseudotropicalis; Guilliermondella fragilis; Guilliermondella
marxiana; K. bulgaricus; K. cicerisporus; K. fragilis; Saccharomyces fragilis; S.
makedoniensis; S. marxianus (Barnett vd., 1990; Hensing vd., 1994). Ayrica,
Kluyveromyces cinsinin mayalari, "Genel Olarak Giivenli Olarak Taninan" grubuna ait
olup, farmasotik ve gida kullanimlari i¢in uygun olarak kabul edilmektedir
(Rouwenhorst, 1992).

Etanol iiretiminde inhibitorlere toleransli mayalar kullanilarak endiistriyel 6l¢ekte etanol
tretiminin etkinligi artirilmaya calisilmaktadir. Etanol toleransli ve 1siya dayanikli
suglar, toprak, su, bitki ve hayvanlar gibi dogal kaynaklardan izole edilmekte olup,
cesitli streslere dayaniklilik gosterebilmektedir (Weber vd., 2010). Bunun, hiicrelerin
dogal seleksiyonla ¢evrelerine uyum saglamasinin bir sonucu oldugu diistiniilmektedir.
Yiiksek sicaklikta etanol fermantasyonu, 1siya dayanikli mikroorganizmalar1 sectigi ve

sogutma maliyetleri gerektirmedigi i¢in 6nemli bir siirectir (Fonseca vd., 2008). K.
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marxianus, hem heksoz hem de pentoz sekerlerini birlikte fermente edebilen ve 42-45
°C sicaklikta hayatta kalabilen termotolerant mayadir (Yanase vd., 2010). Bu mayanin
bir diger onemli 6zelligi de Saccharomyces cerevisiae'den ¢ok daha yiiksek bir biiylime

hiz1 sergilemesidir (Varela vd., 2017).

Yiiksek termotolerans nedeniyle, K. marxianus, ¢esitli lignoseliilozik biyokiitle
kaynaklarindan  lignoseliilozik  etanol  iretiminde  kullanilabilmektedir.  Bu
mikroorganizma, hem sakkarifikasyon hem de fermentasyon islemlerinin ayni anda
gergeklestigi  eszamanli  sakkarifikasyon ve fermantasyon (SSF) isleminde
kullanilmaktadir (Ohgren vd., 2007; Olofsson vd., 2008; Fan vd., 2018). K. marxianus
CECT 1123 ile yapilan bir ¢alismada gram laktoz basina 0,51 ug/g etanol verimi elde
edilmistir (Parrondo vd., 2009). Baska bir ¢alismada, K. marxianus ve S. cerevisiae
kokiiltiirii kullanilarak, peynir altt suyundan etanol iiretimi denenmistir. S. cerevisiae
laktoz metabolizmasinda gerekli olan hem pB-galaktosidaz hem de laktoz permeazdan
yoksun oldugundan, K. marxianus laktozu fermente edilebilir sekerlere hidrolize ederek

onlar1 S. cerevisiae igin kullanilabilir hale getirmistir (Magalhaes-Guedes vd., 2013).

Baska bir maya olan Kluyveromyces fragilis’te etanol {iretim g¢alismalarinda
kullanilmaktadir. Kluyveromyces fragilis NCIM 3358'in yetenegi, Saccharomyces
cerevisiae NRRL-Y-132 ile karsilastirilmistir. K. fragilis'in SSF isleminde daha iyi
performans gosterdigi ve S. cerevisiae'ye (%2,0-2,5 w/v) kiyasla yiiksek etanol
verimiyle (%2.5-3.5 a/h) sonuglandigi bulunmustur (Krishna vd., 2001).

Escherichia coli, etanol iiretiminde kullanilan bir bakteridir. E. coli, etanol tiretimi i¢in
bir biyokatalizor olarak, genis bir seker yelpazesini fermente etme yetenegi, karmasik
biliylime faktorlerine gerek duymama ve endiistriyel kullanim (6rnegin, rekombinant
protein {iretimi) dahil olmak iizere ¢esitli avantajlara sahiptir. Bununla birlikte
dezavantajlari, dar ve ndtr bir pH biiyiime aralig1 (6.0-8.0), mayaya kiyasla daha az
dayanikli kiiltiirler olmas1 ve E. coli suslarinin insanlar tizerindeki tehlikesidir (Lin ve

Tanaka, 2006).
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D-ksiloz ve L-arabinoz gibi pentozlar hemiseliilozlarda en bol bulunan sekerlerdir ve
bitki biyokiitlesinin %30'dan fazlasini olusturmaktadir. Lignoseliilozik biyokiitleden
biyoyakitlarin tiretilmesinde pentozlarin da kullanimi gereklidir. E. coli'nin, Zymomonas
mobilis'in piruvat dekarboksilaz ve alkol dehidrojenaz genlerini eksprese ederek
homoetanol fermentasyonlari i¢in kullanilmasi, metabolik miihendisligin 6nemli
uygulamalarindan biri olarak goriilmektedir (Ingram vd., 1987; Ingram vd., 1998;
Weber vd., 2010). Bu c¢alismadan sonra, pentoz ve heksoz kullanan, kendiliginden
etanol iireten E. coli suslar tasarlamak igin ¢aba sarf edilmistir (Orencio-Trejo vd.,
2010; Fernandez-Sandoval vd., 2012). 2012 yilinda, E. coli MS04, ksilozu anaerobik
olarak sindirmek ve yiiksek asetat konsantrasyonunda gelismesi igin modifiye
edilmigtir. E. coli MS04, yiiksek konsantrasyonda asetat (40 g/L'ye kadar sodyum
asetat) iceren hemiseliilozik hidrolizatlar1 etanole doniistirmek i¢in umut verici bir
etanolojen haline gelmistir (Fernandez-Sandoval vd., 2012). Baska bir ¢alismada, bu
tasarlanmis susun lignoseliilozik etanol iiretim kapasitesi, enzimatik sakkarifikasyon
(seliilazlar kullanilarak) ve fermentasyon prosesinde belirlenmistir. Iyonik sivi ya da
organosolv ile 6n isleme tabi tutulmus agave kiispesi (100 kg ham biyokiitle), 48 saat
icinde sirasiyla 12.1 ve 12.7 kg etanole doniistiiriilmiistiir (Pérez-Pimienta vd., 2017).
Rekombinant E.coli MS04 susu kullanilarak etanol iiretmek i¢in hammadde olarak bira
fabrikasindan elde edilen artik tahilin kullanildig1 bir ¢aligmada 30 saat sonra 29.5 +
0.41 g/L etanol tiretilmistir (Wagner vd., 2022).

Clostridium phytofermentans, orman topragindan izole edilmis, Gram pozitif, anaerobik
ve spor olusturan bir prokaryottur. Optimum biiyiime sicakligi, 6.0 ila 9.0 arasinda
degisen pH degerlerinde 35-37°C'dir (Warnick vd., 2002). Diger bir¢ok Clostridia gibi,
bu bakteri de gesitli polisakkaritleri (6r. seliiloz, pektin, poligalakturonik asit, nisasta,
ksilan), oligosakkaritleri (6r. sellobiyoz, gentiyobiyoz, laktoz, maltoz) ve heksozlart (or.
Glukoz, fruktoz, galaktoz, mannoz) ve pentozlari (6rn. arabinoz ve ksiloz) fermente
edebilmektedir (Weber vd., 2010). Clostridium thermocellum’da lignoseliilozik
biyokiitleyi etanole hidrolize edebilen baska bir termofilik bakteridir (Scully ve
Orlygsson, 2014). Bu tiir, seliilozu énemli bir oranda hidrolize edebilmektedir ancak,
konsolide bir biyoisleme prosesinde etanol iiretimi i¢in C. thermocellum'un endiistriyel

kullanimini, diisiik etanol tolerans1 ve iiretim titresi kisitlamaktadir (Panahi vd., 2022).
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Thermoanaerobacterium saccharolyticum, etanol ve CO,, H,, laktat ve asetat dahil
olmak {izere diger yan iriinleri dogal olarak sentezleyebilen bir bakteridir. Bu sus, ldh
geninin silinmesiyle etanol verimini artirmak amaciyla metabolik olarak tasarlanmigtir
(Desai vd., 2004). Daha sonra da ¢esitli genler silinmis ve 38 g/L etanol elde edilmistir
(Argyros vd., 2011). Thermoanaerobacterium spp. i¢in sinirlayici faktorlerden biri pH
kontrolinden kaynaklanan tuz birikimidir ancak, pH kontroli miihendislik

calismalariyla minimize edilmeye ¢alisilmaktadir (Panahi vd., 2022).

Thermoanaerobacter mathranii, Thermoanaerobacter ethanolicus, Caldicellulosiruptor
bescii, Geobacillus thermoglucosidasius, Moorella thermoacetica etanol iiretiminde
metabolik olarak modifiye edilen diger termofilik bakterilerdir (Panahi vd., 2022).Yine
etanol Uretim kapasitesi arastirilan Klebsiella oxytoca, Enterobacter asburiae gibi
bakteriler de bulunmaktadir (Weber vd., 2010).

Siyanobakterilerin oksijenli ototrofik dogasi, onlar1 biyoyakit iretimi igin umut verici
mikroorganizmalardan biri yapar. CO, azaltimmin yan1 sira, siyanobakteriler, NOx ve
SOx remediasyonunda da kullanilabilmektedir (Panahi vd., 2019). Synechocystis sp.
gibi siyanobakteriler, belirli bir besin talebi olmaksizin fotofermentatif biyoalkol
tiretimi i¢in aday olarak goriilmektedir (Weber vd., 2010). Synechocystis sp. PCC6803
susunda asetaldehitten etanol iiretilmistir ancak bu tliretim ¢ok simirli olmustur. Bu
nedenle Z. mobilis’ten piruvat dekarboksilaz enziminin bu susa aktarilmasina iliskin
caligma yiritilmistir (Gao vd., 2012). Bununla birlikte, bu cinsten biyoyakit tiretimini,
diisiik biyoyakit tiretimi, diisiik karbon asimilasyonu ve nispeten yavas biiyliime oranlari

kisitlamaktadir (Panahi vd., 2019; Roussou vd., 2021).

Rhizopus, Mucor, Fusarium, Neurospora ve Monilia gibi fungus cinsleri de etanol
tiretiminde kullanilmaktadir (Rastogi ve Shrivastava, 2017). Bunlarin yani sira, Xu vd.
Trichoderma reesei'nin aerobik biiyiime fazi sirasinda seliillaz iiretimi ve seliiloz
bozunmasi yoluyla selillozdan etanol iiretebildigini ve ardindan anaerobik biiylime
kosullar1 olusturuldugunda olusan sekerlerin etanole fermente edildigini bildirmistir.
Ayrica Trichoderma reesei'nin anaerobik kosullar altinda 13 giine kadar hayatta

kalabildigi de tespit edilmistir (Xu vd., 2009). Aspergillus tiirlerinin ¢ogunun glukozdan
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etanol tretebildigi gosterilmistir. Aspergillus terreus'un glukozu, diger bazi heksozlari,
pentozlar ve disakkaritleri etanole fermente edebildigi gosterilmistir (Pushalkar ve Rao,
1997). Ornegin substrat olarak D-glukoz kullanildiginda, 5 giinde maksimum etanol

verimi %2.46 (w/v) olmustur (Amore ve Faraco, 2012).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Tez kapsaminda kullanilan mikroorganizmalar

Tez calismasinda fermentasyon basamaginda Ankara Universitesi Biyoloji Béliimii
Biyoteknoloji Arastirma Laboratuvart kiiltiir koleksiyonunda yer alan Saccharomyces

cerevisiae ve Pichia stipitis mayalar1 kullanilmustir.

