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Bu tez calismasinda, yiiksek seker icerigine sahip gida ve meyve suyu endiistrisinin
onemli bir atigi olan elma posasinin enzimatik hidrolizinde ¢6ziiniir soya unu
proteininin kullaniminin indirgen seker ve biyoetanol iiretimine etkisi arastirilmistir.
Fermentasyon deneylerinde Saccharomyces cerevisiae ve Kulyveromyces marxianus
mayalar1 kullanilmistir. Fermentasyona etki eden onemli parametrelerden, baslangi¢
hammadde konsantrasyonu, optimum asit konsantrasyonu, besiyeri yikamasinin etkisi,
farkli enzim konsantrasyonlari ve ¢Oziinlir soya unu proteini konsantrasyonu gibi
onemli parametrelerin etkileri belirlenmistir. Kullanilan her iki mayada da da en yiiksek
etanol miktar1 %20 elma posast varliginda bulunmustur. EK olarak hammadde olarak
kullanilan elma posasimin 6n islemi ile agiga ¢ikan indirgen seker igerigi ile enzim
hidrolizi ve biyoetanol miktarlar1 belirlenmistir. En yiiksek biyoetanol konsantrasyonu
80 mg/g seliiloz ile 60 FPU selillaz varhiginda S. cerevisiae ve K. marxianus igin
strastyla 53.18 ve 29.59 g/L olarak bulunmustur. 80 mg/g seliiloz ¢oziinlir soya unu
proteini katkilanmasi sonucunda seker miktarinin %13.5, etanol miktarinin ise S.

cerevisiae ve K. marxianus igin sirasiyla %9.03 ve %20.92 arttig1 saptanmustir.
Haziran 2021, 69 sayfa
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ABSTRACT
Master Thesis

SECOND GENERATION BIOETHANOL PRODUCTION FROM APPLE POMACE
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Supervisor: Prof. Dr. Géniill DONMEZ

In the current thesis study, effect of soluble soy protein on enzymatic hydrolysis of
apple pomace which contains abundant sugar content and important by product of juice
industry was investigated for reducing sugar and bioethanol production. Saccharomyces
cerevisiae and Kluyveromyces marxianus were used for bioethanol production. The
effects of important paramaters for fermentation such as initial biomass loading,
optimum acid concentration, effect of biomass washing, different enzyme concentration
and soluble soy protein amounts were determined. The highest ethanol contents were
found in 20% apple pomace for both yeasts. Furthermore, reducing sugars that derived
from pretreatment of apple pomace and bioethanol concentrations were determined. The
highest bioethanol concentration was observed as 53.18 g/L and 29.59 g/L from S.
cerevisiae and K. marxianus, respectively in the presence of 80 mg/g cellulose soluble
soy protein and 60 FPU/g subtrate enzyme loading. Moreover, it was detected that,
addition of soluble soy protein increased reducing sugar amount by 13.5% and

bioethanol concentrations 9.03% and 20.92% for the same yeasts.
June 2021, 69 pages
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fermentation, S. cerevisiae, K. marxianus



TESEKKUR

Gergeklestirilen tez calismasinin arastirilmasinda bana Onciilikk eden, yardimlarini
esirgemeyen ve destegini her animda yanimda hissettigim degerli danisman hocam Prof.
Dr. Géniill DONMEZ’e (Ankara Universitesi, Biyoloji Anabilim Dalr) sonsuz tesekkiir
ederim. Tez c¢alismasinin tiim asamalarinda beni yonlendiren bilgi ve destegini
esirgemeyen degerli hocam Prof. Dr. Sevgi Ertugrul KARATAY’a (Ankara
Universitesi, Biyoloji Anabilim Dal1) ve Ogr. Gér. Dr. Ekin Demiray’a (Yildirim
Beyazit Universitesi, Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksek Okulu) desteklerinden dolayi

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Bu yiiksek lisans tezi, Tiibitak tarafindan desteklenmis olup, 2210-C Oncelikli Alanlara
Yénelik Yurt ici Yiiksek Lisans Burs Programi kapsaminda sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim. Ayrica Ankara Universitesi tarafindan desteklenen “Elma Posalarindan Ikinci
Nesil Biyoetanol Uretimi” konulu projem igin Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Koordinatorliigii'ne tesekkiirlerimi sunarim.

Degerli lisanstistii arkadaslarim Nazlithan TEKIN, Esra ERKOC, Danial NASSOUHI ve
Dilara DILBAZ’a manevi destek ve yardimlaridan dolay: tesekkiir ederim. Her zaman
yanimda olan ve destegini her daim hissettigim degerli arkadasim Ahmet YILMAZ’a

tesekkiir ederim.

Tim yasamim boyunca yanimda olan, aldigim her kararda desteklerini esirgemeyip beni
cesaretlendiren, maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen sevgili annem Sunay
KUT’a, sevgili babam Coskun KUT’a ve sevgili kardesim Zeynep KUT’a sonsuz

tesekkiir ederim.

Aybiike KUT
Ankara, Haziran 2021



ICINDEKILER

TEZ ONAY SAYFASI

ETEK .o i
OZET ..o 1l
ABSTRACT .ottt ettt e e te e e e te b e naesreeteene e e nte e i
TESEKKUR ......oooiiiiiiiieeoeeee et enes s sttt en st sns s st san s saneees iv
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI ........cocoooniiince, viii
SEKILLER DIZINT ..ot X
CIZELGE DIZINI ... Xi
23 1RO 1
2. KAYNAK OZETLERI ...cooooiiiiiiiiii s 4
2.1 Etanoliin OZeIlKICTi..................cccoovueveviieeiirciesiieeieseeee s essie s ses s 4
2.2 Biyoetanol Uretimi.................cocoooveurieeiceeieieceeeceeee e eee s, 5
2.3 Tiirkiye ve Diinya’da Biyoetanol Uretimi ve Tarihcesi.................c..cccccoovevvrnnnnn. 9
2.4 Uretildigi Hammadde Icerigine Gore Biyoetanol Nesilleri................................ 10

2.5 Lignoseliilozik Yapimin Parcalanmasi icin Uygulanan On-islem Yontemleri . 15

2.5.1 Fiziksel ve fizikokimyasal on-islemler .................ccccooiiiiiiiiiiicn e 15
2.5.2 Kimyasal On-iS1em.............ccocooiiiiiiiii e 17
2.5.3 BiYOIOJiK OM-GS1€IM .........oouiiiiiiiiiiiic 20
2.5.4 Fermentasyon StrateJileri........cccoiiiiiiii i 22
2.6 Biyoetanol Uretiminde Baghca Kullamilan Mikroorganizmalar......................... 23
2.6.1 SACChAromMYyCeS CEIBVISIAL. .......cviieiiiteiti sttt 23
2.6.2 KIUYVErOMYCES CEIBVISIAL ....evveueeuieeeiteite sttt aneas 24
2.6.3 PIChIA SHIPITIS .....eiiiiciii e 25
2.6.4 ZymomoNas MODITIS .......coiiiiiiiiie it 26



2.6.5 Etanol iiretimi yapan diger mikroorganizmalar ......................cccooiiininnn 26

2.7 Farkh Hammaddelerde Biyoetanol Uretimi ile Ilgili Cahsmalar.................... 27
2.7.1 Birince nesil hammaddelerden biyoetanol iiretimi ile ilgili ¢calismalar .......... 27
2.7.2 ikinci nesil hammaddelerde biyoetanol iiretimi ile ilgili calismalar ............... 28
2.7.3 Ugiincii nesil hammaddelerde biyoetanol iiretimi ile ilgili calismalar-............ 29
2.7.4 Dordiincii nesil hammaddelerde biyoetanol iiretimi ile ilgili calismalar........ 30
3. MATERYAL VE METOT ... 31
KN 1V = 1 (=1 7 | SO SR RSPSPN 31
3.1.1 Tez ¢caliymasinda kullanilan mikroorganizmalarin kaynagi........................... 31
3.1.2 Tez ¢caliymasinda kullanilan hammadde kaynagi .................c.coooiiiinnnn 31
B2 YOMEEIN ...ttt ettt e b n e n e nr e re e 31
3.2.1 Tez ¢calismasinda kullanilan besiyerleri .................ccccooiiiiini e 31
3.2.2 On-islem i¢in optimum asit konsantrasyonunun belirlenmesi ....................... 32
3.2.3 Optimum elma posasi konsantrasyonunun belirlenmesi ................................. 32

3.2.4 Elma posasi atiklarinda enzimatik hidrolizin ve farkh besiyeri

konsantrasyonlariin biyoetanol iiretimine etKisi...................cccocoenininn 32
3.2.5 Biyoetanol iiretiminde farkh enzim konsantrasyonlarinn etkisi .................... 32
3.2.6 Coziiniir soya proteinin hazirlanmasi................c.cccoooiiiiiin e 33
3.2.7 Fermentasyon AENEYIETT ......cc.oiiiiiiiiiieee e 33
3.3 ANAITIK YONEEMIET ...........cviiiiiiiiiiiieee e 34
3.3.1 Biyoetanol konsantrasyonlarinin belirlenmesi ....................cccooooi 34
3.3.2 Elma posasindaki indirgen seker konsantrasyonlarinin belirlenmesi ............ 34
3.3.3 Seker tiplerinin ve konsantrasyonlarinin belirlenmesi..................cc.cccooeiinnnn 34
3.3.4 Seliilaz aktivitesinin belirlenmesi ..., 35
3.3.5 SelOZ taAYINI..........coiiiiiiiiiie 35

Vi



3.3.6 Kinetik parametrelerde kullanilan denklemler ..................ccccccooiniiiiiinniennne 35

4. ARASTIRMA BULGULARI ........oooiiiiiiiiiii e 37
4.1 On-islem Yontemlerinin Etanol Uretimi Uzerindeki EtKileri..............c.c............ 37
4.2 Elma Posasmin Icerigindeki indirgen Seker Tiplerinin Belirlenmesi ............... 38
4.3 Baslangic Elma Posasi1 Konsantrasyonunun Belirlenmesi .................................. 39

4.4 Farkh Besiyeri Kompozisyonlarinin Ve Enzimatik Hidrolizin Etanol
Uretimine ELKiSi ...............cccooeviviiniiiieicieie et 41

4.5 Artan Enzim Konsantrasyonlarimin indirgen Seker Ve Etanol Uretimine

5. TARTISMA VE SONUC ........ooiiiiiiiiiiie et ne e 52
5.1 On-Islem Yontemlerinin Etanol Uretimine EtKisi ...............c.cccccoovvvviivivcennnn 52
5.2 EIma Posasinin I¢erigindeki Indirgen Seker Tiplerinin Belirlenmesi ............... 52
5.3 Baslangic Elma Posasi Konsantrasyonunun Etanol Uretimine EtKisi............... 53

5.4 Farkh Besiyeri Kompozisyonlariin Ve Enzimatik Hidrolizin Etanol
Uretimine EtKisi ...............cccoooviviiiiiieiciece e 54

5.5 Artan Enzim Konsantrasyonlarimin indirgen Seker Ve Etanol Uretimine

1] OSSP 55
5.6 Céoziiniir Soya Unu Proteininin Etanol Uretimine EtKisi..........c.cc.cccocovevvvennnne. 56
5.7 SONUC VE ONEIIIET ...ttt 58
KAYNAKLAR ettt e e et e et e e e ssbe e e nsb e e e nsbeeenneeas 59
(0 7.7€) 00317 1 155U 69

vii



%
ng

pum
ATP

°C
C2HsOH
CACI;
CO,

cm

dH,0

H20>
H,SO4
HCI

kg
KH,PO,
L

mg
MgSO,
mL

mM

mm
NaCl
NAD*
NaOH
(NH,4)2SO,

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Yiizde

Mikrogram
Mikrolitre
Mikrometre
Adenozin trifosfat
Santigrat derece
Etanol

Kalsiyum kloriir
Karbondioksit
Santimetre

Distile su

Gram

Saat

Hidrojen peroksit
Siilfiirik asit
Hidroklorik asit
Kilogram
Potasyum dihidrojen fosfat
Litre

Miligram
Magnezyum siilfat
Mililitre
Milimolar
Milimetre
Sodyum kloriir
Nikotinamid adenin diniikleotit
Sodyum kloriir

Amonyum siilfat

viii



nm Nanometre

p Istatiksel anlamlilik degeri

rpm Dakikadaki devir

T Sicaklik

ZnS0O4 Cinko siilfat

a Alfa

B Beta

Kisaltmalar

ADH Alkol dehidrojenaz enzimi

CBP Tyilestirilmis biyolojik islem

DNA Deoksiriboniikleik asit

DNS Dinitrosalisilik asit

EROI Yatirimin enerjiye doniisiim orani

FID Alev iyonlagtirict dedektor

FPU Filitre kagid1 birimi (filiter paperrase unit)
GC Gaz kromotografisi

GPY Glukoz pepton maya oziitii

GRAS Genellikle giivenli kabul edilen mikroorganizma
HPLC Yiiksek performansli stvi kromotografisi

IL Iyonik sivilar

SHF Ayrilmis hidroliz ve fermentasyon

SSF Es zamanli sakkarifikasyon ve fermentasyon
SSCF Es zamanli sakkarifikasyon ve birlikte fermentasyon



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1 Etanoliin biyoteknolojik Gretimi .........coocvviveiiiieiieiiii e 6

Sekil 2.2 Pichia stipitis’te Pentoz Fosfat Yolagi ve Saccharomyces cerevisiae’da

Embden Meyerhoff Yolagi......cccooviiiiiiiiiiii e 7
Sekil 2.3 Zymomonas mobilis te Entner — Doudoroff Yolagt.......ccccvvvviviiiiieeiiiieninnn, 8
Sekil 2.4 LignoselliloZUn YaPIST ...cccuuiiiiiieiiiiiiiiieiiie et 15

Sekil 4.1 %20 elma posas1 varliginda ve farkli asit konsantrasyonlarinda S.

cerevisiae’da etanol ULETIMI ......cvvveeeeeeeeeee e 37

Sekil 4.2 S.cerevisiae’de farkli konsantrasyonlardaki ilk elma posasi yiikklemelerinde

baslangi¢ seker miktart ve biyoetanol miktart.........coccoveeiieniiniiiiiieiienienne 39

Sekil 4.3 K. marxianus’ta farkli konsantrasyonlardaki ilk elma posasi yiikklemelerinde

baslangi¢ seker miktar1 ve biyoetanol miktart...........ccooeeiiniiiiiiiicne 40

Sekil 4.4 S. cerevisiae’nin farkli besiyeri ortamlarinda harcanan seker ve etanol

tretimi. (a) Yikanmis kat1 fraksiyon, (b) Kati-s1v1 tiim fraksiyon.................. 42

Sekil 4.5 K. marxianus’un farkli besiyeri ortamlarinda harcanan seker ve etanol

tretimi. (a) Yikanmis kat1 fraksiyon, (b) Kati-s1v1 tiim fraksiyon.................. 43
Sekil 4.6 S. cerevisiae’ta farkli CSUP konsantrasyonlardaki etanol tiretimi.................. 49
Sekil 4.7 S. cerevisiae’ta farkli CSUP konsantrasyonlardaki etanol tiretimi.................. 50



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 2.1 Etanoliin Kimyasal OzelliKIEri...........cccceriverriereiieieicreieeeseeee s 5

Cizelge 2.2 Birinci nesil biyoetanol iiretiminde kullanilan hammaddeler ve enerji

VBEIMUBTT ettt e e e e e ettt e e e e e e e e e e eeeeeeeaaans 11

Cizelge 2.3 Ikinci nesil biyoetanol iiretiminde kullanilan hammaddeler ve enerji

VEITMUCTT. ..ottt e e 13
Cizelge 2.4 Biyoetanol iiretiminde kullanilan nesillerin avantajlar1 ve dezavantajlari... 14

Cizelge 4.1 Enzimatik hidroliz 6ncesi ve Enzimatik hidroliz sonrasi elma posasindaki

SEKET YUZACICTI. ...t 38

Cizelge 4.2 %20 baslangi¢ elma posasi konsantrasyonlarindaki kinetik parametre

102 1101 F: 3 5 A PR 41

Cizelge 4.3 %20 kati-s1v1 elma posasi fraksiyonunda 72 saat sonunda enzimatik hidroliz

sonucunda ortama salinan indirgen seker miktarlari.............ccooveviriinnnnne 44

Cizelge 4.4 %20 kati-s1v1 elma posasi fraksiyonunda dort farkli enzim

konsantrasyonunda tiretilen en yiiksek etanol miktarlari (g/L).................... 45

Cizelge 4.5 Farkl asit konsantrasyonlarinda S. cerevisiae ve K. marxianus mayalarina

ait Kinetik parametre VEIIEri .........cccoveiiiieie e 46

Cizelge 4.6 %20 kati-s1v1 elma posasi fraksiyonunun artan ¢oziiniir soya unu

konsantrasyonunda belirlenen indirgen seker konsantrasyonlari (g/L)........ 47

Cizelge 4.7 %20 kati-s1v1 elma posasi ortaminda ve artan ¢oziiniir soya unu proteini

konsantrasyonunda iiretilen en yiiksek etanol miktart ............cccoocviiiennnnn 48

Cizelge 4.8 %20 kati-sivi elma posasi fraksiyonunda S. cerevisiae ve K. marxianus

mayalarina ait bazi kinetik parametreler.............cccoviiiiiiii 51

Xi



1. GIRIS

Son yillarda insan niifusundaki hizli artig, hizli sanayilesme ve fosil bazli yakitlarin
kullanimi1 nedeniyle enerji krizi ve kiiresel 1sinma gibi biiyiik problemlerle kars1 karsiya
kalmmistir. Bu iki biliylik nedenden dolayr yenilenebilir ve siirdiiriilebilir enerji
kaynaklar1 arayisi ve kullanimi hiz kazanmistir (Medipally vd. 2015). Uzun yillardir
fosil yakitlara alternatif olabilecek riizgar, jeotermal, gilines, biyokiitle gibi enerji
kaynaklarinin kullanilmasinin yaninda son doénemlerde biyokiitle tabanli enerji iiretimi
ile ilgili calismalar artmistir (Srilatha vd. 2018). Tarimsal, endiistriyel ve evsel atiklar
gibi biyolojik olarak pargalanabilen biyokiitleler kullanilarak biyoyakit (biyodizel,
biyoetanol, biitanol, metanol gibi) liretimi yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir

(Mehani ve Bouchekima 2018).

Biyoetanol, fosil yakitlara gore icerdigi yiliksek oksijen miktari, diisik CO, ve CO
emisyonundan dolay1 ¢evre dostu bir yakittir. Fosil yakitlardan farkli olarak igerdigi
oksijen nedeniyle yliksek yanma hizina sahiptir (Mehani ve Bouchekima 2018).
Biyoetanol, benzine kiyasla yiiksek oktan sayisina sahip olmasindan dolayr yliksek
basinca dayaniklidir ve yiiksek buharlagsma 1sisina sahip olmas1 gibi 6nemli 6zellikleri

sayesinde umut vaat eden bir yakittir (Hanh-Hagerdal vd. 2006).

Biyoetanoliin fosil yakitlara gore bir diger 6nemli avantaji ise diisiik maliyete sahip
olmasidir. Bu durumun en temel sebebi ise biyoetanol tretiminde kullanilan
hammaddelerin ucuz olmasidir (Zhang vd. 2010). Kullanilan hammaddelerin icerigine
gbre biyoetanol iiretimi farkli nesillere ayrilabilir. Birinci nesilde bulunan musir,
bugday, piring gibi hammaddeler gida endiistrisinde de kullanilmasi, gida krizine ve
bliylik tarim arazilerine ihtiya¢ duyulmasi gibi nedenlerden dolayr ¢ok fazla tercih
edilmez. Ikinci nesil biyoetanol iiretiminde ise; lignoseliilozik hammaddeler
kullanilmaktadir. Lignoseliilozik hammaddeler genellikle tarimsal, endiistriyel ve evsel
atiklardan elde edildigi i¢in birinci nesil etanol iiretimine gore ucuz ve avantajlidir
ciinkii gida-yakit sorununu ortadan kaldirmaktadir. Ugiincii nesil biyoetanol iiretimi;
algal biyokiitle kullanilarak gerceklestirilir. Fakat biyoetanol iiretimi i¢in yiiksek
miktarda biyokiitleye ihtiya¢ olmasi, uzun siirede algal biyokiitlenin liremesi ve iiretim

maliyetinin artmasi gibi dezavantajlara sahiptir (Leong vd. 2018).

1



Son yillarda yogun olarak kullanilmaya baglanan dordiincii nesil biyoetanol iiretimi
metabolizma miihendisligi ile mikroorganizmalarin genetigi degistirilerek biyoetanol
iretim verimi arttirllmaya baslanmistir. Fakat ilk yatirim maliyetinin fazla olmasi,
arastirma siiresinin uzun olmasi gibi bir takim sorunlara neden olmaktadir (Dutta vd.

2014).

Son yillarda ikinci nesil biyoetanol iiretimi ile ilgili calismalar hiz kazanmistir.
Tarimsal, endiistriyel ve orman atiklar1 gibi islenmis ve yogun fermente edilebilir seker
bulunduran lignoseliilozik hammaddelerin ucuz ve bol bulunmalar ikinci nesil tiretim
yonteminin tercih edilmesine yol agmaktadir. Lignoselillozun igerigindeki seliilloz ve
hemiselillozun yapisinda bulunan oligosakkarit yapidaki sekerlerin monomerik
sekerlere doniistiiriilmesi ile biyoetanol iiretimi gergeklestirilir (Sluiter vd. 2010). Bu
oligosakkarit yapidaki sekerleri g¢esitli 6n islem yontemleriyle mikroorganizmalarin
kullanabilecegi bes ve alti karbonlu sekerlere donistiiriilmesi {iretim maliyetinin
artmasina neden olmaktadir (Sanchez ve Cardona 2008). Bu problemleri ortadan
kaldirmak i¢in ikinci nesil biyoetanol {iretimi ile ilgi daha fazla calisma yapilmasini

zorunlu kilmaktadir.

Elma (Malus domestica) Rosaceae ailesi iiyesi, diinyanin iliman iklime sahip
bolgelerinde yetistirilen bir meyvedir. Kafkas, Orta Asya, Himalaya, Hindistan,
Pakistan’da uzun yillardir yetistirilmektedir. Diinyanin en biiyiik lreticileri arasinda
Cin, ABD, Tiirkiye ve Polonya bulunmaktadir. Tiirkiye’de farkli iklim bdlgelerinde
yaygin olarak elma iiretimi gergeklestirilir (Ertung 2019; Oz vd.2020).

Elma iiretimi son 10 yilda diinya ¢apinda 6nemli 6l¢iide artmistir. 2018 yilinda diinyada
yaklasik olarak 85 milyon tondan fazla elma iiretildigi tahmin edilmektedir. Ulkemizde
ise 2018 yilinda 3.625.960 ton elma iiretilmistir (Oz vd. 2020). Elma, meyve suyu
endiistrisinde kullanilan 6nemli bir hammaddedir. Endiistride kullanilan elmalarin %20
ile %40°’1 posa olarak ayrilmaktadir (Floberg Karlsson ve Viita 2019). Bu nedenle 2018
yilinda Tiirkiye’de yaklasik olarak 725.192-1.450.384 ton elma posasinin olusacagi

hesaplanabilir.



Elma posas1 igeriginde yiiksek miktarda seker igerir ve bu durum mikroorganizma
gelisimi i¢in Onemli bir avantaja sahiptir. Diinya ¢apinda biyoetanol iiretimi, biitanol
iiretimi, antioksidan, organik asit olusumu, enzim olusumu, mikrabiyal yag ve mantar
yetistiriciligi gibi bircok biyoteknolojik alanda caligmalar bulunmaktadir. Elmanin
yapisinda bulunan bilesiklerin ¢ogu; ¢éziinmeyen karbonhidratlar (seliiloz, hemiseliiloz,
lignin gibi), basit sekerler (fruktoz, glukoz, siikroz, ksiloz), mineral, vitamin ve az
miktarda asit posada kalir (Jin vd. 2019; Cargnin ve Gnoatto 2017). Elma posasinin
igeriginin zengin olmasi fermentasyon i¢in uygun bir hammadde oldugunu gostermis ve

yapilan tez ¢alismasi kapsamina alinmistir.

Etanol iiretimi icin lignoselillozik yapinin pargalanmasinda ve monomerik ve
oligomerik sekerlerin aciga c¢ikmasinda enzimatik hidroliz 6nemli bir parametredir.
Enzimatik hidroliz ile lignin ve hemiseliillozik yapi ¢oziinmesi saglanarak, kristal
yapidaki seliilozun ¢Ozlinlir hale gelmesi saglanir (Littlewood vd. 2013). Enzim
konsantrasyonunu azaltip, etanol iiretimini arttirmak i¢in bazi ylizey aktif maddeler
(Tween 80, PEG gibi) yardimiyla enzim ve lignin arasindaki verimsiz baglar1 bloke

etmek i¢in kullanilmaktadir (Seo vd. 2011).