Ayrica Ankara Seker Fabrikasi’ndan alinan atik sudan da maya izolasyonu yapilmaistir.
Izole edilen mikroorganizmalarin etanol iiretimleri arastirilmistir. Izolasyon sonrasinda
yapilan deneyler, etanol tirettigi belirlenen dort izolatla yiiriitilmiistiir. Daha sonrasinda
yapilan mikrobiyal tanilama sonucu, c¢alisilan izolatlarin Candida boidinii oldugu

belirlenmistir.

3.1.2 Tez ¢calismasinda kullanilan hammadde

Tez kapsaminda kullanilan havug¢ posalari Belso AS.’den saglanmistir. Deneylere
baglanmadan Once havug posalar1 80°C sicaklikta etiivde kurutulmustur. Etiivde

kurutulan havug posalar1 oda sicakliginda saklanmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Maya izolasyonu, saflastirilmasi ve tanilanmasi

Maya izolasyonu i¢in Ankara Seker Fabrikasi’ndan alinan atik su kullanilmistir. Bu
sulardan alinan 6rnekler santrifiijlenmis ve 0.1 ml 6rnek, patates dekstroz agar (PDA,
Merck-Germany) igeren besiyerine aktarilmigtir. Bakteriyel kontaminasyonun

engellenmesi amaciyla 600.000 U penisilin eklenmis olup, inkiibasyon sicakligi 30°Cye
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ayarlanmigtir. Saf kiiltiirler her 3 ayda bir yatik PDA ortamina aktarilmis ve +4 °C’de

saklanmistir.

Sekil 3.1 Mayalarin izolasyon asamasinda kaydedilen mikroskop goriintiisii

ITS bolgelerini amplifiye etmek igin ITS1 ve ITS4 primerleri kullanilmistir. Polimeraz
zincir reaksiyonlar1 (PCR), her bir primerden 0.3 pM, her dNTP'den 0.2 mM, 1.5 mM
MgCl, ve 3 ul sablon DNA ile 50 uL reaksiyon karisiminda gergeklestirilmistr.
Amplifikasyon i¢in 2U Taq DNA polimeraz kullanilmistir. PCR kosullar1 su sekildedir
(her basamak 40 dongii): baslangi¢ denatiirasyon asamasi, 95 °C 5 dk, denatiirasyon 95
°C 45 sn, annealing 57 °C 45 sn, uzama (extension) 72 °C 60 sn, son uzama (final
extension) 72 °C 5 dk olarak gergeklestirilmistir. Sicaklik 4°C’ye diisiiriilip PCR
tamamlanmistir. Amplifiye edilen iriin 1x TAE tamponu ile hazirlanan %1.5 agaroz
jelde 100 volt akimda 90 dakika analiz edilmis ve etidyum bromiir boya kullanilarak
UV 1s18inda goriintiileri alimmistir. ABI 3730XL Sanger dizileme cihazi (Applied
Biosystems, Foster City, CA) DNA'nin dizilenmesi i¢in harici bir laboratuvarda
kullanilmigtir (BM Lab.).

3.2.2 Tez cahismasinda kullanilan besiyerleri

Calismada kullanilacak mayalar patates dekstroz agar (PDA, Merck-Germany) yatik
besiyerinde stok kiiltiirler halinde 4°C‘de buzdolabinda deneyler baslatilincaya kadar

saklanmustir.
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Deney Oncesinde ise mayalar, glukoz (Merck), pepton (Merck), maya 6ziitii (Scharlau)
iceren GPY besiyerinde, ortam kosullari; sicaklik 30 °C, ¢alkalama hizi 100 rpm olacak
sekilde 24 saat boyunca gelistirilmistir. Mayalar GPY besiyerine aseptik kosullar altinda
0ze yardimiyla inokiile edilmis olup, inkiibasyon 100 mL Erlenmeyerlerde 50 mL
calisma hacminde gergeklestirilmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonrasi mayalar deney

ortamina transfer edilmistir.

3.2.3 Optimum baslangic hammadde konsantrasyonunun belirlenmesi

Optimum baslangic havu¢ konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in daha Onceden
kurutulmus olan hammaddelerin farkli oranlarda (50 g/L,100 g/L,150 g¢/L,200 g/L) sulu

karisimlar1 hazirlanmis ve 6n muamele igin uygun hale getirilmistir.

3.2.4 Hammaddeye 6n-islem uygulamasi

50 ¢/L,100 g/L,150 g/L,200 g/L oranlarinda hazirlanmis havug posalarina %1 (v/v)
H,SO, ile muamele edilmistir. H,SO,4 ile muamale edilen havug posalari otoklavda
(ALP) 121 °C‘de 15 dakika boyunca otoklavlanmis, daha sonra siiziilmiis ve siiziilen
stv1 kismin pH’1 sodyum hidroksit (NaOH/Merck) kullanilarak 5’e ayarlanmistir. pH’1
ayarlanan hidrolizat fermentasyon deneylerinde kullanilmak {izere sterilizasyon igin

tekrar otoklavlanarak hazir hale getirilmistir.

3.2.5 Enzimatik hidrolizin indirgen seker konsantrasyonu ve etanol iiretimine
etkisinin belirlenmesi

Enzimatik hidrolizin indirgen seker konsantrasyonuna ve etanol iiretimine etkilerini
arastirmak icin 15 FPU/g seliilaz ve 15 U/mL hemiseliilaz enzimi igeren deney ortami
hazirlanmistir. Bunun i¢in 50 g/L, 100 g/L, 150 g/L ve 200 g/L hammadde iceren
hidrolizata %1 (v/v) H,SO;, ile 6n islem uygulandiktan sonra ortamin pH'1 50 mM sitrat
tamponu ile 4.8'e ayarlanmistir. Daha sonrasinda ortama 15 FPU/g substrat CellicCTec
2 (Novozymes/Danimarka) seliilaz ve 15 U/mL hemiselulaz (Sigma Aldrich/USA,
CAS: 9025-56-3) eklenmistir.
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Enzimatik hidroliz deneyleri 72 saat boyunca, 100 rpm karistirma hizinda ve 50 °C'de,
100 mL calisma hacminde 250 mL'lik Erlenmeyer siselerinde gerceklestirilmistir.
Enzimatik hidroliz deneylerinde tepkimeyi durdurmak i¢in Erlenmeyerler 100 °C su
banyosunda 10 dakika tutulmustur. Daha sonra Erlenmeyerler 6000 rpm.de 10 dakika

santrifiijlenmistir.

3.2.6 Besiyeri zenginlestirmesinin biyoetanol iiretimine etkisi belirlenmesi

Etanol {iretimini arttirmak i¢in deney ortamina organik nitrojen kaynagi (maya 0ziitii)
ve mineral tuzlar eklenmigtir. Bunun igin farkli konsantrasyonlarda hazirlanarak,
stilfirik asitle 6n islem uygulanmistir. pH’1 5’¢ ayarlanan bu besiyerlerine, seliilaz ve
hemiseliilaz da eklenerek deney ortamlarit hazirlanmistir. Hazirlanan bu besiyerleri, 5
g/L pepton, 3 g/L maya 6ziitii, 0,5 g/L MgS0O,4.7H,0, 1 g/L KH,PO,, 0.1 g/L CaCl, ve
0.05 g/L ZnSOy ile zenginlestirilmistir.

3.2.7 Fermentasyon deneyleri

Fermentasyon deneyleri 50 mL c¢alisma hacminde 100 mL Erlenmeyerlerde
yuritilmistir. Deney ortami sicaklik 30 °C ve calkalama hizi 100 rpm olarak
ayarlanmistir. Fermentasyon deneylerinde tiim besiyerlerinin pH degeri 5‘e
ayarlanmigtir. GPY Dbesiyerinde 24 saat boyunca kiiltiire alinan hiicreler fermentasyon
deneyinin ger¢eklesecegi ortama %5 (v/v) olacak sekilde inokiile edilmistir. Sonrasinda
ise, bu ortamlardan belirli araliklarla etanol, indirgen seker ve mikrobiyal gelisimin
tespiti i¢in 15 mL hacmindeki Falcon tiiplere 3 mL 6rnek alinmistir. Bu 6rnekler 10000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant kisimlar1 seker ve etanol dl¢limlerinde,

pellet kisimlari ise mikrobiyal gelisme 6l¢iimlerinde kullanilmistir.
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3.3 Analitik Yontemler

3.3.1 Biyoetanol konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Etanol konsantrasyonu, Gaz Kromotografisi (GC-2010/Shimadzu) cihazi kullanilarak
belirlenmistir. GC cihazinda alev iyonlastiric1 dedektér (FID), 0.25 mm. cap ve 60
metre uzunlugunda RTX-Wax (RESTEK) kolonu ve tasiyict gaz olarak azot
kullanilmigtir. FID dedektoriinde ise kuru hava ve hidrojenden yararlanilmistir. Etanol
Ol¢timii icin 1 pL 6rnek 140 °C sicakliktaki enjeksiyon bloguna enjekte edilmistir. FID
dedektoriiniin sicakligi 160 °C‘ye ayarlanmistir. Kolonun baslangi¢ sicakligi ise 50
°C‘ye getirilmis ve 19 dakika igerisinde 150 °C olacak sekilde ayarlanmistir. Kolon
basinct 200 kPa’ya getirilerek kolon akisi 1.86 mL/dakika, toplam akis ise 190.4
mL/dakikaya ayarlanmigtir (Wistara vd., 2016). Etanol konsantrasyonunun
belirlenebilmesi i¢in 6ncesinde etanol standardi hazirlanmis ve GC cihazinda gozlenen
pikler, yazilim tarafindan hesaplanmistir. Ornekler de etanol standardinin verdigi
piklere gore GC cihazinda bulunan yazilim tarafindan hesaplanarak etanol

konsantrasyonlar1 g/L cinsinden elde edilmistir.

3.3.2 Seker konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Toplam indirgen seker konsantrasyonunin belirlenmesinde dinitro salisilik asit (DNS)
yontemi (Miller, 1959) kullanilmigtir. Bu yontemle indirgen seker konsantrasyonu,

spektrofotometrede (Shimadzu) 540 nm. dalga boyunda belirlenmistir.

3.3.3 Mikrobiyal gelismenin belirlenmesi

Mikrobiyal gelismenin belirlenebilmesi i¢in besiyerlerinden 3 mL 6rnek alinmis ve
6000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Mikrobiyal gelismenin
hesaplanmas1 kuru agirlik cinsinden yapilmistir. Belirli araliklarla 6rnek alinarak, 600

nm.’de spektrofotometrik olarak 6lgiim yapilmistir. Alinan 6rnekler etiivde kurutularak
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kuru agirliklar1 saptanmis ve standart egri olusturulmustur. Alinan o6rneklerin optik

yogunluklari standart egriye gore kuru agirliga ¢evrilmistir.

3.3.4 Kinetik parametrelerin degerlendirilmesinde kullanilan denklemler

Maksimum teorik verim belirlenirken asagidaki denklem kullanilmistir (Kim ve Lee,
2005).

. . . Etanol (gL'l)
Maksimum Teorik Verim(%) . =) x100
Baslangic sekeri (gL~ )x0.511

Bu denklemde “Etanol (g/L)” en yiiksek etanol iiretim zamaninin goézlendigi siire
zarfindaki etanol konsantrasyonunu, “Baslangi¢ sekeri (g/L)”, fermentasyon Oncesinde
ortamda bulunan indirgen seker konsantrasyonuni gostermektedir. “0.511” ise sabit

degerdir.

Etanol verimliligi (Qp) Roca ve Olsson (2013)‘e gore asagidaki denklem yardimi ile
hesaplanmistir (Roca ve Olsson, 2003).

Maksimum etanol (%)

Etanol Uretkenligi (Qp): =

t

Yukaridaki denklemde “Maksimum Etanol (g/L)” ifadesi belirli bir zamanda elde edilen

maksimum etanol miktarini, “t” ise zamani ifade etmektedir.

Etanol verimi (Ypss) ise asagidaki formiile gore belirlenmistir (Wang vd., 2004).

Maksimum Etanol (g/1)

Etanol verimi (YP/S)'Kullamlan indirgen seker (g/L)

Bu denklemde ‘“Maksimum Etanol (g/L)” ifadesi belirli bir zamanda elde edilen
maksimum etanol miktarini, “Kullanilan indirgen seker (g/L)” ise en yiiksek etanol
miktarinin ~ saptandi@i  zaman dilimindeki kullanilan seker konsantrasyonuni

belirtmektedir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Baslangic Havu¢ Konsantrasyonunun Seker konsantrasyonu ve Etanol
Uretimine Etkisi

Optimum hammadde konsantrasyonunun belirlenmesi etanol iiretimi igin onemli bir
basamaktir. Bu nedenle tez caligmasinda etanol liretimi i¢in en uygun baslangic
hammadde konsantrasyonu arastirilmistir. Bu kapsamda artan konsantrasyonlarda
hammadde ile ¢alismalar yapilmistir. Havug posalar1t %1 H,SO,4 (v/v) 121 °C sicaklikta
15 dakika otoklavlama on islemine tabi tutulmustur. S. cerevisiae bulunan besiyerinde,
50 g/L baslangi¢ biyokiitle konsantrasyonunda ortamdaki baslangi¢ indirgen seker
konsantrasyonu 39.91 g/L olarak tespit edilmistir. 24 saatlik fermentasyon sonunda
ortamdaki indirgen seker konsantrasyonu 9.88 g/L olarak tespit edilmistir. 100 g/L
baslangi¢ biyokiitle konsantrasyonunda baslangi¢ indirgen seker konsantrasyonu 47.30
g/L iken 24 saat sonunda ortamda indirgen seker konsantrasyonu 18.21 g/L
bulunmustur. 150 g/L baslangi¢ biyokiitle iceren ortamda baslangictaki indirgen seker
konsantrasyonu 73.65 g/L, 24 saat sonunda ise indirgen seker konsantrasyonu 25.91 g/L
olarak saptanmistir. 200 g/L biyokiitle igeren ortamda baslangigtaki indirgen seker
konsantrasyonu 102.26 g/L, 24 saat sonunda ise indirgen seker konsantrasyonunun

36.86 g/L oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.1a, Cizelge 4.1).

Ayni kosullarda, P. stipitis ve 50 g/L baslangi¢ biyokiitle bulunan ortamda, baslangig
indirgen seker konsantrasyonu 39.91 g/L, 24 saat sonunda ise indirgen seker
konsantrasyonu 15.28 g/L olarak belirlenmistir. 100 g/L baslangi¢ biyokiitlede
baslangic indirgen seker konsantrasyonu 47.30 g/L, 24 saat sonunda indirgen seker
konsantrasyonu 30.91 g/L olarak tespit edilmistir. 150 g/L baslangi¢ biyokiitle igeren
ortamda baslangi¢ seker konsantrasyonu 73.65 g/L iken 24 saat sonunda ortamda 54.86
g/L indirgen seker tespit edilmistir. 200 g/L baslangi¢c biyokiitle igeren ortamda
baslangic seker konsantrasyonu 102.26 g/L iken 24 saat sonunda indirgen seker
konsantrasyonu 61.56 g/L olarak belirlenmistir (Sekil 4.1b, Cizelge 4.1).
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Candida boidinii-1 i¢in, 50 g/L biyokiitle i¢eren ortamda baslangi¢ indirgen seker
konsantrasyonu 39.91 g/L olarak, 24 saat sonunda ise indirgen seker konsantrasyonu
8.76 g/L olarak tespit edilmistir. 100 g/L biyokiitle igeren ortamda baslangi¢ indirgen
seker konsantrasyonu, 47.30 g/L iken 24 saat sonunda indirgen seker konsantrasyonu
13.00 g/L olarak belirlenmistir. 150 g/L baslangi¢ biyokiitle igeren ortamda baslangig
indirgen seker konsantrasyonu 73.65 g/L iken, 24 saat sonunda ortamdaki indirgen
seker konsantrasyonu 23.00 g/L’dir. 200 g¢/L biyokiitle igeren ortamda baslangi¢
indirgen scker konsantrasyonu 102.26 g/L iken 24 saat sonunda ortamdaki indirgen
seker konsantrasyonu 68.95 g/L olarak hesaplanmistir (Sekil 4.1c, Cizelge 4.1).

C. boidinii-2 igin 50 g/L biyokiitle igeren ortamda baslangi¢ indirgen seker
konsantrasyonu 39.91 g¢/L olarak, 24 saat sonunda ortamda bulunan indirgen seker
konsantrasyonu 9.95 g/L olarak belirlenmistir. 100 g/L iyokiitle igeren ortamda
baslangi¢ indirgen seker konsantrasyonu 47.30 g/L iken 24 saat sonunda ortamda
indirgen seker konsantrasyonu 13.30 g/L olarak saptanmistir. 150 g/L biyokiitle iceren
ortamda baslangi¢ indirgen seker konsantrasyonu 73.65 g/L iken 24 saat sonunda
ortamdaki indirgen seker konsantrasyonu 18.65 g/L’dir. 200 g/L biyokiitle iceren
ortamda baslangi¢ indirgen seker konsantrasyonu 102.26 g/L iken 24 saat sonunda
ortamdaki indirgen seker konsantrasyonunun 61.13 g/L oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.1d, Cizelge 4.1).

C. boidinii -3 i¢in hazirlanan besiyerinde ise 50 g/L biyokiitle igeren ortamda baslangig
indirgen seker konsantrasyonu 39.91 g/L olarak, 24 saat sonunda ortamda bulunan
indirgen seker konsantrasyonu 9.13 g/L’dir. 100 g/L biyokiitle i¢ceren ortamda baslangig
indirgen seker konsantrasyonu 47.30 g/L iken 24 saat sonunda ortamdaki indirgen seker
konsantrasyonu 14.04. g/L’dir. 150 g/L biyokiitle iceren ortamda baslangi¢ indirgen
seker konsantrasyonu 73.65 g/L 24 saat sonunda ortamdaki indirgen seker
konsantrasyonu 23.43 g/L’dir. 200 g/L biyokiitle igeren ortamda baslangi¢ indirgen
seker konsantrasyonu 102.26 g/L iken 24 saat sonunda ortamda 65.30 g/L indirgen
seker tespit edilmistir(Sekil 4.1e, Cizelge 4.1).
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C. boidinii-4 igin ise 50 g/L biyokiitle igeren ortamda baslangi¢ indirgen seker
konsantrasyonu 39.91 g/L olarak, 24 saat sonunda ortamda bulunan indirgen seker
konsantrasyonu 8.97 g/L’dir. 100 g/L biyokiitle igeren ortamda baslangi¢ indirgen seker
konsantrasyonu 47.30 g/L iken 24 saat sonunda indirgen seker konsantrasyonu 13.26
g/L’dir. 150 g/L biyokiitle iceren ortamda baslangi¢ indirgen seker konsantrasyonu
73.65 g/L 24 saat sonunda ortamdaki indirgen seker konsantrasyonu 23.00 g/L’dir. 200
g/L biyokiitle igeren ortamda baslangi¢ indirgen seker konsantrasyonu 102.26 g/L iken
24 saat sonunda ortamda 64.60 g/L indirgen seker tespit edilmistir (Sekil 4.1f, Cizelge
4.1).
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Sekil 4.1

B Baslangic indirgen Seker mmmm Kalan indirgen Seker (24s) —m— Biyoetanol

(0]
Biyoetanol (g/L)

50 g/L 100 g/L 150 g/L 200 g/L

Baslangi¢ Biyokitle

B Baslangic indirgen Seker mmmm Kalan indirgen Seker (24s) —e— Biyoetanol

Biyoetanol (g/L)

50 g/L 100 g/L 150 g/L 200 g/L

Baslangi¢ Biyokiitle

Farkli konsantrasyonlardaki havug¢ posasi miktarlarinda baslangi¢ seker
konsantrasyonu, ortamda kalan seker konsantrasyonu ve biyoetanol miktari
(On islem: % H,SO4, 121 C, 15 dk otoklavlama, pH:5, ¢alkalama hizi: 100
rpm, T: 30 °C). a) S. cerevisiae b) P. sitipitis ¢) C. boidinii-1 d) C. boidinii-
2 e) C. boidinii-3 f) C. boidinii-4
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(On islem: %1 H,SO,4, 121 C, 15 dk otoklavlama pH:5, calkalama hizi: 100
rpm, T: 30 °C). a) S. cerevisiae b) P. sitipitis c) C. boidinii-1 d) C. boidinii-

2 e) C. boidinii-3 f) C. boidinii-4 (devam)
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(On islem: %1 H,SO,, 121 C, 15 dk otoklavlama pH:5, calkalama hizi: 100
rpm, T: 30 °C). a) S. cerevisiae b) P. sitipitis c) C. boidinii-1 d) C. boidinii-
2 e) C. boidinii-3 f) C. boidinii-4 (devam)
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L9

Cizelge 4.1 Baslangi¢ havug posasi miktarinin ortamdaki indirgen seker konsantrasyonu ve etanol iiretimine etkisi (On islem: %1 H,SO,,