Yiizey aktif maddelerin yiiksek maliyetleri nedeniyle verimsiz baglari bloke edecek
diisiik maliyetli maddeler yogunlukla arastirilmaktadir. Enzim maliyetini azaltarak
etanol verimini arttirmak i¢in soya unu proteini gelecek vadeden bir materyaldir. Bu
nedenle yapilan tez c¢alismasinda, ¢Ozilinlir soya unu proteininin elma posasinin

enzimatik hidrolizine ve nihai son {iriin olan etanol iiretimine olan etkileri arastirilmistir.

Bu tez calismasinda yiiksek fermente sekerlere sahip elma posasi atig1 kullanilarak iki
farkli maya varliginda (Saccharomyces cerevisiae ve Kluyveromyces marxianus)
biyoetanol iiretim verimlerine bakilmistir. Farkli 6n islem yontemleri, farkli besiyeri
ortamlar1, enzimatik hidroliz, fermentasyon gibi 6nemli parametreler kullanilarak
biyoetanol verimine bakilmistir. Coziinlir soya unu proteininin katkilanmasi ile

biyoetanol iiretiminin arttirilabilecegi ilk kez gosterilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Etanoliin Ozellikleri

Etanol, CH3-CH2-OH molekiil formiiliine ve 46.07 molekiil agirlhigina sahip, renksiz,
ucucu ve yanict ozelliklere sahip bir alkoldiir. igerdigi hidroksil grubu sayesinde
oksidasyon, dehidratasyon, ester olusumu ve halojenasyon gibi endiistriyel agidan
onemli kimyasal reaksiyonlara kolayca girebilme 6zelligine sahiptir (Kiiit vd. 2019).
Etanol, su, asetik asit, aseton, eter, etilen, glikol, toluen ve gliserol gibi birgok organik

¢oziicli ile kolaylikla karistirilabilir (Baeyens vd. 2015).

Biyoetanol, 1970’lerin sonu ve 1980’lerin basinda ortaya c¢ikan yakit krizi nedeniyle
fosil yakitlara alternatif yakit olarak kullanilmaya baglanmistir. Yapisindaki oksijen
sayesinde CO ve CO; emisyonunu, hava kirliligine sebep olan yanmis hidroksil
miktarmni azaltir. Biyoetanoliin buharlagma 1s1s1 benzine gore yiiksek olmasi verimi ve
enerji c¢ikigini arttirir. Benzine kiyasla yiiksek oktan sayisina sahip olmasi yiiksek
sitkisirma oranina ve kisa siirede tutusmasiyla yiliksek enerji verimine de
sahiptir(Wyman 2018). Benzine farkli oranlarda biyoetanol karistirilarak oktan sayisinin
artmasiyla (etil tersiyer biitil eter (ETBE) ile toksik etkisi azaltilir) verimlilik
saglanmaktadir. Biyoetanol hacimce %5, %10 ve %85 (E5-E85) benzinle karistirilabilir.
E85 yalmizca esnek yakkithh tasitlarda kullanilirken E5 ve E10 herhangi motorlu
tasitlarda kullanilabilir(Busi¢ vd. 2018).

Biyoetanoliin yakit olarak kullanilmasinin avantaja sahip olmasi gibi bazi sorunlara da
neden olabilir. Higroskopik olma 6zelliginden dolay1 yakit pompast veya enjektorde
korozif etkiye neden olur. Buharlagma 1sisinin yiiksek olmasi soguk havalarda motorun
calismasinda probleme yol agar. Etanol su ile karistirilabilir fakat yag ile karisamadigi
icin motorda arizalara neden olan emilsliiyon olusumu icin yiiksek potansiyele

sahiptir(Busi¢ vd. 2018). Etanole ait baz1 6zellikler ¢izelge 2.1°de gosterilmistir.



Cizelge 2.1 Etanoliin Kimyasal Ozellikleri (Busi¢ vd. 2018)

Ozellikler Benzin Etanol
Kimyasal Formiil CuHanez (n=4-12) C,HsOH
MolekiilAgirhg: (g/mol) 100-105 46.07
Oktan Sayis1 88-100 108
Yogunluk (kg/dm°) 0.69-0.79 0.79
Kaynama Noktas1/°C 27.995 78
Donma Noktas1/°C 2292 -96.1
Parlama Noktas1/°C 43 13
Kendiligli:l(sil?zlcTutusma 279 440
ey
Buharlasma Isisi/(kJ/kg) 289 854
Sudaki Coziiniirliik Coziinmez Coziiniir

2.2 Biyoetanol Uretimi

Etanol {iiretimi; petrokimyasal ve biyolojik olarak iki yolla iiretilebilir. Petrokimyasal
olarak {iretilen etanol, etilenin hidrasyonu sonucu elde edilmektedir. Bu sentetik etanol
uretiminde; etilen, hidroliz, fosforik asit veya seyreltik siilfiirik asit gibi 6n islemlere
maruz birakilarak etanol elde edilir. Fakat bu yolla {iretilen etanoliin liretim miktarinin
diisiik olmas1 ve kullanilan hammaddelerin petrol bazli olmasi gibi olumsuzluklardan

dolay1 yakat iiretimi i¢in tercih edilmez (Kiiiit vd. 2019).

Biyolojik olarak etanol iiretimi, yiiksek seker miktarina sahip bitkisel hammaddeler,
endiistriyel atiklar, evsel atiklar ve zirai atiklar kullanilarak fermantatif mikroorganizma

varliginda monosakkarit sekerlerin ( bes ve alti karbonlu sekerler) etanol ve yan




tirtinlere ¢esitli metabolik yolaklar kullanilarak doniistiirilmesi ile meydana gelir

(Phawan vd. 2018).

\sAd

[ Fermentasyon ]

inesis ) 7 \

mikroorganizma Etanol
J (C,HsOH)

Hammadde

Sekil 2.1 Etanoliin biyoteknolojik {iretimi

Biyoetanol iiretiminde, alt1 karbonlu sekerler (glukoz, fruktoz, galaktoz) Embden -
Meyerhoff (EMP) metabolik yolagi kullanarak fretilir. Glukoz iki asamali olarak
etanole doniistiiriiliir. Ilk asamada glukoz, ortak ara iiriin olan glukoz-6-fosfat cevrilir ve
ikinci asamada ise glukoz-6-fosfat, son iiriin piriivata doniistirilir (Sekil 2.1). Bu
metabolik yolakta son iriin mikroorganizmaya bagli olarak degisir. Biyoetanol
tiretiminde Onemli bir yere sahip olan Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces
marxianus bir¢ok maya bu yol ile son iiriin olarak etanol ve CO; olusturarak alkol

fermantasyonu yaparlar (Azhar vd. 2016).

Bes karbonlu sekerlerden (ksiloz gibi) biyoetanol {iretimi ise pentoz fosfat yolu (PPP)
ile gerceklestirilir. D-ksiloz, ksiloz kinaz (XK) enzimi ile D-ksiluloz-5-fosfata ¢evrilir.
D-ksiloz-5-fosfat bazi enzimler (fosfopentoz epimeraz (PPE), transaldolaz (TAL) ve
transketolaz (TK)) ile Emden - Meyerhoff (EMP) yolunda da kullanilan gliseraldehit-3-
fosfata doniistiiriilerek alkol fermantasyonu ile etanole donistiiriiliir (Sekil 2.2). Pichia
stipitis, Candida shehate, Pachysolen tannophilus gibi yalnizca bes karbonlu sekerleri

metabolize edebilen mayalarda gézlemlenir (Rastogi ve Shrivastava 2017).



PPP EMP

D-ksiloz Glukoz
NADPH ATP
XR . HK
H ( NADP 1 (ADP
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D- ksiluloz Fruktoz-6-fosfat
ATP ATP
XKK ( AL x‘(\\@‘\ PFK (ADP
D-ksiluloz-5-fosfat Fruktoz-1,6-bisfosfat
o
PKL ¢
_ \ _ _ ™
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GDH T +
1 C NADH + H
1,3-bisfosfogliserat
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3-foé{°ogliserat
PGM

2-fosfogliserat
Eno %
H,0

Fosfoenolpiiuva
ADP

PK ( ATP

Piruvat

Asetaldehit

ADH M

Etanol

Sekil 2.2 Pichia stipitis’te Pentoz Fosfat Yolagi ve Saccharomyces cerevisiae’da

Embden Meyerhoff Yolag1 (Rastogi ve Shrivastava 2017)

*XR: ksiloz rediiktaz, XDH: ksilitol dehidrogenaz, XKK: ksililokinaz, PKL: fosfoketolaz, TK:
transketolaz, TAL: transaldolaz, PPE: fosfopentoz epimeraz, HK: glukokinaz PIl: fosfoglukoz izomeraz,
PFK: 6-fosfofrukto-1-kinaz, TPI: tri fosfat izomeraz GDH: gliseraldehit-3 fosfodehidrogenaz, PGK:
fosfogliserat kinaz PGM: fosfogliserat mutaz Eno: enolaz, PDC: piriivat dekarboksilaz, ADH: alkol

dehidrognaz



Biyoetanol iiretiminde kullanilan bir diger metabolik yolak ise Entner — Doudoroff
(EDP) yolagidir. Bu metabolik yolagi, Zymomonas mobilis gibi biyoetanol iiretiminde
kullanilan gram negatif bakteriler glukozu etanole doniistiiriirken kullanilir. Sekil 2.3 de
gosterildigi gibi glukoz, EDP yolunun 6nemli bir ara maddesi olan 2-keto-3-deoksi-6-
fosfoglukonata doniistiiriiliir. Daha sonra bu ara madde 2-keto-3deoksi-6-fosfoglukonat
aldoz enzemi (KDPGA) ile piriivata doniisiir. Piriivat alkol dehidrogenaz (ADH) ile
etanole doniistiiriliir.

EDP

Glukoz

o O

ADP

Glukoz-6-fosfat
NADP
GPDH
ﬂ( NADP
6-fosfoglukono-¥-lakton

Lak Il

6-fosfoglukonat

PGD ﬂ%
H,O

2-keto-3-deoksi-6-fosfoglukonat

KDPGA Il

Piruvat
PDC ﬂ%
CO,
Asetaldehit
ADH Il
Etanol

Sekil 2.3 Zymomonas mobilis 'te Entner — Doudoroff Yolag: (Xia vd. 2019)

*HK: glukokinaz, GPDH: glukoz-6-fosfoat dehidrogenaz, Lac: laktonaz, PGD: 6-fosfoglukonat
dehidrogenaz, KDPGA:2-keto-3-deoksi-6-fosfoglukonat aldoz, PDC: piruvat dekarboksilaz
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2.3 Tiirkiye ve Diinyada Biyoetanol Uretimi ve Tarihcesi

Birinci ylizy1l baslarinda etanol yalnizca alkollii igeceklerin iiretiminde kullanilmistir.
1796 yilinda Johann Tobias Lowitz tarafindan aktif komiirden saf etanol iiretilmistir ve
1876 yilinda Nicolaus Otto’nun ig¢ten yanmali motorlarda yakit olarak kullanilmaya
baslanmigtir (Niphadkar vd. 2018). David Morris’e gore 1800’lerin sonunda Amerika
Birlesik Devletleri’'nde yaklasik 25 milyon galon etanol iiretimi gergeklestirilmistir.
1800’lerin sonunda patlak veren i¢ savaslardan dolayr hiikiimet savasi finanse
edebilmek icin etanole yiiksek vergi uygulamis ve etanol endiistrisinin yok olmasina
neden olmustur (Jambo vd. 2016). 1900’li yillarda etanol ile tekrar calisiimaya
baslanmistir ve Avrupa ve Amerika Birlesik Devletleri’nde yaygin olarak kullanilmistir.
1908 yilinda Henry Ford tarafindan gelistirilen Model — T arabalarinda ilk olarak etanol
ve benzini karistirarak yakit olarak kullanilmaya baslanmistir. Birinci Diinya Savasinin
patlak vermesiyle petrol bazli yakittan pahali hale gelen etanole ilgi azalmistir.
1927°den sonra brezilya yakit olarak etanol kullanimina baslamis ve 1930 yilina kadar
stirmistiir. 1970 yilinin sonlarinda ortaya c¢ikan enerji krizine kadar biyoetanol

kullanimi1 ihmal edilmistir. (Mussatto vd. 2010, Azhar vd. 2017).