S. cerevisiae P. stipitis Candida boidinii-1 | Candida boidinii-2 | Candida boidinii-3 | Candida boidinii-4
Baslan

Baslangi¢ | Baglan Ortamd Ortamd Baglan |Ortamd Baslan | Ortamda Baslan |Ortamd
Biyokiitle|  gi¢ o?saerl?edf “ Etanol Ba;elli:;glc a kalan Etanol segﬁir a kalan Etanol gie |akalan Etanol 8¢ kalan Etanol 8¢ a kalan Etanol

(g/L) seker Konsantra Konsan seker Konsan seker seker | seker seker seker seker | seker

konsant t konsant t konsant konsan |konsant konsan |konsantra konsan [konsant

rasyonu syonu rasyonu rasyonu rasuyon rasyonu trasyonu|rasyonu trasyonu| syonu trasyonu| rasyonu
39.91| 9.88 |4.45| 39.91 |15.28|4.41|39.91| 8.76 | 3.65 |39.91| 9.95 | 5.25 | 39.91| 9.13 |4.29 {39.91| 8.97 | 5.07
50 (g/L) |£1.23| £0.06 |+0.27| £1.23 | +£0.21 |+0.49|+1.23|+0.52 | +0.12 | £1.23 [£0.35|+0.49 | £1.23 | £0.11 |+£0.13|£1.23 |+0.23 |£0.06
100 |47.30| 18.21 |10.18| 47.30 | 30.91|5.48 |47.30{13.00| 9.58 [47.30(13.30| 7.34 |{47.30| 14.04 | 8.85|47.30|13.26 | 8.6
(o/L) |+0.31| £0.49 |+0.25| £0.31 |+0.98 |+0.80({+0.31|+£1.53 | +0.62 | £0.31 (+0.98 |+0.10 | £0.31 | £0.37 [£0.03|+0.31 |+1.35 |+0.61
150 |73.65| 25.91 |9.37| 73.65 | 54.86 | 2.66 |73.65(23.00|10.50|73.65[18.65|11.41 | 73.65 | 23.43 | 9.52 | 73.65 | 23.00 | 11.2
(9/L) |+1.35| +£0.98 |+0.47| £1.35 [+0.61 |+0.02|+1.35|+0.18 | +0.47 | +£1.35 |+0.79|+0.37 | £1.35 | £0.21 {+0.99|+1.35|+1.13 |£1.48
200 (102.26] 36.86 |8.27 |102.26|61.56 | 2.77 105'2 68.95| 2.76 |102.26/61.13 | 2.55 [102.26| 65.30 | 2.56 |102.26| 64.60 | 2.55
(o/L) |+0.24| +0.61 |+0.47| £0.61 |+0.73 |+£0.28 4024 +1.59|+0.01 [ £0.24 |£2.52 |+0.02 | £0.24 | £0.61 |+0.08|+0.24 | +1.16 |+0.02

121 C, 15 dk otoklavlama pH:5, ¢alkalama hizi: 100 rpm, T: 30 °C)




Havug posalarinin %1 H,SOq ile 121 °C sicaklikta 15 dakika 6n isleme tabi tutulmalari
sonucu, S. cerevisiae icin 24. saat sonunda ve 50 g/L baslangi¢ biyokiitle
konsantrasyonunda 4.45+0.27 g/L, 100 g/L havug posasi kullanildiginda 10.18+0.25g/L
etanol elde edilmistir. 150 g/L ve 200 g/L havug posasi kullanildiginda ise sirastyla 9.37
+0.479g/L ve 8.27+0.47g/L etanol elde edilmistir (Sekil 4.1a, Cizelge 4.1).

Pichia stipitis i¢in ise 50 g/L havug posasi kullanildiginda 4.41+0.49¢/L, 100 g/L havug
posast kullanildiginda 5.48+0.80g/L, 150 g/L ve 200 g/L havug¢ posasi kullanildiginda
ise 2.66+0.029g/L ve 2.77+0.28 g/L etanol elde edilmistir (Sekil 4.1b, Cizelge 4.1).

Candida boidinii-1 i¢in 50 g/L havu¢ posast kullanildiginda 3.65+0.12 g/L, 100 g/L
havu¢ posast kullanildiginda 9.58+0.62 g/L, 150 g/L ve 200 g¢g/L havug posasi
kullanildiginda ise 10.50+0.47g/L ve 2.76+0.01 g/L etanol elde edilmistir (Sekil 4.1c,
Cizelge 4.1).

Candida boidinii -2 i¢in 50 g/L havug posast kullanildiginda 5.25+0.49 g/L, 100 g/L
havu¢ posast kullanildiginda 7.344+0.10 g/L, 150 g/l ve 200 g/L havu¢ posasi
kullanildiginda ise 11.41+£0.37 g/L ve 2.55+0.02 g/L etanol elde edilmistir (Sekil 4.1d,
Cizelge 4.1).

Candida boidinii-3 igin 50 g/L havug posast kullanildiginda 4.29+0.13 g/L, 100 g/L
havu¢ posast kullanildiginda 8.85+0.03 g/L, 150 g/L ve 200 g/L havug posasi
kullanildiginda ise 9.52+0.99 g/L ve 2.56+0.08 g/L etanol elde edilmistir (Sekil 4.1e,
Cizelge 4.1).

Candida boidinii-4 olarak kodlanan izolat i¢in 50 g/L havug¢ posasi kullanildiginda
5.07+0.06 g/L, 100 g/L havug posast kullanildiginda 8.60+0.61 g/L, 150 g/L ve 200 g/L
havug posasi kullanildiginda ise 11.20+1.48 g/L ve 2.55+0.02 g/L etanol elde edilmistir
(Sekil 4.1f, Cizelge 4.1).
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Calismalar sonucunda Saccharomyces cerevisiae ve Pichia stipitis i¢in optimum hammadde
konsantrasyonu, 100 g/L, yeni izolatlar i¢in ise 150 g/L olarak tespit edilmis ve bundan

sonraki ¢caligmalarda deney ortamlari bu sekilde hazirlanmustir.

4.2 Enzimatik Hidrolizin Biyoetanol Uretimine Etkisi

Seliiloz, bitki hiicre duvarlarmin ana bilesenidir ve dogada biyolojik bozulmaya karsi
direnglidir (Wang vd., 2012). Bu nedenle, enzimatik hidroliz, lignoseliilozik biyokiitlenin
etanole doniistiirilmesi i¢in ¢ok Onemli bir siirectir (Fan, 2014). Enzimatik hidroliz
deneyleri, 15 U/mL hemiseliilaz (Sigma Aldrich/USA, CAS: 9025-56-3) ile 15 FPU/g
substrat seliilaz (CellicCTec 2, Novozymes/Danimarka) ilave edilen 100 g/L ve 150 g/L

havug posasi iceren deney ortaminda gergeklestirilmistir.

Fermentasyon deneyleri baslatilmadan 6nce enzimlerin biyokiitleye olan etkilerinin tespit
edilmesi amaciyla farkli baslangic biyokiitlelerin seker konsantrasyonlarinin tayini

yapilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Farkli baslangi¢ biyokiitle konsantrasyonlarinda enzimatik hidroliz 6ncesi
ve sonrasi seker konsantrasyonu (On islem kosullar: %1 H,SO,, 121-C,
15 dk otoklavlama, 15 FPU seliilaz, 15 U/mL hemiseliilaz, pH 5, T 30 °C,
Calkalama Hizi: 100 rpm)

Baslangic Biyokiitle Enzimatik Hidroliz Oncesi Enzimatik Hidroliz Sonrasi
(g/L) (9/L) (9/L)
100 (g/L) 47.30 69.04
150 (g/L) 73.65 91.65

Indirgen seker konsantrasyonu, fermantasyon ve enzimatik hidrolizden énce sirasiyla
100 g/L ve 150 g/L biyokiitle igeren ortamda, 47.30 g/L ve 73.65 g/L olarak tespit
edilmistir. Ancak enzimatik hidroliz sonrasinda bu miktar 100 g/L ve 150 g/L biyokiitle
iceren ortamda sirasiyla 69.04 g/L ve 91.65 g/L olarak belirlenmistir. Calismada
kullanilan seliilaz ve hemiseliilaz enzimleri biyokiitlenin par¢alanmasimi sagladigindan
ortamdaki seker ve biyoetanol konsantrasyonlari artmis olup, sonucglar Sekil 4.2 ve

Cizelge 4.3’te sunulmustur.
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Sekil 4.2 Enzimatik hidrolizin etanol iiretimine ve indirgen seker konsantrasyonuna
etkisi (On islem kosullart: %1 H,SOy, 121-C, 15 dk otoklavlama, 15 FPU
seliilaz, 15 U/mL hemiseliilaz fermentasyon kosulu: pH 5, T 30 °C,
Calkalama Hizi: 100 rpm) a) S. cerevisiae b) P.stipitis ¢) C. boidinii-1 d) C.
boidinii-2 e) C.boidinii-3 f) C.boidinii-4
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Sekil 4.2 Enzimatik hidrolizin etanol iiretimine ve indirgen seker konsantrasyonuna
etkisi (devam)(On islem kosullari: 1% H,SQy, 121-C, 15 dk otoklavlama, 15
FPU seliilaz, 15 U/mL hemiseliilaz fermentasyon kosulu: pH 5, T 30 °C,
Calkalama Hizi: 100 rpm) a) S. cerevisiae b) P.stipitis c) C. boidinii-1 d) C.
boidinii-2 e) C.boidinii-3 f) C.boidinii-4 (devam)
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Cizelge 4.3 Enzimatik hidrolizin, farkli baslangi¢ havug¢ konsantrasyonlarinda etanol
iiretimine etkisi (On islem kosullar: 1% H,SO,4 121-C, 15 dk
otoklavlama, 15 FPU seliilaz, 15 U/mL hemiseliilaz, fermentasyon kosulu:

Basl
aslangle Zaman (saat)
Biyokiitle
Mikroorganizma
@/L) 12 24 48 72

9.77 13.08 17.76 12.75

S.cerevisiae 100 (g/L)
+0.41 +0.81 +0.07 +0.16
3.51 4.10 10.97 7.24

P.stipitis 100 (g/L)
+0.04 +0.09 +0.93 +0.32
3.51 13.37 20.36 18.58

C.boidinii-1 150 (g/L)
+0.04 +0.05 +0.64 +0.55
341 15.86 20.02 19.63

C.boidinii-2 150 (g/L)
+0.24 +0.02 +0.23 +0.31
3.44 15.60 21.84 16.05

C.boidinii-3 150 (g/L)
+0.06 +0.32 +0.44 +0.69
4.09 17.19 19.97 18.57

C.boidinii-4 150 (g/L)
+0.40 +0.17 +0.75 +0.67

pH 5, T 30 °C, Calkalama Hizi: 100 rpm)

Buna gore, S. cerevisiae 12. saatte 9.77+0.41 g/L etanol iiretmistir. 24. saatte ise etanol
miktar1 13.08+0.81 g/L iken, 48. saatte etanol miktar1 en yiiksek seviyeye ¢ikmis ve
17.76+0.07 g/L olarak bulunmustur. 72. saatte ise etanol {iretiminde diisiis yasanmis
olup, 12.75+0.16 g/L etanol tespit edilmistir (Sekil 4.2a, Cizelge 4.3).
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P.stipitis’in {rettigi etanol miktar1 12. saatte 3.51+0.04 g/L olarak belirlenmistir. 24.
saatte ise etanol miktar1 4.10+0.09 g/L olmustur. 48. saatte 10.97+0.93 g/L etanol
iiretilmis olup 72. saatte ise diisiis yasanmis ve 7.24+0.32 g/L etanol iiretilmistir (Sekil
4.2b, Cizelge 4.3).

C. boidinii-1 ise 12. saatte 3.51+0.04 g/L etanol iiretirken 24. Saatte iirettigi etanol
miktar1 13.37+£0.05 g/L’dir. 48. saatte etanol miktar1 20.36+0.64 g/L ile en yiiksek
konsantrasyona ulagmustir. 72. saatte ise etanol konsantrasyonu 18.58+0.55 g/L’ye
gerilemistir (Sekil 4.2¢, Cizelge 4.3).

izole edilen bir diger maya C. boidinii-2, 12. saatte 3.41+0.24 g/L etanol {iretmistir. 24.
saatte ise etanol miktar1 15.86+0.02 g/L olarak tespit edilmistir. 48. saatte etanol miktar1
en yiiksek seviyeye ¢ikmis ve 20.02+0.23 g/L olarak bulunmustur. 72. saatte ise etanol
tiretiminde diisiis yasanmis olup, 19.63+0.31 g/L etanol tespit edilmistir (Sekil 4.2d,
Cizelge 4.3).

C. boidinii-3’tin 12. saatte {irettigi etanol miktar1 3.44+0.06 g/L olarak belirlenmistir.
24. saatte ortamdaki etanol miktar1 15.60 £0.32 g/L olarak 6l¢iilmiistiir. Diger mayalar
gibi en yiiksek etanol {iiretilen zaman 48. saat olup, 21.84+0.44 g/L etanol tespit
edilmistir. 72. Saatte iiretilen etanol miktart 16.05+0.69 g/L olarak tespit edilmistir
(Sekil 4.2¢, Cizelge 4.3).

C. boidinii-4 ise 12. saatte 4.09+0.40 g/L etanol {iretirken, 24. saatte iirettigi etanol
miktart ise 17.19+0.17 g/L olup, diger mayalar gibi 48. saatte etanol miktart 19.97+0.75
g/L ile en yiiksek konsantrasyona ulagsmistir. 72. saatte ise etanol konsantrasyonu

18.57+0.67 g/L olarak tespit edilmistir (Sekil 4.2f, Cizelge 4.3).

Enzimatik hidrolizin ortamdaki indirgen seker konsantrasyonuna etkisine iliskin

sonuclar Cizelge 4.4’te sunulmaktadir.
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Cizelge 4.4 Farkli baslangi¢ havu¢ konsantrasyonlarinda egzimatik hidrolizin ortamdaki
indirgen seker konsantrasyonuna (g/L) etkisi On islem: %1 H,SO,4, 121 C,
15 dk otoklavlama pH:5, ¢alkalama hizi: 100 rpm, T: 30 °C)

Baslangic .

Biyokiitle Zaman (saat)/ Indirgen seker konsantrasyonu (g/L)
Mikroorganizma (g/L) Co 12 24 48 72
. 69.04 40.04 19.39 17.47 7.97
S.cerevisiae 100 (9/L) | Lo36 +0.89 +1.93 +0.71 +0.03
L 69.04 55.74 31.82 27.35 23.69
P.stipitis 100(Q/L) | o236 12,02 11.87 +0.98 +0.55
) 91.65 82.60 49.73 26.39 12.58
C.boidinii-1 150 (g/L) £0.36 40.61 4135 +1.04 £0.49
. 91.65 84.08 49.39 28.47 13.56
C.boidinii-2 1150 (/L) | L34 4111 1141 4175 1+1.90
4l 91.65 83.39 47.39 29.13 14.82
C.boidinii-3  |150 (g/L) | 136 +0.55 4154 £0.79 +057
o 85.73 35.39 28.47 12.95
C.boidinii-4 150 (g/L) 9(1)'2‘2 1215 +1.50 +031 +1.44

+0.

Cizelge 4.4’c gore S.cerevisiae igin 100 g/L biyokiitle iceren ortamda baslangic
indirgen seker konsantrasyonu 69.04 g/L iken 12. saatte ortamdaki seker
konsantrasyonu 40.04 g/L, 24. Saatte 19.39 g/L, 72. Saatte 17.47 g/L ve 96. Saatte 7.97
g/L’ye diismiistiir.

P.stipitis i¢cin 100 g/L biyokiitle igeren ortamda baslangi¢ indirgen seker konsantrasyonu
69.04 g/L iken, 12. saatte bu konsantrasyon 55.74 g/L olmustur. 24. saatte ise diisiis
gbzlenmis ve 31.82 g/L olarak belirlenmistir. 48. Saatte 27.35 g/L ve 72. saatte ise
23.69 g/L indirgen seker ortamda kalmistir.
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C.boidinii-1 igin ise 150 g/L biyokiitle igeren ortamda baslangi¢ indirgen seker
konsantrasyonu 91.65 g/L olarak belirlenmistir. Indirgen seker konsantrasyonu zamana
baglh olarak degisim gostermistir. 12. saatte ortamda 82.60 g/L indirgen seker
bulunurken, 24. saatte 49.73 g/L, 48. saatte 26.39 g/L ve 72. saatte 12.58 g/L indirgen

seker deney ortaminda tespit edilmistir.

C.boidinii-2 igin 150 g/L biyokiitle igeren ortamda baslangic indirgen seker
konsantrasyonu 91.65 ¢g/L’dir. 12. saatte ortamda 84.08 g/L, 24.saatte 49.39 g/L, 48.
Saatte 28.47 g/L indirgen seker bulunurken, 72. saatte 13.56 g/L indirgen seker tespit

edilmistir.

C.boidinii-3 i¢in de 150 g/L biyokiitle iceren ortamda baslangi¢ indirgen seker
konsantrasyonu 91.65 g/L olarak belirlenmistir. 12. saatte ortamda 83.39 g/L indirgen
seker bulunurken, 24. saatte bu miktarda diislis gozlenmis ve 47.39 g/L olarak
belirlenmistir. 48.saatte ise ortamda 29.13 g/L ve 72. saatte 14.82 g/L indirgen seker

tespit edilmistir.

C.boidinii-4 i¢in de 150 g/L biyokiitle igeren ortamda baslangic indirgen seker
konsantrasyonu 91.65g/L’dir. 12. saatte ortamda 85.73 g/L, 24. saatte 35.39 g/L, 48.
saatte 28.47 g/L ve 72. saatte 12.95 g/L indirgen seker tespit edilmistir.

4.3 Enzimatik Hidrolizin Mikrobiyal Gelisime Etkisi

Tez calismasinda enzimatik hidrolizin mikrobiyal gelisime etkisi de incelenmistir. S.
cerevisiae 96. saatte 3.73 g/L kuru agirhga ulasmustir. P. stipitis’in kuru agirligi 96.
saatte 2.20 g/L’ye ulagmistir. Candida boidinii-1, 96. Saatte 2.88 g /L, Candida
boidinii-2, 2.73 g/L, Candida boidinii-3, 2.52 g /L, Candida boidinii-4’iin ise 2.88 g /L
kuru agirliga ulastigi hesaplanmistir (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5 Enzimatik hidrolizin mikrobiyal gelisime etkisi (g/L) (On islem: %1 H,SOy,
121 C, 15 dk otoklavlama pH:5, ¢alkalama hizi: 100 rpm, T: 30 °C)

Mikrobiyal gelisim (g/L)
Baslangi¢
Zaman (saat)
Mikroorganizma Biyokiitle
(/L)

12 24 48 72 96
S.cerevisiae 100 (g/L) 1.77 3.46 3.65 371 3.73
P.stipitis 100 (g/L) 0.13 1.64 1.91 1.94 2.20
C.boidinii-1 150 (g/L) 1.04 1.95 2.33 241 2.88
C.boidinii-2 150 (g/L) 1.02 2.03 2.38 2.43 2.73
C.boidinii-3 150 (g/L) 1.10 1.84 2.06 2.28 2.52
C.boidinii-4 150 (g/L) 1.26 2.30 2.59 2.84 2.88
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4.4 Besiyeri Katkilamasinin Biyoetanol Uretimine Etkisi

Maya hiicreleri, biiyiime ortaminda milimolar diizeyde makro besinlere (karbon,
nitrojen, oksijen, kiikiirt, fosfor, potasyum ve magnezyum kaynaklari) ve mikromolar
seviyede ise eser elementlere (5rn., Ca™, Zn*?) ihtiya¢c duymaktadir (Walker, 2009). Bu
nedenle besiyeri katkilamasi, fermantasyon ve etanol {iretimini artirmak igin ¢ok
onemlidir. Ornegin ortama azot kaynaklarinin eklenmesi iiriin olusumunu degistirebilir.
Ortama amino asitler eklendiginde etanol artarken gliserol verimi azalmaktadir (Albers
vd., 1996). Mineral tuzlar ise, fermantasyon sirasinda gesitli islemlerde bir yardimci
faktor olarak katkida bulunmaktadir (Rees ve Stewart, 1997). Ayrica, (NH4),SO,,
KH,PO,4, MgS0,4.7H,0 ve maya ekstraktinin etanol {iretimi tizerindeki olumlu etkileri
de literatiirde bildirilmistir (Kaewkrajay vd., 2014). Tatli sorgum suyuna azot kaynagi
olarak 3.0 g/L maya oziti ve 5.0 g/L pepton eklenen bir g¢alismada etanol

konsantrasyonun arttigi gézlenmistir (Laopaiboon vd., 2009).

Bu nedenlerle tez galismasi kapsaminda, mineral ve azot kaynagi olarak 5.0 g/L pepton,
3.0 g/L maya oziitii, 0.5 g/L MgSO,4.7H,0, 1,0 g/L KH,PO,, 0.1 g/L CaCl,.2H,0 ve
0.05 g/L ZnS04.7H,0, deney ortammna ilave edilmistir. Sekil 4.3 ve Cizelge 4.6,
enzimatik olarak hidrolize edilmis ve farkli katki maddeleri ile takviye edilmis havug

posasindan etanol iiretimini gostermektedir.