Brezilya’da 1975°te Ulusal Alkol Programi (ProAlcool) olusturulmus ve benzin yerine
etanol kullanimi1 hedeflenmistir. Brezilya hiikiimeti tarafindan etanole olan arz ve talebi
arttirmak icin 1984’te yeni gelistirilen otomobillerin ¢ogu hidrath etanol (%96 etanol,
%4 su) ile caligmaktaydi. 1999 yilinda ise ProAlcool programi kademeli olarak
yiiriirlikten kaldirildi. Giinlimiizde Brezilya’da araglar yakit olarak benzine %25 etanol
harmanlanarak kullanmaktadir. ilk olarak Amerika Birlesik Devletleri tarafindan
uygulanmaya baglanilan %10 etanol %90 benzin (E10) harmani kullanilmaya baslanmis
ve bu karisgim “gasohol” olarak adlandirilmistir. Esnek yakith araglarda ise bu oran

benzine %85 etanol (E85) eklenerek kullanilmaya baslanmistir (Solomon vd. 2007).

Giliniimiizde modern yakit olarak kullanilan biyoetanol neredeyse tiim iilkelerde benzine
farkli oranlarda karistirilarak kullanilmaktadir. Avrupa’da %S5 etanol (ES), Tiirkiye E3,
ABD E10 veya E85, Kanada E10 veya E85, isve¢ E5 ve E85, Hindistan E5, Avustralya
E10, Tayland E10, Cin E10, Kolombiya E10, Peru E10, Paraguay E7, Brezilya E20
veya E25 olarak benzine etanolii karitirarak yakit olarak kullanilmaktadir. (Balat 2011)
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Diinya genelinde 2016 yilinda 26.504 milyon galon biyoetanol iiretilmistir. Diinya’da
en biiyiik biyoetanol tireticileri 15.25 milyar galon (] 57.7 milyar litre) ile A.B.D ve 7.3
milyar galon ([ 27.6 milyar galon) ile Brezilya’dir. A.B.D biyoetanol {iretimi misir ve
bugday gibi nisastali hammaddeler kullanmaktadir. Brezilya’da ise biyoetanol iiretimi
icin seker kamis1 gibi sekerce zengin hammaddelerden iiretilmektedir. Bu tilkeleri 845
milyon gallon (3.2 milyar litre) ile Cin ve 436 milyon galon ([11.65 milyar galon) ile
Kanada izlemektedir. Bu iilkeler biyoetanolii misir, bugday, piring ve manyok gibi

nisasta bakimindan zengin hammaddelerden tiretmektedir (Mohanty ve Swain 2019).

Tiirkiye’de aktif olarak biyoetanol iireten 12 tesis vardir. Bu tesislerden 3 tanesinde
yakit i¢in biyoetanol {iretimi yapilmaktadir. Yilda yaklasik 171 milyon litre biyoetanol
tretilmektedir. Tiirkiye’de biyoetanol iiretimi i¢in seker pancari, siyah kayis pekmezi
gibi sekerce zengin hammaddeler ve misir, bugday gibi nisastali hammaddelerden

tiretilmektedir (Ozdingis ve Kocar 2018).

Yakin gelecekte fosil yakitlarin tiikenecek olmasi ve gevreye verdigi olumsuz etkiler
nedeniyle alternatif, ¢evre dostu ve yenilenebilir enerji kaynaklarindan biri olan
biyokiitle bazli yakitlarin arastirilmasina neden olmustur. Yapilan arastirmalar
sayesinde biyokiitle bazli yenilenebilir enerji kaynaklarindan biyoetanol tiretimi her yil

iistel olarak artis gostermektedir.

2.4 Biyoetanol iiretiminde kullanilan hammaddeler

Fosil yakitlarla kiyaslandiginda, biyokiitle tabanli biyoetanol iiretimi siirdiiriilebilir ve
daha yaygindir. Dort farkli hammadde gruplart kullanilarak biyoetanol iiretimi
yapilmaktadir. Birinci grup biyoetanol iiretiminde en sik kullanilan hammaddeler
arasinda seker kamisi, seker pancari, musir, piring, bugday gibi gida olarak da
tilkketilebilen materyaller bulunur (Jambo vd. 2016). Birinci nesil hammaddelerin
igerigine gore ikiye ayrilir. ilk grup nisasta igerigi bakimindan zengin hammaddeler
(bugday, musir, piring, arpa, monyak vb.) ve ikinci grup ise seker igerigi bakimindan
zengin hammaddelerdir (seker kamisi, seker pancari, siipiirge darisi gibi). Nisasta igeren
hammaddelerden biyoetanol iiretebilmek icin sirastyla 6giitme, jelatinizasyon, hidroliz,

fermentasyon ve damitma adimlart izlenerek gergeklestirilir. seren igeren
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hammaddelerden tiretebilmek igin ise jelatinizasyon ve hidroliz hari¢ adimlar izlenerek
elde edilmektedir. Nisasta bazli hammaddelere jelatinizasyon ve hidroliz
uygulanmasinin temel sebebi ise nisastadaki karbonhidrat zincirinin parcalanarak
glukoza doniistirmektir (Ayodele vd. 2020). Birinci nesil biyoetanol {iretiminde
kullanilan hammaddelerin gida olarak ve hayvan yemi olarak kullanilmasindan dolay1
gida {riinlerinin fiyatlarinin artisgina neden olmaktadir ve hammaddelerin iiretimi
sirasinda fazla miktarlarda yetistirilmeleri nedeniyle su kitlig1 ve toprakta bozulmalara
yol acabilmektedir (Robak ve Balcarek 2018). Bu grup biyoetanol iiretimi gida

sektorliyle rekabet igerisinde oldugu i¢in tiretim asamast daha pahalidir.

Cizelge 2.2 Birinci nesil biyoetanol iiretiminde kullanilan hammaddeler ve enerji
verimleri (Mat Aron vd. 2020)

Hammaddeler Enerji Verimi
(L/Kg)
Arpa 041
Masir 0.4-0.46
Kassava 0.15-0.20
Yulaf 041
Piring 0.48
Sorgum 0.44
Bugday 0.40
Seker kamsi 0.25-0.5

Ikinci nesil biyoetanol, birinci neslin aksine gida olarak kullanilmayan orman, tarim,
belediye ve meyve suyu fabrikasi atiklart gibi lignoseliilozik hammaddeler kullanilirik
tiretilir (Veneses vd. 2017). Lignoseliilozik hammaddeler birinci grup hammaddelere
gore daha ucuzdur ve bol miktarda bulunur. Etanol {iretiminde siklikla kullanilan

lignoseliilozik hammaddeler misir kogani, bugday, piring, arpa samani, sorgum sapi
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seker kamis1 kiispesi gibi tarimsal atiklar ve gida endiistri atiklaridir. Tarimsal atiklar
bol miktarda mevcuttur ve yilda yaklasik 180 milyon tondan fazla biyokiitle
olusmaktadir (Gupta vd. 2014). Lignoseliilozik biyokiitlenin yapisal bilesenleri seliiloz,

hemiseliiloz, lignin ve pektinden meydana gelmektedir.

Seliiloz, bitki hiicre duvarinin ana yapisal bilesenidir. Yapisindaki glukoz molekiillerini
birbirine baglayan B-1,4 glukozit bag: iceren dogrusal polimerdir. Polimerler arasinda
bulunan hidrojen baglar1 nedeniyle kristal yapida, lifli ve serttir. Seliilloz suda
¢Oziinmez ve polimerizasyona karsi direncli olmasinin en temel sebebi kimyasal olarak
kararli ve mekanik olarak ise saglam olmasidir. Seliiloz, lignin ve hemiseliilozik yapilar
ile baghdir. Seliiloz diinyada en yaygin bulunan organik polimerdir ve lignoseliilozik
yapmin %30-35’ini olusturmaktadir. Lignoseliilozik materyallerdeki yiiksek seliiloz
icerigi biyoetanol iiretimi i¢in umut vaat eden bir kosuldur (Achinas ve Euverink 2016,

Meneses vd. 2017).

Hemiseliiloz, kisa, dogrusal ve dallanmis zincirlerden olusan heteropolimerdir.
Hemiseliilozun igeriginde bulunan ana monomerler arasinda 3-D-glukoz, o-D-galaktoz
ve PB-D-mannoz gibi heksoz sekerleri, B-D-ksiloz ve o-D-arabinoz gibi pentoz
sekerlerinin yanisira a-D-glukuronik asit, a-D-galakturonik asit ve a-D-4-O-
metilgalakturonik asit gibi seker asitlerinden olusur. Hemiseliilozik yap1 ¢ogunlukla
sekilsizdir. Hemiseliilozik yapilar glukomannan, galaktoglukomannan ve ksilan gibi
polisakkarit yapilar setil gruplar ile baglidir. Hemiseliilozun en yaygin tiplerinden D-
ksilozun yaklagik %90’1 ve D- arabinozun ise yaklasitk %10’u B-1,4 bagindan
olusmaktadir (Zabet vd. 2016, Branco vd. 2019).

Lignoseliilozik yapiin bir diger bileseni olan pektin, bitkinin hiicre duvarina saglamlik
katar. Ana bilesenleri galaktosiliironik asit, ramnoz, arabinoz ve galaktozdur. Pektin,
hidrofilik 6zelligi sebebiyle yapiskan 6zellige sahiptir. Bu 6zelligi sayasinde lignin ve
polisakkaritler ile kovalent baglarla ¢apraz baglanan hiicre duvarinin yaklasik %35’ini

olusturur (Saini vd. 2015).

Lignin, seliilozdan sonra dogada en yaygin ti¢iincii polimerdir. Hemiseliilozik ksilanlara

kovalent baglar ile baglanmistir ve bitki hiicre duvarmnin asitliginden ve saglamligindan
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sorumlu olan aromatik ve sert bir bilesiktir. Lignin temel olarak fenil-propiyonik alkol
yani p-kumaril alkol, koniferil alkol ve sinapil alkol monomerlerinden meydana gelir.
Bitkilerdeki lignin orani (Abo vd. 2019).

Ligninin parcalanmasindan dolay1 agiga c¢ikan fenolik gruplar seliilotik enzimlerin
hidrolizini engeller. Bununla birlikte, genetik miihendisligiyle lignin modifikasyonu ile
hiicre duvarindaki lignin olusumunu 6nemli 6l¢iide azaltmasi ve bu sayede etanol
verimini arttirmasi saglanmaktadir. Etanol {iretimi i¢in bu avantaj bitkilerin patojenlere

ve boceklere karsi gelistirdigi savunma mekanizmasint bozacagi i¢in sorun teskil

edebilir (Kang vd. 2014).

Cizelge 2.3 Ikinci nesil biyoetanol iiretiminde kullamlan hammaddeler ve enerji
verimleri (Mat Aron vd. 2020)

Hammaddeler Enerji Verimleri
Masir piiskiilii 5.85
Pirin¢ samam 116.65
Arpa samanm 9.67
Saman 60-150
Hurma yagi atig1 109.600-172.100
Okaliptiis 0.612
Palmiye agaci 0.0229

Ugiincii nesil biyoetanol iiretiminde hammadde olarak fotosentetik organizmalar olarak
mikro ve makro algler kullanilmaktadir. Mikroalgler yiiksek lipit ve karbonhidrat
igerigi, gesitli sucul ortamlarda kolay yetistirilebilme ve yiiksek karbondioksit (CO5)
emisyonu nedenleriyle biyoetanol {iretiminde alternatif olarak kullanilan bir
hammaddedir. Kolay ve hizli iiremeleri, fotosentetik mikroorganizmalarin ¢esitli

ortamlarda yasamalar1 ve mikroalgler diisiik lignin ve hemiseliiloza sahip olmalar
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biyoetanol iiretiminde iiglincli nesil hammaddelerin avantajidir (Jambo vd. 2016). Alg
hiicrelerinin ortamdan toplanmasi i¢in agregad maddelerinin kullanilmas1 gerekebilir ve
maliyetin artmasina neden olmaktadir. Bu durum iigilincii nesil biyoetanol iiretimi i¢in

dezavanja neden olmaktadir (Dutta vd. 2014).

Dordiincii nesil biyoetanol iiretimi diger nesillere gére daha yeni uygulamadir. Bu grup
fermentetif mikroorganizmalarin genetik modifikasyonu ile biyoetanol {iiretimini
arttirmak, tretimi hizlandirmak ve ucuza maal edilmesi hedeflenmitir. Fermentatif
mikroorganizmalar heksoz ve pentoz sekerlerini birlikte kullanamazlar ve bu yontem ile
her iki seker grubunun tamamindan etanol iiretebilmesi, fermentasyon inhibitorlerine
karsi diren¢ kazandirilmasi, etanol iiretim hizlarinin artirilmasit ve kullanilan
hammaddelerde seliiloz ile hemiseliiloz oranlarimi arttirip lignin oranmin azaltilmasi
dordiincii nesil biyoetanol iiretimine 6rnek verilebilir (Moravvej vd. 2019). Bu grup
biyoetanol iiretimi verimli ve ucuz olmasmin yanisira biyoetanol iiretiminde sonug
alinma siiresinin uzun olmasi, iretimin ilk baslarinda maliyetin yiiksek olmasi ve
kullanilan teknolojinin heniiz yeni olmasi doérdiincli nesil biyoetanol iiretiminin

dezavantajlarindandir (Jouzani ve Taherzadeh 2015).