78



90
80
70
60
50

40

indirgen Seker (g/L)

30
20
10

90
80
70
60
50
40
30
20

indirgen Seker (g/L)

10

e+ @--- indirgen Seker —0O— Biyoetanol

F 35
- 30
- 25

" 20

Biyoetanol (g/L)

- 15

" 10

12 24 48 72 96

Zaman (saat)

<-4+ indirgen Seker —0— Biyoetanol

40
35
..... :
............................ .
........ 20

15

Biyoetanol (g/L)

12 24 48 72 96

Zaman (saat)

Sekil 4.3 Besiyeri katkilamasinin farkli baglangi¢c havug konsantrasyonlarinda kullanilan

seker konsantrasyonu ve etanol iiretimine etkisi On islem: %1 H,SO,4, 121 C,
15 dk otoklavlama,15 FPU seliilaz, 15 U/mL hemiseliilaz, Katkilama; pepton
(5 g/L), maya oziti (3 g/L), MgS0O,4.7H,O (0.5 g¢g/L), KH,PO, (1 g/L),
CaCl,.2H,0 (0.1 g/L), ZnSO4.7H,0 (0.05 g/L), pH:5, calkalama hizi: 100
rpm, T: 30 °C). a) S. cerevisiae b) P. stipitis ¢) C. boidinii-1 d) C. boidinii-2
e) C. boidinii-3 f) C. boidinii-4
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Sekil 4.3 Besiyeri katkilamasinin farkli baglangi¢c havug konsantrasyonlarinda kullanilan
seker konsantrasyonu ve etanol {iretimine etkisi (devam) (%1 H,SO,, 15 dk
otoklavlama 15 FPU seliilaz, 15 U/mL hemiseliilaz, Katkilama; pepton (5
g/L), maya oziti (3 g/L), MgS047H,O (0.5 g/L), KH,PO, (1 g/L),
CaCl,.2H,0 (0.1 g/L), ZnS0O4.7H,0 (0.05 g/L), pH:5, galkalama hizi: 100
rpm, T: 30 °C). a) S. cerevisiae b) P. stipitis ¢) C. boidinii-1 d) C. boidinii-2
e) C. boidinii-3 f) C. boidinii-4 (devam)
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Sekil 4.3 Besiyeri katkilamasinin farkli baglangi¢c havug konsantrasyonlarinda kullanilan

seker konsantrasyonu ve etanol iiretimine etkisi (devam) (%1 H,SO,4, 15 FPU
selillaz, 15 U/mL hemiseliilaz, Katkilama; pepton (5 g/L), maya oziitii (3
g/L), MgSO,.7H,O (0.5 g¢/L), KH,PO, (1 g¢/L), CaCl,.2H,O (0.1 g/L),
ZnS04.7TH,0 (0.05 g/L), pH:5, calkalama hizi: 100 rpm, T: 30 °C). a) S.
cerevisiae b) P. stipitis ¢) C. boidinii-1 d) C. boidinii-2 e) C. boidinii-3 f) C.
boidinii-4 (devam)
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Cizelge 4.6 Besiyeri katkilamasi ile enzimatik hidrolizin etanol iiretimine etkisi (On
islem kosullart: %1 HySOy4, 121°C, 15 dk otoklavlama, 15 FPU seliilaz, 15
U/mL hemiseliilaz, Katkilama; pepton (5 g/L), maya oziti (3 g/L),
MgSO47H20 (05 g/L), KH2PO4 (1 g/L), C&ClzZHzO (01 g/L),
ZnS04.7H,0 (0.05 g/L), pH 5, T 30 °C, Calkalama Hizi: 100 rpm)

Biyoetanol (g/L)

Baslangi¢

Mikroorganizma biyokiitle Zaman (saat)
(9/L)
12 24 48 72 96
10.47 27.21 27.48 24.06 21.77
100 (g/L)
S. cerevisiae +0.54 | +£0.63 | +0.71 +0.56 +0.07
2.93 3.13 3.20 7.24 11.32
100 (g/L)
P. stipitis +0.14 | £0.27 | +£0.54 | +0.32 +0.39

3.19 4.18 15.75 32.55 21.99
Candida boidinii-1 150 (g/L)
+0.52 | +0.73 | +0.88 +0.96 +0.07

2.63 2.71 10.67 | 28.31 27.31
Candida boidinii-2 150 (g/L)
+0.18 +0.1 +0.52 +0.75 +0.39

2.96 3.50 15.17 | 31.64 30.63
Candida boidinii-3 150 (g/L)
+0.12 | £0.11 | +0.93 +0.19 +0.61

2.68 4.26 18.95 21.47 17.85
Candida boidinii-4 150 (g/L)
+0.02 | £0.68 | £0.99 | +0.51 +0.47

Bu sonuglara gore, S. cerevisiae 12. Saatte 10.47+0.54 g/L etanol tiretmisken bu miktar
24. saatte 27.21+0.63 g/L ve 48. saatte 27.48+0.71 g/L olmustur. Etanol miktar1 72.
Saatte ise 24.06+£0.56 g/L’ye, 96. saatte ise 21.77+0,07 g/L’ye dismistiir (Sekil 4.3a,
Cizelge 4.6).
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P. stipitis ise diger mayalara gore daha uzun siirede yiiksek miktarda etanol tiretmistir.

En yiiksek etanol tiretimi 96. saatte 11.32+0.39 g/L olmustur (Sekil 4.3b, Cizelge 4.6).

Besiyeri katkilamasi yeni izole edilmis mayalarin etanol iiretimine de olumlu katkida
bulunmustur. Candida boidinii-1 12. Saatte 3.19+0.52 g/L etanol 24. Saatte 4.18+0.73
g/L 48. ve 72. saatlerde sirasiyla 15.75+0.88 g/L ve 32.55+0.96 g/L etanol iiretmistir.
96. Saatte ise diisiis gerceklesmis ve 21.99+0.07 g/L etanol iiretmistir (Sekil 4.3c,
Cizelge 4.6).

Candida boidinii-2 12, 24, 48. saatlerde sirasiyla 2.63+0.18 g/L, 2.71+0.1 g/L ve
10.67+0.52 g/L etanol tretmisken 72. Saatte 28.31+£0.75 g/L ile en yiiksek etanol
konsantrasyonuna ulagmistir. 96. Saatte ise 27.31+£0.39 g/L etanol tretilmistir (Sekil
4.3d, Cizelge 4.6).

Candida boidinii-3, 12. ve 24. saatlerde sirasiyla 2.96+0.12 g/L, 3.50+0.11 g/L, 48.
Saatte 15.174+0.93 g/L etanol iiretmigken bu miktar 72. saatte 31.64+0.19 g/L olmustur.
96. Saatte ise iretim azalmig ve 30.63£0.61 g/L olarak belirlenmistir (Sekil 4.3e,
Cizelge 4.6).

C. boidinii-4 ise 12, 24, 48. saatlerde sirasiyla 2.68+0.02 g¢/L, 4.26+0.68 g/L,
18.95+0.99 g/L etanol iiretmistir. 72 ve 96. Saatlerde ise sirasiyla 21.47+0.51 g/L ve
17.85+0.47 g/L tiretim gergeklesmistir (Sekil 4.3f, Cizelge 4.6).

Ortama yapilan katkilama sonucu fermentasyon sirasinda ¢alisma ortaminda kalan seker

konsantrasyonlari da hesaplanmistir (Cizelge 4.7)
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Cizelge 4.7 Besiyeri katkilamasinin farkli baslangic havug¢ konsantrasyonlarinda
ortamdaki seker konsantrasyonuna (g/L) etkisi (On islem kosullart: 1%
H,SO4, 121-C, 15 dk otoklavlama, 15 FPU selilaz, 15 U/mL
hemiseliilaz, Katkilama; pepton (5 g/L), maya oziiti (3 g/L),
MgS0O,.7H,O (0.5 g/L), KH,PO, (1 ¢/L), CaCl,.2H,O (0.1 g/L),
ZnS04.7H,0 (0.05 g/L), pH 5, T 30 °C, Calkalama Hizi: 100 rpm)

Zaman (saat) )/ indirgen seker konsantrasyonu (g/L)
Baslangi¢
Biyokiitle
Mikroorganizma (g/L)
12 24 48 72 96
52.43 20.65 13.39 10.17 8.13
S. cerevisiae
100 (g/L) +0.12 +1.04 +1.84 +0.24 +0.12
65.91 56.43 52.17 30.91 24.34
P. stipitis
100 (g/L) +0.64 +1.59 +0.49 +0.49 +0.21
81.82 69.65 38.78 25.82 14.36
Candida boidinii-1
150 (g/L) +0.49 +1.23 +1.01 +0.46 +018
81.82 63.39 39.82 33.04 13.02
Candida boidinii-2 150 (g/L)
+1.53 +1.72 +0.43 +0.06 +0.18
83.21 78.95 41.52 26.52 14.39
Candida boidinii-3 150 (g/L)
+0.31 +0.30 +0.52 +1.20 +1.13
73.21 65.73 37.30 32.39 11.23
Candida boidinii-4 150 (g/L)
+0.12 +0.29 +1.47 +1.01 +0.29
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Cizelge 4.7’ye gore, 100 g/L baslangi¢ biyokiitle iceren ve S. cerevisiae bulunan
ortamda 12. Saatte 52.43 g/L indirgen seker bulunurken, seker konsantrasyonu zamana
bagh olarak azalmistir. 24, 48, 72 ve 96. Saatlerde sirasiyla ortamda 20.65 g/L, 13.39
o/L, 10.17 g/L ve 8.13 g/L sekerin ortamda kaldigi tespit edilmistir.

P. stipitis igeren ortamda ise ilk 72 saatte ortamdaki indirgen seker konsantrasyonunda
fazla bir degisim gozlenmemistir. Ancak 96. saatte ortamdaki seker 30.91 g/L.’den 24.34
g/L’ye diismiistiir.

150 g/L baslangi¢ biyokiitle igeren ve Candida boidinii-1’in fermentasyonda
kullanildig1 deney ortaminda 12. saatte 81.82 g/L olan indirgen seker konsantrasyonu
zamanla azalmustir. 24, 48, 72 ve 96. saatlerde sirasiyla 69.65 g/L, 38.78 g/L, 25.82 g/L
ve 14.36 g/L seker oldugu belirlenmistir.

Candida boidinii-2 igeren ortamda 12. saatte 81.82 g/L, 24. saatte 63.39 g/L, 48. saatte
39.82 g/L, 72. saatte 33.04 g/L ve 96. saatte 13.02 g/L indirgen seker oldugu

belirlenmistir.

Candida boidinii-3 igeren ortamda 12. saatte 83.21 g/L, 24. saatte 78.95 g/L, 48. saatte
41.52 g/L, 72. Saatte 26.52 g/L ve 96. saatte 14.39 g/L indirgen seker oldugu tespit

edilmistir.

Candida boidinii-4’iin bulundugu ortamda 12.saatte 73.21 g/L, 24. saatte 65.73 g/L, 48.
saatte 37.30 g/L, 72. saatte 32.39 g/L ve 96. saatte 11.23 g/L indirgen sekerin ortamda

bulundugu belirlenmistir.