Cizelge 2.4 Biyoetanol iiretiminde kullanilan nesillerin avantajlar1 ve dezavantajlari
(Dutta vd. 2014; Demiray 2019)

Avantaj Dezavantaj
1 Nesil Yiiksek verimli olmasi ve Direk gida olarak tiiketilmesi,
' tiretimin kolay olmasi Yiiksek maliyet
Lignoseliilozik yapinin kolay
Ucuz ve bol bulunmasi, yiliksek pargalanamamast, ligninin
2. Nesil miktarda lignoseliilozik yap1 ortamdan kolay
icermesi ve gida olarak uzaklastirilamamasi, yapinin
tiiketilmemesi pargalanabilmesi i¢in enzimatik
hidrolize ihtiya¢ duyulmasi
. F“oto'sentet'|k mlkroorganlzmalardan Yetistirmedeki zorluklar, agregat
3. Nesil iiretilmesi, yiiksek karbonhidrat ve
protein icerigi madde kullanimi1
Uretim siiresinin uzun olmast,
4. Nesil Yiiksek verimli ve etkili olmast maliyetin pahali olmas1 suslarin
elde edilmesinin zor olmasi

14




2.5 Lignoseliilozik Yapinin Parcalanmasi i¢cin Uygulanan On-Islem Yéntemleri

On-islem, lignoseliillozun biyoetanole doniistiiriilmesinde ekonomik acidan onemli
adimlardan biridir. Dogas1 geregi karmasik yapisi nedeniyle lignoseliilozik biyokiitlenin
biyoetanole donistiiriilmesi sirasinda on-igleme gereksinim duyulmaktadir. Biyokiitle
yiizey alaninin genigletilmesi, hemiseliiloz ve lignin yapilarinin bozulmasi ve partikiil
boyutlarinin azaltilmasi1 On-islem asamasmin en onemli hedefidir. ikinci nesil
biyoetanol iiretiminin %40’m1 olusturan bu asama olduk¢a Onemlidir. On-islem
yontemleri temel olarak fiziksel, fizikokimyasal, kimyasal ve biyolojik olarak gruplara
ayrilmaktadir. Bu gruplar igerisinde 6giitme, sikma, asidik On-islem, bazik On-islem,
iyonik stvilar (IL), organik solventler, buhar patlamasi, enzimatik hidroliz yaygin olarak
kullanilan yontemlerdir (Rezania vd. 2020). Bu yontemler tek baglarina veya birlikte

karistirilarak da kullanilabilirler.

seliloz

On-islem N

L L

1
1IN A

Sekil 2.4 Lignoseliilozun yapis1 (Koupai vd. 2020)

2.5.1 Fiziksel ve fizikokimyasal 6n-islem yontemleri

Fiziksel 6n islemler 6giitme, kirma, parcalama, dondurma ve mikrodalga radyasyonu ile
muamele gibi yontemler yer almaktadir. Bu 6n islem yontemleri lignoseliilozik
biyokiitlenin sindirilebilirligini artirmak i¢in ¢esitli mekanik boyut kiiciiltmek amaci ile
kullanilmaktadir. Bu islemler seliiloz kristalligini ve polimerizasyonunu azaltarak

spesifik yiizey alanmi arttirir. Fiziksel On islem yontemleri tek baslarina
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kullanilabilecegi gibi kimyasal ve biyolojik 6n islemler ile harmanlanarak da

kullanilirlar (Tayyab vd. 2018).

Ogiitme, 6n islemin ilk adimi olarak kabul gdrmektedir. Ogiitme ydnteminin gesitli
tiirleri vardir. Toplu degirmen, ¢ekicli degirmen, kolloid degirmen ve diskli degirmen
yaygin olarak kullanilan c¢esitleridir. Bu yontem fiziksel kuvvet uygulanarak
biyokiitlenin boyutunu kiigiiltmek igin kullanilir. Ogiitme, kirma, pargalama gibi én
islemlerle biyokiitlenin boyutu 10-30 mm ve 0.2-2 mm arasinda parcacik elde edilir.
Ogiitme 6n islem yontemi yiiksek enerji gereksiniminden dolayr dezavantaja sahiptir.
Bu dezavantajin iistesinden gelmek icin 1slak disk degirmeni ile 6glitme yOntemi

kullanilmaktadir (Singh ve Satapathy 2018).

Mikrodalga radyasyonu on islemi yiiksek 1s1 verimliligi kullanilarak uygulanan kolay
bir yontemdir. Bu islemde sulu ortamlarda mikrodalgalar ile iiretilen termal ve termal
olmayan etkileri kullanilmaktadir. Termal ydntemde, sulu ortamdaki polar baglarin
titresimi ile olusan mikrodalgalar sayesinde biyokiitlede i¢ 1s1 olusturularak homojen
olmayan hammadde igerisinde sicak noktalar olusturulur. Olusan bu 1s1 sayesinde
parcaciklar arasinda patlama meydana gelerek lignoseliillozik yapt1 bozularak
parcalanmaktadir. Termal olmayan yontemde ise polar baglar arasinda titresim
olusturularak manyetik alanin hizalanmas1 saglanarak lignoseliilozik yapida bozulmaya

yol agmaktadir (Sarkar vd. 2012).

Sikma, hammaddelerde karistirilarak, 1sitilarak ve kesilerek fiziksel ve kimyasal
degisimlere yol acan terma-fiziksel bir 6n islemdir. Bu yontem hizli ve kisa islem
stiresi, furfural ve 5-hidroksi-2-metiil furfural gibi inhibitorlerin agiga ¢ikmamasi,
Olceklendirmenin kolay olmasi, metodun kolay modifiye edilebilir olmasi gibi

avantajlara sahiptir (Mood vd. 2013).

Buhar patlamasi lignoseliillozik maddelerin par¢alanmasinda siklikla kullanilan bir
yontemdir. Bu yontem tek basma kullanildigi gibi kimyasal veya biyolojik 6n islem
yontemleriyle birlikte de kullanilmaktadir. Buhar patlamasi 6n isleminde yiiksek
basin¢li buhar ile muamele edilir ardindan basing hizli bir sekilde diisiiriilerek lignin

liflerinin pargalanmasi saglanir ve biyokiitle polimerlerinin enzimler tarafindan kolayca
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parcalanmasi saglanmaktadir. Yontem 160-260°C’ta 30 saniye ile 20 dakika arasinda
degisiklik gosteren siirelerde uygulanir. Bu siire zarfinda lignin yapisinda parcalanma
olur ve hemiseliillozik yap1 degrede olur ve seliilozik yap1 a¢iga c¢ikarak enzimlerin

ulasimi1 kolaylasir. Bitmedi dezavantaj yaz. (Singh vd. 2018)

Karbondioksit (CO;) patlamasi, buhar patlamasi ile benzer bir sekilde ¢alisan fiziko-
kimyasal bir 6n iglem yontemidir. Bu islemde CO; gazi lignoseliilozik biyokiitlenin
pargalanmasinda ¢oziicii olarak kullanilir. Yiiksek sicaklikta CO, ile muamele edilen
lignoseliilozik materyalde hemiseliiloz hidrolizine neden olur ve bu nedenle karbonik
asit olusur. CO, patlamasi biyoetanol iiretimi i¢in diisiik inhibitér olusumuna neden
olmast ve lignini kolay ortamdan uzaklagtirmasi gibi avantajlarinin yanisira yiiksek
enerji gereksinimi ve kullanilan ekipmanlarin pahali olmasi nedeniyle ¢ok fazla tercih

edilmeyen bir yontemdir (Tayyab vd. 2018).

2.5.2 Kimyasal on-islemler

Kimyasal on-islem, kimyasal maddeleri kullanarak lignoseliilozik materyalin
parcalanmasi saglanan yontemdir. Bu yontem tek bagina etkili oldugu gibi biyolojik ve

fiziksel 6n-islemler ile harmanlanarak da kullanilmaktadir.

Alkali (bazik) on-islem, lignoseliilozik biyokiitlenin lignin icerigine bagli olarak farkli
etkiler gostermektedir. Bu yontem daha ¢ok ligninin ¢éziinmesinde etkili olup seliiloz

ve hemiseliilozu pargalanmaz veya ¢ok az miktarda parcalanir.

Alkali 6n-islem oda sicakligr ve degiskenlik gdsteren zaman (dakikalar veya giinler
stiren) aralifinda gerceklesmektedir. Sodyum, potasyum, kalsiyum ve amonyum
hidroksitler bu on-islem yontemi ig¢in kullanilmaktadir. Sodyum hidroksit (NaOH)
lignoseliilozik materyalde sismeye neden olarak seliilozun i¢ ylizeyini arttirarak lignin
yapisinda bozulmalara neden olur. Kireg olarak bilinen kalsiyum hidroksit (Ca(OH),)
lignin gibi amorf katilar1 ortamdan uzaklastirarak enzim hidrolizin etkin bir bi¢cimde
gerceklesebilmesi i¢in selillozik yapmin ortaya c¢ikmasini saglamaktadir. Bununla

birlikte kireg, hemiseliilozun igerigindeki asetil gruplarini uzaklastirarak seliillozun
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enzimatik pargalanmasini arttirmaktadir. Kireg¢ ile gergeklestirilen alkali on-islem

NaOH muamelesine gore daha diisiik maliyete sahiptir (Alvira vd. 2010).

Endiistriyel ve ticari diizeyde lignoseliillozik hammaddelerden sekerlerin elde
edilmesinde en sik kullanilan 6n islem yontemi asitler ile muamele yontemidir. Asit ile
muamele yontemi seyreltik ve konsantre asit ile dn-islem olarak ikiye ayrilir. Asit ile
muamelede asitler katalizor olarak kullanilmaktadir. Siilfiirik asit, hidroklorik asit gibi
inorganik asitler basta olmak {izere hidroflorik asit, fosforik asit ve nitrik asitler bu

yontem i¢in en ¢ok tercih edilen bilesiklerdir.

Konsantre asit ile 6n muamelede diisiik sicaklikta (100°C ve alt1) ve yiiksek asit
konsantrasyonunda (%30 v/v ve istii) lignoseliillozik materyalden yiiksek seker verimi
saglanir. Konsatre asit yonteminde amorf yapidaki hemiselillozun kristal yapidaki
seliiloza gore parcalanmast daha hizlidir. Bununla birlikte konsantre asit i¢in kullanilan
ekipmanlarda korozyona neden olmakta ve yiiksek oranda asit kullanimindan dolay1
cevreye saldigr toksisite gibi dezavantajlardan dolayr c¢ok fazla tercih edilmez

(Rabemanolontsoa ve Saka 2016).

Seyreltik asit on-islemi, diigiik maliyet ve yliksek verimliligi nedeniyle ticari boyutta
kullanilan en yaygin yontem olarak kabul edilir. Seyreltik asit ile lignoseliilozik
hammaddenin yalnizca amorf yapidaki hemiseliillozun neredeyse taminin ve kristal
yapidaki selillozun kismi olarak pargalanmasini saglar. Seliillozun tamamen
pargalanabilmesi i¢in ek olarak enzimatik hidrolize ihtiya¢ vardir. Bu sayede %90
oraninda seker verimi saglanabilir. Seyreltik asit ile muamelede ytiksek 1s1 (120-125°C)

ve diisiik asit konsantrasyonlar1 (%0 v/v-%35 v/v) kullanilir.

Her iki yontemde de hemiseliiloz ve seliiloz hidrolizi sonucunda furfural, asetik asit, 5-
hidroksimetil furfural ve fenolik bilesikler agiga c¢ikar bu bilesikler fermentasyon

sirasinda mikroorganizma gelisimini inhibe eden inhibitorlerdir(Solarte-Toro vd. 2019).

Ozonolizis, lignoseliilozik hammadde de lignin iceriginin azaltilmas: ve hemiseliilozun
kismi olarak pargalanmasini saglayan bir diger 6n-islem yontemidir. Diisiik sicaklikta

(20-30°C) ve ozon kullanilarak (%2-%7) gerceklestirilir. Bugday samani, piring samant,
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yer fistigi, talas gibi lignin igerigi fazla olan konjuge yapilarda ozon ile etkin bir
pargalanma yapilabilir. Ozonolizis, diger kimyasal on-islemlerin aksine toksik kalinti
olusturmamasi avantaj saglarken lignin hidrolizi ile formik asit ve asetik asit gibi
inhibitor asitlerin agiga ¢ikmasina ve yliksek miktarda ozona ihtiya¢ duyulmasindan

dolay1 pahali olmasi gibi dezavantaja sahiptir (Xu ve Huang 2014).

Bir diger kimyasal dn-iglem yontemi olan oksidatif delignifikasyonu, hidrojen peroksit
(H20,) ve perasetik asit (C,H;03) varliginda peroksidaz enzimleri ile lignin yapisinda
bozulmalar saglanir. Gergeklestirilen bu degredasyon yontemi ile ligninin yaklasik
%350’si ve hemiseliilozun biiyiik bir kismi pargalanir. Olusan pargalanma sonrasi agiga
cikan seliilozik yap1 enzimatik hidroliz i¢in kolayca paracgalanabilir hale gelir. Oksidatif
delignifikasyon pahali ve inhibitor olusumuna neden oldugu igin ticari olarak

kullanilmamaktadir (Maurya vd. 2015).

Son yillarda hemiseliiluz par¢alanmasinda siklikla organik solvent on-igslem yontemi
kullanilmaktadir. Bu metotta hemiselliiloz ve ligninin i¢ baglarin1 kirmak i¢in organik
ve inorganik asitlerin, alkali veya metal tuz katalizorleri ile karigtirilmis metanol, etanol,
aseton ve etilen glikol gibi organik ¢oziiciiler ile gergeklestirilir. Organosolvent yontemi
yiiksek 1sida (100-250°C) ve yliksek basingta gerceklestirilir. Lignin ve hemiseliilozda
meydana gelen degredasyon sonucu selillozun enzimatik hidroliz ile parcalanmasi
kolaylastirilir. Bu on-islemde kullanilan asitlerin damitma yoluyla geri kazanilmasi

cevre kirliligi azaltilirken maliyeti arttiran bir yontemdir (Rezania vd. 2020).

Son yillarda en dikkat ¢eken bir diger On-islem yontemi ise iyonik sivilarm (IL)
kullanimudir. Iyonik sivilar biiyiik organik katyonlar ve kiiciik inorganik anyonlardan
olusan organik tuzlar1 olarak tanimlanir ve diisiik sicakliklarda (oda sicakligi) sivi halde
bulunur. Iyonik sivilar ile lignoseliilozik materyalin lignin ve karbonhidrat kismi
¢ozlindiiriiliir. Ayn1 zamanda kloriir, format, asetat veya fosfonat gruplarina sahip IL’ler
seliilozun hidroksil grubunda bulunan hidrojen baglarina baglanarak karmasik yapinin
dagilmasmma ve seliilozun ¢o6ziinmesine yol acarlar. Biliyiikk oranda seliilozun
parcalanmasina yol ac¢tig1 i¢in umut vaat eden bir 6n-islem yontemidir. Lignoseliilozik
biyokiitlenin pargalanmasinda en sik kulanilan IL’ler arasinda N-metilmorfolin-N-oksit
monohidrat (NMMO), 1-alil-3-metilimidazolyum kloriir ([AMIM]CI), 1-metil-3-
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metilimidazolyum-asetat ([EMIM]ACc), 1-biitil-3-metilimidazolyumklorit ([BMIM]CI)
ve l-etil-3-metilimidazolyum  dietil  fosfat ([EMIM]DEP) gibi Dbilesikler

kullanilmaktadir.

Iyonik sivilar yiiksek oranda selillozu parcalamasma ragmen biiyilk oranda IL
gereksinimi, geri kazanimda yogun enerji ihtiyaci ve ¢ozeltinin yiiksek viskozitesinden
dolay1 ticari olarak kullanimi oniinde biiyiikk engel olusturmaktadir (Kumari ve Singh
2018).

2.5.3 Biyolojik on-islemler

Biyolojik on-islemler lignoseliilozun parcalanmasinda tek basina kullanilabilecegi gibi
fiziksel, kimyasal ve fizikokimyasal 6n islem yontemleriyle birlikte de kullanilabilirler.
Bu sayede seliiloz ve hemiseliilloz monomerik sekerlere parcalanir. Biyolojik 6n-islem
genellikle lignoseliilozik yapiy1 olusturan lignin, hemiseliilloz ve seliillozu parcalayan

yontemler olarak 3 farkli bolmede incelenebilir.

Lignin parcalanmasinda peroksidaz ve lakkaz enzimleri biiyiik rol oynar. Bu enzimler
baz1 mantarlar ve bakteriler tarafindan {iretilirler. Lignolitik enzim sisteminde lignin
peroksidaz ve manganez peroksidaz en iyi bilinen iki peroksidaz enzimleridir. Bu iKi
enzim aktivasyon icin hidrojen peroksite ihtiya¢ duyarlar ve glikoprotein yapidadirlar.
Lignin peroksidaz fenolik yapida olmayan ligninin bozunmasini saglarken, manganez
peroksidaz ise lipit peroksidason reaksiyonlar1 ile fenolik ve fenolik olmayan lignin
yapisini etkiler. Manganez peroksidaz Mn+2’yi Mn+3’ya okside ederek fenol halkalarinin
ayrismasina yol acan fenoksi radikallerinin olusumuna yol agarak lignin yapisini
pargalar. Dogada peroksidazlar Ceriporiala cerata, Cyathus stercolerus, C.
subvermispora, Pycnoporus cinnarbarinus, Pleurotus ostreaus ve Penicillum

chrysosporium gibi canlilar tarafindan iretilir.

Lakkazlar ise lignin degredasyonun da rol oynayan bakir kofaktorii iceren enzimlerdir.
Lakkazlar, lignin peroksidaz ve manganez periksidazlar ile birlikte etki ederek ligninin
tamamen bozulmasina neden olur. lignin, fenolik bilesiklerde ve aromatik aminlerin

oksidasyonunu katalize eder. Lakkaz enzimi redoks aracilikli bilesikler (3-
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hidroksiantranilik asit ve 3-etiltiyazolin-6-siilfonat) tarafindan aktive edilir. Bu

bilesiklerin ortamda bulunmamasi lakkazlarin aktivitesini sinirlar (Sindhu vd. 2016).

Seliiloz sakkarafikasyonu, seliillaz adi verilen enzimler tarafindan gergeklestirilir.
Seliilazlar, monomerleri hidrolize etmek icin seliiloz un iizerinde sinerjik olarak hareket
eden enzim ailesidir. Bu enzimler ikinci nesil biyoetanol iiretiminde 6nemli bir yere
sahiptir ve bu sayede indirgen sekerler seliilaz enziminin {irlinii olarak ortama salinir.
Seliilazlar, seliillozdaki p-1,4-glikozidik baglarim1  pargalar. Seliilozun tamamen
parcalanmasi ii¢ ana seliilaz kombinasyonu ile gerceklestirilir. Bunlardan ilki
endoglukonazlardir ve selillozun amorf yapidaki kisimlarindaki glikosidik baglar
lizerine etki ederek serbest zincir sonlaria sahip oligosakkaritler iiretir. ikinci olarak
eksoglukanaz ortamdaki uzun zincirli oligosakkaritlere etki ederk kisa zincirli
oligomerlere parcalarlar. Son olarak B-glukozidaz ise ortamdaki oligomerik yapiy1
glukoz olusumuna katalize eder. Seliilaz enzimleri dogada Clostridium, Cellulomonas,
Bacillus ve Ruminococcus gibi bakterilerden veya Tricoderma, Penicillum, Aspergillus
gibi funguslar tarafindan tretilir. Bu mikroorganizmalar arasinda Tricoderma viridea ve
Aspergillus niger tizerinde ¢ok fazla ¢alisma yapilmistir. Seliilaz enzimleri son yillarda
aragtirmalarin  odak noktast olmustur ve laboratuar calismalarinda yaygm olarak
kullanilmaktadir fakat ortamdaki lignin seliilaz aktivitelerini bloke edebilir ve ortamda
artan substrat miktarida selillazin calismasini engelleyebilir. Bunlar enzimatik

hidrolizde dezavantaja neden olan ve istenmeyen durumlardir (Ummalyma vd.2019).

Hemiseliiloz enerji acisindan zengin glukoz ve sekerr monomerlerine sahip bir
polimerdir. Hemiseliilozik enzimler bu yapiy1 parcalamak ve yardimci enzim olarak
islev goriirler. Hemiselilloz yaygin olarak ksiloz gibi pentoz sekerlerinden olusan
ksilanlardir ve ksilanlarin yikimi i¢in endoksilanaz ve B-glukozidaz enzimleri kullanilir.
Endoksilanazlar hemiseliilozik yapiyr oligosakkaritlere parcalar. B-glukozidazlar ise
olusan oligosakkarit yapidaki uzun zincirli sekerleri ksiloz monomerlerini serbest
birakir. Ksilanaz enzimleri ticari olarak Aspergillus niger, Trichoderma reesi, Bacillus

ve Humicola gibi mikroorganizmalardan tiretilir (Sharma 2019).

Biyolojik 6n-islem yontemlerinin ¢evre dostu olmasi, diisiik enerji gereksinimi ve diger

on-iglemler ile kolay kombine edilebilmesi gibi avantajlara sahip olmasinin yani sira
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lignoseliilozik materyalin pargalanabilmesi i¢in uzun siire gerektirmesi bu on-islemin

dezavantajli kismidir (Mishra vd. 2018).

2.5.4 Fermentasyon stratejileri

Biyoetanol {iiretimi sirasinda biyokiitle hidolizatlar1 ¢esitli fermentasyon ydntemleri
verdir bunlardan en ¢ok bilinenleri SHF (ayrilmis hidroliz ve fermentasyon), SSF
(eszamanli sakkarifikasyon ve fermentasyon) ve SSCF (eszamanli sakkarifikasyon ve

birlikte fermentasyon)’dur.

SHF (Ayrilmis Hidroliz ve Fermentasyon): Bu yontemde enzimatik hidroliz ve
fermentasyon ayr1 ortamlarda gerceklestirildigi bir islemdir. Islemin ilk kisminda
biyokiitle seliilazlar ve hemiseliilazlar ile monomerik sekerlere ayrilir daha sonra
etanole fermente edilir. SHF yonteminin et temel avantaji her iki isleminde kendi
optimal kosullarinda gerceklestirilebilmesidir. Bu durum olduk¢a onemlidir, ¢iinkii
seliilazlar 45-50°C arasindaki sicakliklarda etkin olurken, etanol iireten pek cok
mikroorganizmalar 30-37°C’lik optimum sicaklikta etkin bir performans gosterir. Bu
sayede mikroorganizmalar fermentasyon sirasinda sicakliktan etkilenmezler. Ortamda
glukoz ve selliilobiyoz miktarinin artmasiyla seliilaz aktivitesi diiser ve bu durum
enzimatik aktivitenin engellenmesine neden olur. Bir diger dezavantaji ise ortamin
enzimatik hidrolizin uzun siire zarfinda ger¢eklesirken kontaminasyona agik olmasidir

(Mohapatra vd. 2017).

SSF (Eszamanli Sakkarifikasyon ve Fermentasyon): Bu yontemde enzimatik hidroliz ve
fermentasyon tek bir ortamda belirlenen optimum kosullarinda ger¢eklesmektedir. Bu
sayede enzimatik hidroliz ile ortamda olusan sekerlerin mikroorganizmalar tarafindan
hizli bir sekilde etanole doniistiiriilir. Boylece ortamda birikmeyen glukoz ve
selliilobiyoz sekerlerinden kaynakli inhibisyonun Oniine gegirilerek {iretim
maliyetlerinin  azaltilmas1  hedeflenmektedir. SSF yonteminde 1siya direngli
mikroorganizmalar kullanilarak enzimler i¢in uygun sicaklik olan 45-50°C’de etanol
tretimi gergeklestirilir. bu yontemde genellikle Kluyveromyces marxianus, Candida
brassicae ve Saccaromyces uvarim mayalart kullanilir. Bu mayalar termotolerant

ozellige sahiptir ve yliksek iireme orani ile ortamda olusan pentoz ve heksoz sekerlerini
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(glukoz, arabinoz, ksiloz, mannoz, galaktoz gibi) kullanabilme yetenegine sahiptirler.
Bunlarin yanisira enzimatik hidrolizin optimum sicaklikta gerceklesmesi, termotolerant
mikroorganizmalarin etanol veriminin diismesine ve ortamdaki yiiksek biyokiitle

nedeniyle verimliligin diismesi gibi dezavantajlara sahiptir (Vohra vd. 2014).