Mikrobiyal gelisim incelendiginde 96. saatte ve 100 g/L havug posasi varliginda, S.
cerevisiae, 3.80 g/L, P. stipitis 2.82 g/L kuru agirhga ulasmistir. Yeni izole edilen
mayalar ise 96. Saatte, C. boidinii-1, 3.38 g/L, C. boidinii-2, 3.36 g/L, C. boidinii-3,
3.37 g/L ve C. boidinii-4, 3.60 g/L kuru agirliga ulagmistir. Bu sonuglar incelendiginde
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C. boidinii suslarmin besiyeri katkilamasiyla hem etanol iretimini hem de

biyokiitlelerini artirabildikleri saptanmustir.

4.5 Kinetik Parametrelere Iliskin Sonugclar

Calismada tiim mayalar i¢in kinetik parametreler hesaplanmigtir. S. cerevisiae mayasi igin
48. Saatte, 15 FPU seliilaz ve 15 U/mL hemiseliilaz konsantrasyonunda teorik etanol
verimi %77.89 olarak tespit edilmistir. Qp degeri ise 0.57 g/L.h olarak hesaplanirken, Yp/s
degeri ise 0.49 g/g olarak belirlenmistir.

Hesaplamalar ayni kosullar gegerli olmak tizere P. sitipitis i¢in 120. saatte yapilmustir.
Buna gore teorik etanol verimi % 32.08 olarak bulunmustur. Qp degeri 0.12 g/L.h olarak

tespit edilmistir. Yr/s degeri ise 0.25 olarak hesaplanmistir.

Ayni kosullarda Candida boidinii-1 i¢in 72. Saatte hesaplanan kinetik paramatreler ise;
teorik etanol verimi % 69.51, Qp degeri 0.45 g/L.h, Ypss degeri ise 0.49 g/g olarak

belirlenmistir.

Candida boidinii-2 i¢in 72. Saatte hesaplanan teorik etanol verimi %60.45 olarak

bulunmustur. Qp degeri 0.39 g/L.h olarak, Yrss degeri de 0.48 g/g olarak belirlenmistir.

Candida boidinii-3 igin 72. Saatte hesaplanan teorik etanol verimi %67.56, Qp degeri
0.44 g/L.h ve Yrss ise 0.48 g/g’dur.

C. boidinii-4 i¢in de teorik etanol verimi %45.85, Qp degeri 0.29 g/L.h ve Yrss ise 0.36
g/g olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8 Farkli havu¢ posasi konsantrasyonlarinda mayalara ait bazi kinetik
parametreler (S.cerevisiae igin 48 saat, P. stipitis i¢in 120 saat ve C.
boidinii 1-3 ve C. boidinii-4 igin 72 saat) On islem kosulu: %1 H,SOy ile
120°C’de 15 dakika, Fermantasyon kosulu: pH:5, 15 FPU seliilaz ve 15
U/mL hemiseliilaz, 30°C’de 100 rpm ¢alkalama hiz

S. P. C. C. C. C.
cerevisiae | sitipitis | boidinii- | boidinii- | boidinii- | boidinii-
1 2 3 4
Teorik Etanol
Verimi
(%) 77.89 32.08 69.51 60.45 67.56 45.85
Qp
(g/L.h) 0.57 0.12 0.45 0.39 0.44 0.29
Ypis
(9/9) 0.49 0.25 0.49 0.48 0.48 0.36
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5. TARTISMA ve SONUC

5.1 Baslangic Havu¢ Konsantrasyonunun Seker konsantrasyonu ve Etanol
Uretimine Etkisi

Baglangi¢ biyokiitle konsantrasyonunun belirlenmesi, biyoetanol iiretimi {izerinde
onemli bir etkiye sahiptir. Biyokiitle konsantrasyonunun artmasiyla etanol veriminin de
artacagl diisiiniilmekle beraber, artan konsantrasyonlarda glukoz veriminin azaldig1 ve
seliiloz doniistimiiniin %30 (w/w) biyokiitle i¢eren ortamda yaklasik %40'a distigi
bildirilmistir. Ayrica, kullanilan biyokiitlenin par¢alanmasi sonucu ortaya ¢ikan gesitli
inhibitorler de toksik etkileri nedeniyle fermentasyonu olumsuz etkilemektedir (Lu vd.,

2010).

Tez calismasinda da dort farkli baslangi¢ biyokiitle konsantrasyonunun (50 g/L, 100
g/L, 150 g/L, 200 g/L) biyoetanol iiretimi iizerindeki etkileri arastirilmistir. Bu deney
icin havug posasit %1 (v/V) H,SO, ile 6n isleme tabi tutulmus, 121°C'de 15 dakika
otoklavlanmig ve fermantasyon deneyleri igin kullanilmistir. S. cerevisiae ve P.stipitis
icin optimum biyokiitle 100 g/L havug¢ posast iceren ortam olarak belirlenmistir. C.
boidinii izolatlar1 igin ise 150 g/L havug posasi konsantrasyonunda en yiiksek etanol
tiretimi gergeklesmistir. Yiiksek biyokiitle miktar1 daha ¢ok etanol konsantrasyonuna
yol agsa da, kat1 icerik ve viskozite arttik¢a calkalama islemi de zorlagsmaktadir. Ayrica,
enzimatik hidroliz i¢in kullanilan enzim, hidroliz sirasinda a¢iga c¢ikan glukoz
tarafindan {riin inhibisyonuna maruz kalabilmektedir (Han vd., 2011). Bu nedenle

optimum biyokiitle konsantrasyonlar1 segilmistir.

Literatiirde, baslangi¢ biyokiitle ve baslangic seker konsantrasyonlarinin etanol
iiretimine etkisi arastirilmistir. Yiksek nisasta icerigi nedeniyle etanol {iretim
potansiyeline sahip olan kassavanin kullanildigi bir ¢alismada %10 (w/v) baslangig
biyokiitlede etanol veriminin diger oranlara gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir
(Shanavas vd., 2011). Su siimbiilii biyokiitlesinden etanol iiretilen bir ¢alismada da %10
(w/v) baglangi¢ biyokiitlede en yiiksek etanol miktarinin iretildigi tespit edilmistir
(Aswathy vd., 2010). Baska bir ¢alismada Saccharomyces cerevisiae BY4742 susu
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tarafindan etanol iiretiminin 20-300 kg m™ substrat konsantrasyonundan etkilendigi
gosterilmistir. Bununla birlikte, 300 kg m™'in tizerindeki glukoz konsantrasyonlarida
etanol donlisim verimindeki azalmanin, yliksek miktarda substrat ve etanol
fermantasyonunu engelleyen iiretimden kaynaklandigi one siirtilmiistiir. 72 saatlik
inkiibasyondan sonra seker doniisiimi 20, 40, 80, 160 ve 300 kg m-3 glukoz igin
sirastyla %48.0, %59.9, %28.3, %13.7 ve %3.7 olarak bulunmustur (Lin vd., 2012).
Seker pancar1 melasinin hammadde olarak kullanildig: ve etanol iiretiminin arastirildigi
baska bir ¢alismada ise baslangi¢ seker pancart melasit miktarinin 109 g/L oldugu tespit
edilmistir. Elde edilen en yiiksek etanol konsantrasyonu ise %4.62 olarak belirtilmistir
(Goksungur ve Zorlu, 2001).

Bir diger ¢alismada, tatli sorgum sap1 suyunun Saccharomyces cerevisiae kullanilarak
kesikli etanol fermantasyonu incelenmistir. Arastirmacilar, 85, 113 ve 156 g/L olmak
tizere li¢ farkli baslangic seker konsantrasyonunda kesikli fermantasyon deneylerini
gerceklestirmis olup, 156 g/L'lik baslangi¢ toplam seker konsantrasyonunda maksimum
etanoliin 58.01 g/L oldugunu bulmuslardir (Jin vd., 2015).

Havu¢ atiinin  hammadde olarak kullanildigt ve pancar melast eklenerek,
Saccharomyces cerevisiae ile biyoetanol iiretilen bagka bir ¢alismada ise sonuglar, 150
ml distile su iceren ortama 10 g havug atigr eklenmesiyle 10.3 ml etanol iretildigi
gosterilmistir (Khoshkho vd., 2022).

Aragtirmacilar, Pichia stipitis'in findik kabugu hidrolizatinda biiyliyebildigi ve sekerleri
etanole fermente edebildigini gdstermistir. 50 g/L toplam indirgen seker varliginda
Pichia stipitis’in etanol tiretebildigi bulunmustur (Arslan ve Eken-Saracoglu, 2010). Bir
diger calismada etanol iiretimi icin gazete atiklar1 kullanilmig ve enzimatik hidrolizle
Pichia stipitis, Saccharomyces cerevisiae ve her ikisini igeren ko-kiiltiirle
fermantasyona ugratilmigtir. Atik gazete konsantrasyonunun artmasiyla indirgen seker
konsantrasyonu artmigtir ancak, biyokiitle konsantrasyonu %15 (w/w) oldugunda bir
platoya ulasmistir. Biyokiitlenin daha fazla artisinin, seker konsantrasyonunda herhangi
bir artiga neden olmadigi, yiliksek substrat konsantrasyonunun son {irlinlerin (glukoz ve

sellobiyoz) inhibisyonuna neden olabilecegi belirtilmistir (Xin vd., 2010).
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5.2 Enzimatik Hidrolizin Biyoetanol Uretimine Etkileri

Enzimatik bazli seliilozik etanol iiretim teknolojisi, 1980'lerde biyokiitle teknolojisinin
gelistirilmesinde onemli bir alan haline gelmistir. ikinci Diinya Savas1 sirasinda
kesfedilen Trichoderma reesei tarafindan iiretilen seliilaz ve seyreltik asit 6n islemi
uygulamasindaki gelismeler, 1980'lerde seliilozik etanol maliyetindeki diisiislerinin
onlinii agmistir. Seliilozik maddelerden sekerlerin agiga ¢ikarilmasi kolay bir islem
olmadigindan, ekonomik olarak uygun seker verimleri elde etmek i¢in yaklagik 15

FPU/g substrat seliilaz kullanilmasina ihtiya¢ bulunmaktadir (Yang vd., 2011).

Etanol iiretiminde enzimatik hidroliz, hammaddeleri fermente edilebilir sekerlere
hidrolize etmek igin gerekli bir basamaktir. Bitki hiicre duvarindaki heterojen yapilari
tamamen bozmak igin seliilazlar ve hemiseliilazlar gibi enzimlerin sinerjik reaksiyonlari
gerekmektedir. Ayrica enzimatik hidroliz, diger islemlere gore daha yiiksek verim
saglamasi nedeniyle tercih edilen bir sakkarifikasyon yontemidir (Yang vd., 2011). Tez
calismasinda enzimatik hidroliz deneyleri, 15 U/mL hemiseliilaz ile 15 FPU/g substrat
selillaz ilave edilen 100 g/L ve 150 g/L havug¢ posasi igeren deney ortaminda
gerceklestirilmistir. Fermentasyon deneyleri baslatilmadan 6nce enzimlerin biyokiitleye
olan etkilerinin tespit edilmesi amaciyla farkli baslangi¢ biyokiitlelerin igerdigi indirgen
seker konsantrasyonlarinmn tayini yapilmistir. Indirgen seker konsantrasyonu,
fermantasyon ve enzimatik hidrolizden once sirasiyla 100 g/L ve 150 g/L biyokiitle
iceren ortamda, 47.30 g/L ve 73.65 g/L olarak tespit edilmistir. Ancak enzimatik
hidroliz ile bu miktar 100 g/L ve 150 g/L biyokiitle igeren ortamda sirasiyla 69.04 g/L
ve 91.65 g/L olarak belirlenmistir.