SSCF (Eszamanli Sakkarifikasyon ve Birlikte Fermentasyon): Son yillarda SSF
isleminin heksoz ve pentoz sekerleri {lizerinde eszamanli fermentasyonda avantajli
oldugu gozlemlenmis ve bu durum i¢in eszamanli sakkarifikasyon ve birlikte
fermentasyon (SSCF) yontemi avantajlidir. Enzimatik hidroliz ile ortami heksoz
sekerlerinin serbest birakilmasiyla glukoliz orani arttirir ve bu sayede pentoz sekerleri
daha hizli ve daha verimli bir sekilde fermente edilir. Bu sayede etanol verimini artirir.
SSCF yonteminde genellikle termotolerant mayalar kullanilabilecegi gibi metabolizma

miihendisligi ile genetigi degistirilmis suslarda kullanilmaktadir (Buruiana vd. 2013).

2.6 Biyoetanol Uretiminde Bashica Kullanilan Mikroorganizmalar

Biyokiitleden etanol elde edilmesinde On-islem, hidroliz, detoksifikasyon ve
fermentasyon gibi genel doniisiim adimlarinda etkin bir sekilde rol oynayan cesitli
mikroorganizmalar kullamlir. Istenilen verim mikroorganizmalarin gruplari, suslar1 ve
tirleri arasinda 6nemli 6l¢iide degismektedir. Etanol tireten mikroorganizmalarda; basit
ve ucuz ortamlarda biiyliyebilme, yiliksek etanol verimi, yiiksek etanol
konsantrasyonlarinds tolerans gosterme ve giivenilir olma gibi 6zelliklere sahip olmasi
istenmektedir (Zabed vd. 2017). Biyoetanol {iretim potansiyeline sahip
mikroorganizmalarla ilgili birgok arastirmalar yapilmis ve bazi suslar endiistriyel

biyoetanol iiretiminde hali hazirda kullanilmaktadir.
2.6.1 Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae diisiik maliyeti ve hizli tireme yetenegi nedeniyle cesitli biyokiitlelerdeki
indirgen sekerlerin fermentasyonunda yaygin olarak kullanilan mikroorganizmalardir.

Ayrica alkollii icecek ve ekmek yapinda da uzun yillardir kullanilmaktadar.
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S. cerevisiae genis sicaklik (11-38°C) ve belirli bir pH araliginda (4-6) gelisim gosterir.
Diisiik seker ve oksijen varliginda da etanol iiretebildigi icin Crabtree pozitif bir
mayadir ve yiiksek etanol direncine sahiptir. Bu 6zellikleri sayesinde etanol iiretimi i¢in
siklikla tercih edilir. S. cerevisiae fermentasyon sirasinda glukoz, galaktoz ve mannoz
gibi heksoz sekerlerini secerek etanole cevirirken ksiloz ve arabinoz gibi pentoz

sekerlerini kullanmay1 tercih etmez (Nandy ve Srivastava 2018).

S. cerevisiae etanol {iretimi igin metabolik yolak olarak glikolizi (Embden-Meyerhof
(EMD)) kullanir. Bu yolak ile 4 ATP molekiilii tiretilir, 2 ATP molekiilii harcanir ve net
kazang 2 ATP’dir. Olusan ATP molekiilleri etanol iiretimi, hiicre biiylimesi ve
¢ogalmasinda Onemli bir etkiye sahiptir. Fakat hiicre i¢erisindeki ATP birikimi etanol
tiretimini inhibe eder. S. cerevisiae fermentasyon sirasinda bazi yan iiriinler de
olusturur. Bunlar gliserol, organik asitler ve yiiksek alkollerdir. Gliserol yiiksek ozmotik
basingta ve yliksek pH’l1 ortamlarda mayanin direncini artirirken organik asitler ve
yiiksek alkol ise etonol iiretim veriminin diismesine neden olur. Endiistriyel biyoetanol
iiretim veriminde teorik verimin %90-93’line kadar ulagmaktadir (Bai vd. 2008). S.
cerevisiae ksiloz gibi bes karbonlu sekerleri etanole doniistiirecek enzimler bulunmaz.
Ksilozun izomeri olan d-ksilozu metabolize edebilir. ksilozun bu sekilde
gerceklestirilen fermentasyon verimi glukoza gore verimi daha diisiik olmasina neden
olmaktadir. Bu nedenle metabolizma miihendisligi ile ksiloz sekerinin etanole
doniistiiriilmesini saglamak umut verici bir yontem olabilir. S. cerevisiae’nin giiglii ve
hizl1 etanol iiretimi, yliksek etanol direnci, strese karsi direncli olmasi, ortamdaki
oksijenden etkilenmemesi ve giivenilir (GRAS) olmasi biyoetanol {iretimi i¢in siklikla

tercih edilmesine neden olmaktadir ( Matsushika vd. 2009).

2.6.2 Kluyveromyces marxianus

Kulyveromyces marxianus ilk kez 1888 yilinda E. C. Hansen tarafindan iiziimden izole
edilmis ve Saccharomyces marxianus olarak adlandirilmistir. Askus ve spor
morfolojisindeki farkliliklarin yani sira farkli sekerleri fermente edebilme ozellikleri
nedeniyle 1956 yilinda Van Der Walt tarafindan Kluyveromyces marxianus olarak
adlandirllmigtir. Kluyveromyces marxianus siit yogurt ve peynir gibi tiriinlerin yani sira

¢lirimiis meyvelerden izole edilebilir. K. marxianus karbon kaynagi olarak laktoza kars1
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Ozel ilgi gosterir ve S. cerevisiae’nin aksine Crabtree negatif bir mayadir. Sekerleri
etanole etkin bir sekilde fermente edemez. S. cerevisiae gibi K. marxianus da giivenli
(GRAS) maya olarak siiflandirilmistir. Hizli biiyiime orani, 52°C’ye kadar etanol
iiretebilmesi (termotolerant maya), iniilinaz enzimi ve pektinaz enzimi salgilama gibi
Ozelliklerinden dolay1 biyoetanol iiretimi i¢in verimli bir mayadir (Fonseca vd. 2008;

Lane vd. 2011).

Termotolerant 6zelliginden dolay1r K. marxianus SSF (es zamanli sakkarifikasyon ve
fermentasyon) yonteminde 6nemli ve sik kullanilan bir mayadir. Fermentasyon
inhibitdrlerine ve yiiksek 1siya dayanikli olmasina karsilik yiiksek etanole karsi direnci
diisiiktiir. Giiniimiizde biyoteknolojik ve ¢evresel alanlarda kullanilmak iizere direncinin

artirllmasina yonelik ¢calismalar yapilmaktadir (Karim vd. 2020).

2.6.3 Pichia stipitis

Pichia stipitis, c¢lirliyen ahsaptan ve odunlarda yasayan bocek larvalarindan izole
edilmis bir mayadir. Optimum gelisme sicakligi 25-33°C ve pH 4.5-5.5 araliginda
gelisim gosterir. Odunsu yapilarda bulunan monomerik sekerleri kullanirlar. P. stipitis
bes karbonlu sekerleri kullanarak etanol iretebilirler. Bununla birlikte B-glukozidaz
enzimiyle seliilobiyozu glukoza pargalayarak etanol tretiminde kullanir. Fakat
glukozdan elde edilen etonol verimi bes karbonlu sekerlere gore daha diisiiktiir. P.
stipitis, ortamda bulunan fazla seker varliginda ve aerobik kosullar altinda etanol
liretimi yapamaz. Bu maya yliksek oksijen varliginda biyokiitle artirimi yaparken, diisiik
oksijenli ortamlarda etanol liretimi yaparlar. Biyoetanol iiretimi i¢in glukoz ve ksilozun
yani sira mannoz ve galaktoz kullanirken L-arabinozu biyokiitle artirimi i¢in kullanirlar

(Agbogbo vd. 2008).

P. stipitis giivenli (GRAS) kabul edilen ve ksiloz fermentasyonu yapabilen nadir
mikroorganizmalardan birisidir. Ksiloz disindaki bes karbonlu ve altt karbonlu
sekerlerden etanol iiretim verimi olduk¢a diisiiktiir. Ortamda olusan inhibitorlere karsi
ve yiikksek ozmotik basinca karsi direncinin diisiik olmasindan dolayr yiiksek sekerli

ortamlarda etanol iiretimi yapamaz. Fakat ksilozu kullanarak etanol iiretebildigi i¢in son
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yillarda metabolizma miihendisligi ile etanol verimini artirmak ve direngli bir maya

olmasi yoniinle ¢esitli ¢alismalar yapilmaktadir (Song vd. 2019).

2.6.4 Zymomonas mobilis

Zymomonas mobilis biyoetanol iiretiminde kullanilan gram negatif anaerobik bir
bakteridir ve alkollii iceceklerden izole edilmistir. Tropik iilkelerde pulque ve palmiye
sarab1 liretiminde kullanilan bir bakteridir (Seo vd. 2005). Optimum gelisme sicakligi
25-31°C ve optimum pH 6-7 arasinda gelisim gosterir. Bunun yam sira diisiik pH’a
sahip steril olmayan ortamlarda da gelisim gosterebilirler. Z. mobilis glukozu
metabolize edebilmek i¢in Entner-Doudoroff (ED) yolagini kullanir. Bu yolak ile 1 mol
glukoz bagina 1 mol ATP iiretebilir. Aldolaz enzimini kullanarak 2-keto-3- deoksi-6-
fosfoglukonat1 piruvata doniistiir. Bu glukoza dontisiim sirasinda ATP harcandigi i¢in
onemli bir etanol treticisi olan S. cerevisiae’nin aksine daha diisiik biyokiitle tiretimi
olusurken etanol iiretimi igin gerekli yliksek karbon akisi saglar. Z. mobilis metabolik
yolagindaki yiiksek glukoz varligindan dolayr yiiksek teorik etanol verimi (%97)
gerceklesir. Bununla birlikte etanol iiretiminde yalnizca glukoz, fruktoz ve siikrozu
kullanabilmesinden dolay1 substrat araligi dar olmasi ve endiistriyel olarak ssiirekli
etanol iretimi yapamaz. Bu nedenlerden dolayr endiistride etanol {iretiminde

kullanilmaz (Bai vd. 2008; Zhao vd. 2013).

2.6.5 Etanol iiretimi yapan diger mikroorganizmalar

Biyoetanol {iretiminde siklikla kullanilan yukarida agiklanmis olan  dort
mikroorganizma disinda  Aerobacter, Bacillus, Klebsiella, Aeromonas ve
Thermoanaerobacter gibi bakteri cinslerinden ve Candida sheate, Pachysolen
tannophilus mayalar1 ile Rhizopus, Mucor, Fusarium, Neurospora ve Monilia gibi
fungus cinslerinden de etanol {iretilmektedir (Rastogi ve Shrivastava 2017). Bu
mikroorganizmalar disinda etanol iiretiminde en sik kullanilan bakteri Escherichia
coli’dir. Genetik modifikasyonlara yatkin olmasi1 nedeniyle son yillarda etanol
tretiminde siklikla kullanilmaya baslanmistir. Glukozun yani sira ksiloz, mannoz,
galaktoz, arabinoz gibi sekerleri etkin olarak kullanabilme yetenegine sahiptir. E. coli

yiiksek etanol toleransina sahip bir bakteridir. Etanol iiretimi sirasinda organik
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asitlerden yan iiriin olusumu goézlemlenir. Organik asitlerin (asetik asit ve siikkinik asit)
en temel sebebi E. coli’nin etanol iiretimi i¢in kullandig1 yolaktaki redoks dengesinin
bozulmasi ile asetik asit ve silikkinik asit olusumuna neden olur. Bazi suslarinin patojen
olmast ve giivenilir (GRAS) mikroorganizma olmama gibi nedenlerden dolay1

endiistriyel etanol tiretiminde kullanimi azdir (Hasunuma vd. 2013).
2.7 Farkh Hammaddelerden Biyoetanol Uretimi Tle Tlgili Calismalar
2.7.1 Birinci nesil biyoetanol iiretimi ile ilgili calismalar

Birinci nesil biyoetanol iiretiminde gida olarak tiiketilen nisasta igerikli (bugday, piring,
misir gibi) ve seker igerigi ylksek (seker pancari, seker kamisi gibi) hammaddeler

kullanilir. Bu durum ile ilgili biyoetanol {iretimi ile ilgili bazi ¢alismalar yapilmistir.