Literatiirde Pichia stipitis, Saccharomyces cerevisiae ve her ikisini igeren ko-kiiltiirle
yapilan ve 15 FPU/g substrat seliilaz kullanilan ¢alismada Pichia stipitis 0.41 g/g
verimle etanol tretmistir (Xin vd., 2010). Baska bir ¢alismada S. cerevisiae'nin %10
(w/v) su stimbiilii biyokiitlesinden enzimatik hidroliz ile 4.25 g/L etanol irettigi
bildirilmistir (Aswathy vd., 2010).
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Bagka bir ¢alismada, P. stipitis NCIM 3498 ile bes piring ¢esidinin etanol iiretim
potansiyeli degerlendirilmistir. P. stipitis NCIM 3498, seliilaz ve B-glukozidaz enzimi
ile 6n isleme tabi tutulan biyokiitleden 0.44 gg™ etanol iiretmistir (Sheetal vd., 2019).

Lignoseliilozik biyokiitleyi oligosakkarite ayristirmak i¢in sorgum sapi ile seker kamisi
yapraginin kullanildig1 baska bir ¢alismada, biyokiitle, selillaz enzimi kullanilarak S.
cerevisiae TISTR5020 tarafindan etanol iiretimi i¢in fermentasyona ugratilmistir.
8.374+1.813 g/L'lik maksimum biyoetanol verimi, 2 giinlilk fermantasyon siiresinde

elde edilmistir (Manmai vd., 2020).

Bagka bir calismada akasya agacina enzimatik hidrolize duyarli hale getirilmek igin
seyreltik stlfiirik asit 6n islemi uygulanmistir. S. cerevisiae tarafindan fermentasyonun
gerceklestirildigi ¢alismada deney ortamina 5, 10, 15 ve 20 FPU (Cellic® CTec3) /g
glukan enzim eklenmistir. Calisma sonunda etanole maksimum doniisiim verimine

(%94,9) 5 FPU'da ulasilmistir (Lee ve Yu, 2020).

Tez galismasinda ise, S. cerevisiae 48.saat sonunda 17.76+0.07 g/L etanol tiretmistir. P.
stipitis 10.97+0.93 g¢/L, C. boidinii -1 48 saatte 20.36+0.64 g/L etanol iiretmistir. C.
boidinii-2, 20.02+0.23 g/L etanol iiretmistir. C. boidinii-3 21.84+0.44 g/L, C. boidinii-4
19.97+0.75 g/L etanol iiretmistir.

5.3 Besiyeri Katkilamasinin Biyoetanol Uretimine Etkisi

Besiyeri katkilamasi literatiirde bir¢ok yazar tarafindan incelenmistir. Kudiis enginar
yumrusunun hammadde olarak kullanildigi ve katkilama yapilan ortamda S. cerevisiae
JZ1C ile fermentasyon sonucu 65.2 g/L etanol iirettigini bildirmistir (Hu vd., 2012).
Saccharomyces cerevisiae NPO1 tarafindan tatli sorgum suyundan etanol {iretiminin
arastirildig1 bir calismada, ¢esitli karbon ve azot kaynaklariin etkisi arastirilmastir.
Arastirmacilar azot kaynagimin etanol {iretimi lizerindeki etkilerini karsilastirmak igin,
3.0 g/L maya o6ziitii ve 5.0 g/L pepton igeren ortam ve ayrica 1.3 g/L (NH,4),SO, igeren
ortam hazirlamistir (Laopaiboon vd., 2009).
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Sudhakar vd.(2021) S. cerevisiae kullanarak etanol iiretmek i¢in mantar artiklarimi
substrat olarak kullanmiglardir. Deney ortamina iire (1 g/L), sodyum hidrojen fosfat (0,5
g/L), potasyum dihidrojen fosfat (2,5 g/L), magnezyum siilfat (1 g/L), amonyum siilfat
(1 g/L), demir siilfat (0.001 g/L) ve maya oziitiintin (0.5 g/L) eklenmesiyle maksimum
etanol verimi 1.57 + 0.12 g/L olarak hesaplanmistir (Sudhakar vd., 2021).

S. cerevisiae kullanilarak atik patates piiresinden biyoetanol {iretiminin arastirildigi bir
diger ¢alismada maya ekstrakti azot kaynagi olarak kullanilmistir. Calisma sonucunda
30.8 g/L etanol iiretildigi tespit edilmistir. Istatistiksel olarak kullamilan diger azot
kaynaklariyla karsilastirildiginda, higbir azot kaynaginin maya ekstraktindan daha

anlaml1 6l¢lide etanol tiretmedigi sonucuna varilmstir. (Izmirlioglu ve Demirci, 2012).

Mango kabuguyla yapilan ve S. cerevisiae CFTRI 101’in kullanildig1 bir ¢aligmada
besiyeri takviyesi i¢in maya 0ziitii, pepton ve bugday kepegi 0ziitii test edilmis ve bu
takviyenin etanol iiretimini arttirdigi gozlemlenmistir. Sonuglara gore maya ekstrakti
eklenen ortamda 24. Saatte 33.2 g/L etanol, pepton ve maya ekstrakti eklenen ortamda
ise 34.5 g/L etanol tiretilmistir (Reddy vd., 2011).

Topraktan izole edilen Saccharomyces cerevisiae KL17 susunun galaktozdan etanol
iretme performansinin incelendigi calismada ise, c¢esitli kombinasyon ve
konsantrasyonlarda galaktoz ve glukoz igeren ortamlarda deneyler yiiriitiilmistiir.
Fermentasyon ortamina 7.5 g/L maya 0ziitii, 7.5 g/L pepton, 6.0 g/L (NH4)2SO,4, 3.0 g/L
KH,PO,4, 5.0 g/L MgS04.7H,0 eklenmistir. Yapilan ¢aligma sonucu Saccharomyces
cerevisiae KL17’nin 95 g/L’ye kadar etanol iiretebildigi belirlenmistir (Kim vd., 2014).

Akasya agaciin etanol iiretiminde hammadde olarak kullanildig1 ¢alismada enzim
aktivitesini artirmak amaciyla soya proteini eklenmistir. Soya proteini dozaji arttikca
toplam glukoz veriminin arttigi saptanmistir. Caligma sonunda soya proteini igeren

deney ortamindan 4.38 + 0.23 g/L etanol iiretildigi belirlenmistir (Lee ve Yu, 2020).
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Misir sapinin S. cerevisiae ile fermentasyona ugratildigi baska bir ¢alismada, misir sap1
%1 H,SO4le muamele edildigi ve besiyeri 0.75 g/L KH,PQOy, 0.15 g/L (NH,4)2SO4, 0.25
g/L MgSQy4 ve 9.0 g/L maya 6ziitiinden olusturulmustur. Calisma sonucunda 48. Saatte
18.72 g/L etanol elde edilmistir (Jehadin vd., 2021).

Literatiire gore standart etanol iiretim ortami 3.0 g/L. maya 6ziitii ve 5.0 g/L pepton
icermelidir. Boylelikle belirtilen bu azot kaynaklarinda fermente edilebilir toplam azot
miktar1 1129 mg/L'ye denk gelmektedir (Melzoch vd., 1994). Calisma sonuglarina gore
S. cerevisiae 48. saatte 27.48+0.71 g/L etanol iretmistir. P.Stipitis ise 96. Saatte
11.32+0.39 g/L etanol iiretmistir. Yeni izole edilmis mayalarin etanol iiretimi de
katkilamadan olumlu etkilenmistir. Candida boidinii-1, 72. saatte 32.55+0.96 g/L etanol
tretmistir. Candida boidinii-2 72. saatte en yiiksek 28.31+0.75 g/L etanol
konsantrasyonuna ulasmustir. Candida boidinii-3 ise 72. saatte 31.64+0.19 g/L ile en
yiiksek etanol tiretimine ulagmistir. C. boidinii-4 ise 72 saatte 21.47+0.51 g/L ile etanol

konsantrasyonuna ulagmustir.

5.4 Sonuc ve Oneriler

Diinya niifusundaki yasanan artis birgok iilkenin endiistriyel faaliyetlerinde de artisa
neden olmustur. Bu durumun geri yansimasi ise fosil yakitlarin kullaniminin artmasidir.
Ancak, fosil yakit kaynaklari sonsuz olmayip, gelecekte tiikkenecegi tahmin
edilmektedir. Diinya ¢apinda enerji tiiketiminin yiiksek boyutlara ulasmasi alternatif
¢ozlim yollarmi1 da beraberinde getirmektedir. Bunula beraber, fosil yakit kaynakli
cevresel sorunlar, sera gazi salimlar1 ve kiiresel 1sinma, tiim diinya ilkelerini
ilgilendiren ve acil ¢6zlim iiretilmesi gereken bir konu haline gelmistir. Biyoyakit

teknolojileri ve bu yakitin kullanimi bu ¢6ziim yollarindan biridir.

Yukarda bahsi gectigi iizere diinyada ve ililkemizde yenilenebilir ve siirdiiriilebilir enerji

kaynaklari tizerine yogun calismalar siirdiiriilmekte ve yeni enerji yollart aranmaktadir.
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Alternatif yakitlardan biri olan biyoetanol siirdiiriilebilirlik ve yenilenebilirlik
kriterlerine sahip olmast nedeniyle &nemli ekoyakitlardan biri olarak kabul
edilmektedir. Tiim biyoyakitlar arasinda etanol goze c¢arpmakta olup, diinya ¢apinda

bircok tilkede biiylik 6lclide tiretilmektedir.

Bu tez calismasinda biyoetanol iiretimi i¢in hammadde olarak Tiirkiye’de biiylik
miktarlada tiretilen havuglarin posasi kullanilmistir. Fermantasyon deneyleri i¢in yerel
seker fabrikasindan temin edilen atik sudan izole edilen mayalar kullanilmistir. Seker ve
etanol konsantrasyonunu artirmak amaciyla havug posalari seyreltik asitle
parcalanmistir. Ayrica enzimatik hidrolize ugratilmistir. Etanol {iretiminin artirilmasi
amaciyla besiyeri katkilamasi parametreleri de arastirilmigtir. Bu baglamda, tez
calismasi sonucunda elde edilen veriler yeni izole edilen ve metilotrofik 6zelligi bilinen
C. boidinii mayasmin etanol iiretiminde de etkin oldugunun gosterilmesi bakimindan
literatiire katki saglamaktadir. Ayrica, havug atiklarinin etanol iiretiminde hammadde
olarak kullanilabilirliginin ve geridonlisime katki saglayabilirliginin gosterilmesi

acisindan onemli sonuglar elde edilmistir.
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