Maisir yiiksek nisasta icerigi nedeniyle biyoetanol tiretiminde siklikla tercih edilir. Misir
unundaki nisasta igerigi ile SSF (es zamanli sakkarifikasyon ve fermentasyon) ile SHF
(ayrilmis hidroliz ve fermentasyon)’nin etanol {iiretimi lizerine etkisine bakilmis bir
calismada SSF isleminde yiiksek etanol degeri 1.96 g/l ve teorik verimi %90.32 iken
daha sonrasinda eklenen mineral tuzlari ve vitaminler (ZnSO,4.7H,0, 0.3 g/l;
MgSQ, - 7TH,0, 2.0 g/l; Ca-pantotenat, biyotin ve myoinositol) ile etanol verimi 2.13
g/I’ye ve teorik verim %98.08 olarak saptanmistir. Calismada S. cerevisiae suslari
kullanilmistir (Nicolic vd. 2009).

Tatlt musir yiiksek seker igerigine sahip olmasi nedeniyle biyoetanol iiretim ile ilgili
calismalarda kullanilmaktadir. Yapilan bir ¢alismada N; gazinda 24 saat 90°C’de
inklibe edilmis ve 72 saat fermentasyonu sonunda 45.6 g/l etanol iiretimi
gerceklestirilmistir. Ayn1 zamanda biitanol iiretimine bakilmis ve maksimum etanol
iiretimi 257 saat sonunda 8.3 g/L elde edilmistir. Biyoetanol {iretimi ve biitanol iiretimi
igin sirasiyla S. cerevisiae ve Clostridium beijerinckii kullanilmistir (Gomez-Flores vd.
2018).

Seker pancar yiiksek miktarda seker icermesi etanol tliretimi i¢in siklikla kullanilmasina

ve fazla sayida literatiir ¢aligmas1 yapilmasina neden olmaktadir. Yapilan bir caligmada

27



yiiksek yergcekimi (VHG) kosullar1 altinda S. cerevisiae mayasi kullanilarak melas ve
seker pancari suyu lizerindeki etkiye bakilmis. Elde edilen sonug ise melastan 83.20 g/L
etanol elde edilirken seker pancart1 suyundan 132.39 g/LL etanol iretimi

gergeklestirilmistir (Razmovski ve & Vucurovi¢ 2012).

Piring saman ise nisasta icerigi yiiksek bir hammadde olmasi literatiir calismalari i¢in
siklikla tercih edilmesine neden olmustur. Bir ¢calismada NaOH ile 6n isleme tabi
tutulmus piring samanimi SHF yontemi kullanilarak S. tanninophilus mayasi ile 9.45 g/L

etanol tiretildigi gosterilmis ve %83.5’lik etanol verimi elde edilmistir (Jin vd. 2020).
2.7.2 Ikinci nesil biyoetanol iiretimi ile ilgili yapilan ¢cahsmalar

Ikinci nesil biyoetanol iiretiminde kullanilan hammaddeler gida olarak kullanilmayan
genellikle orman, tarim, belediye ve meyve suyu fabrikasi atiklart gibi lignoseliilozik
hammaddeler kullanilarak iiretilir. Lignoseliilozik hammaddelerin siklikla tercih
edilmesinin bir diger 6nemli sebebi ise ucuz ve bol bulunmalart ile birlikte zengin seker
iceriklerinden kaynaklanir. ikinci nesil hammaddelerden biyoetanol iiretimiyle ilgi bazi

literatiir calismalar1 asagida bahsedilmistir.

Muz kabugu atiklar1 Malezya’da en biiyiik tarimsal atiklardan biridir. Bu nedenle Tan
vd. (2019) yaptigt bir c¢alismada hammadde olarak farkli muz kabugu atig
konsantrasyonu, pH etkileri ve azot kaynaklarinin etkilerini arastirmistir. En yiiksek
etanol iiretimi %80 muz kabugu konsantrasyonunda pH 6.8’de 42.47 g/L. bulmus ve
biyoreaktdr kullanilarak bu tiretim 45.75 g/L’ye ¢iktigini géstermistir.

Bugday samani kullanilarak etanol iiretiminin gerceklestirildigi baska bir ¢aligmada ise
farkli organik solventlerin ( etanol, metanol, biitanol, aseton ve dietilen
glukoz)etkilerine bakilmistir. Coziicii olarak biitanoliin kullanildig1 deneyler, 180°C’de
40 dakika sonunda %89 maksimum seliiloz doniisiimii saglanmis ve teorik etanol verimi

%67 olarak belirtilmistir (Salapa vd. 2017).
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Singh ve Kumar (2020) galismasinda ise, %5 piring samanini %1.25 sodyum karbonat
ile otoklavlama 6n-islemi sonrasinda 728.45 mg/g substrat indirgen seker tespit etmis ve

enzimatik hidroliz sonras1 18.07 g/L etanol elde etmistir.

Piring samaninin seyreltik asit ile muamele edildigi bir diger ¢alismada ise, 10 FPU
enzim konsantrasyonunda ortama salinan glukoz 83.3 g/L ile ksiloz 31.9 g/L bulunmus
ve toplamda elde edilen 115.2 g/L indirgen seker ile 50 g/L etanol firetilebilecegi
gosterilmistir ( Kapoor vd. 2017).

2.7.3 Uciincii nesil biyoetanol iiretimi ile yapilan calismalar

Uciincii  nesil biyoetanol iiretiminde hammadde olarak mikroorganizmalar ve
mikroalgler kullanilmaktadir. Fotosentetik mikroalgler digsaridan herhangi bir katki
maddesine ihtiyag duymadan gelisebildikleri i¢in biyoetanol iiretiminde siklikla
kullanilmaktadir. Ugiinncii nesil biyoetanol iiretimi ile ilgili bazi literatiir caligmalari

asagida gosterilmistir.

Euchema cottanii kirmizi mikroalgi kullanilarak farkli 6n-islem stratejileri (PSSF (6n-
hidroliz ile eszamanl sakkarifikasyon ve fermentasyon) ile PSSCF (6n-hidroliz ile
eszamanli sakkarifikasyon ve birlikte fermentasyon) kullanilarak biyoetanol {iretim
kapasitesi arastirilmistir. En yiiksek biyoetanol verimi PSSF kullanilarak 11.7 g/L
olarak bulunmustur (Tan ve Lee 2016).

Lee vd. (2013) yaptiklar1 bir ¢aligmada Saccharina japonica mikroalg biyokiitlesine
170°C’de 15 dakika %0.06 HoSO4 6n-islemi sonrast SSF yontemi uygulanmigtir. SSF
sonras1 13.01 g/L glukoz elde etmis ve 6.65 g/L biyoetanol iiretildigini gostermistir.

Gelidium amansii mikroalg biyokiitlesi 121°C’de 60 dakika otoklavlama 6n-islemine
tabi tutulduktan sonra SSF ve SHF stratejileri uygulanmistir. SHF isleminde, 6. saat
sonunda %74.7 teorik etanol verimi ile en yiiksek 3.33 mg/mL etanol iiretilirken SSF
isleminde ise, 12. saat %84.9 teorik etanol verimi ile en yiiksek 3.78 mg/mL etanol

tretildigi gosterilmistir (Kim vd. 2015).
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Abou El- Souod vd. (2021) yaptiklar1 bir ¢alismada Chlorella vulgaris biyokiitlesi iki
farkli kimyasal 6n-islem (%2 H,SO, asiti ile muamele ve %5 NaOH alkali ile muamele)
ve iki farkli fiziksel On-islem (mikrodalga ve ultrasonik ile muamele) yontemleri
kullanilarak etanol iiretim verimleri incelemistir. Calismalarin sonunda en yiiksek
indirgen seker ve etanol verimi %2 H,SO4 ortaminda sirasityla 24.77 g//100 g kuru
biyokiitle ile 16.08 g/100 g kuru biyokiitle olarak tespit etmistir.

2.7.4 Dordiincii nesil biyoetanol iiretimi ile ilgili caliymalar

Dordiincii nesil biyoetanol iiretimi i¢in metabolizma miihendisligi kullanilarak etanol
tiretim veriminin artiritlmasi1 hedeflenmektedir. Literatiirde mikroorganizmalar veya
hammaddelerin genetik ve metabolik yolaklarinda iyilestirmelerr yapilarak biyoetanol
tiretiminin artirildigr bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Dordiincii nesil biyoetanol {iretimi

ile ilgili baz1 calismalar asagida verilmistir.

Biyoetanol {iretiminde kullanilan Enterobacter aerogenes ATCC 29007 susunun
biyaetano iretimini arttirmak amaglanmis ve bu nedenle laktik asit iiretimini bloke
edebilmek icin D-latat dehidrogenaz (IdhA) geni silinmistir. Belirlenen optimal
kosullarlarda (34°C, pH: 7.5, 72 saat) 34.54 g/L biyoetanol iiretimi saptanmistir. Bu
verim dogal susun biyoetanol iiretiminden 1.5 kat daha fazla oldugu gosterilmistir

(Thapo vd. 2015).

S. cerevisiae disiik miktarlarda seliilaz ve ksilinaz enzimi salgilar ve bu nedenle
disaridan seliilaz ve ksilinaz enzim takviyesine ihtiya¢ duyar. Bu sebeple, Yang vd
(2016) S. cerevisiae’nin selillaz enzimi ekspresyon verimliligini arttirarak disiik
maliyetli yiiksek etanol liretimi saglamistir. Biyoetanol iiretimi bu iyilestirme ile 57.86

kat arttirlldigin1 gostermistir.

Bir bagka calismada ise, S. cerevisiae’ya CRISPIR-Cas9 yaklasimi ile seliilaz sestc
genini mayanin genomuna entegre ederek lignoseliillozik hammaddelerrde biyoetanol
iiretim verimi arttirmak istenmistir. Calismada, ezilmis portakal kabugu tozu kullanilmis
ve gen entegrasyonu ile biyoetanol iiretimi 37.7 kat arttigi gosterilmistir (Yang vd.

2018).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Tez ¢cahismasinda kullanilan mikroorganizmalar

Tez c¢alismasinda Saccharomyces cerevisiae ve Kluyveromyces marxianus mayalari
kullanilmistir ve Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoteknoloji Arastirma

Laboratuvari Kiiltiir Koleksiyonundan temin edilmistir.

3.1.2 Tez ¢calismasinda kullanilan hammadde kaynagi

Elma posast Goknur Meyve Suyu Ltd./Nigde’den temin edilmistir. Hammaddeler
etlivde (Nevii FN400) 70°C sicaklikta kurutulduktan sonra laboratuvar tipi degirmende

(Miprolab) por ¢ap1 0.20 mm olacak sekilde 6giitiilerek muhafaza edilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Tez ¢calismasinda kullanilan besiyerleri

Mayalar patates dekstroz agar (PDA/Merck) yatik besiyerinde stok kiiltiire alinmistir ve
4°C’de buzdolabinda saklanmaistir.

Mayalar fermentasyon deneyleri 6ncesi glukoz (20 g/L/Merck), pepton (10 g/L/Merck),
maya Oziitli (3 g/L/Scharlau) igeren GPY besiyerinde 30°C’de 100 rpm ¢alkalama
hizinda 24 saat boyunca calkalamali etiivde (Gerhardt Thermoshaker) gelistirilmistir.
Mayalar GPY besiyerine aseptik kosullarda bir 6ze dolusu olacak sekilde inokiile
edilmistir. GPY besiyerindeki 6n-inkiibasyon 250 mL Erlenmeyerlerde 100 mL ¢alisma

hacminde gergeklestirilmistir.
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3.2.2 Seyreltik asit 6n-islemi icin optimum asit konsantrasyonunun belirlenmesi

Optimum asit konsantrasyonunu belirlemek amaciyla dort farkli (%0.5, %1, %2 ve %S5)
asit konsantrasyonu, %20 kuru elma posasi konsantrasyonunda, 15 dakika boyunca 121

°C’de otoklavda (ALP) 6n-isleme tabi tutulmustur.

3.2.3 Baslangi¢ elma posasi konsantrasyonunun belirlenmesi

Elma posasinda optimum baslangi¢ konsantrasyonun belirlemesi i¢in ii¢ farkl (%S5,
%10 ve %20, w/v) elma posasi konsantrasyonu ve %1 H,SO, (v/v) ile muamele edilip
otoklavda (ALP) 121°C’de 15 dakika boyunca otoklanmistir. On-islem sonrasi
hidrolizatlar Whatman No:1 kagitlar1 ile siiziilmiis ve siiziilen hidrolizatlarin sivi
kisimlar1 sodyum hidroksit (NaOH/Merck) ile pH degerleri 5’e¢ ayarlanmistir.
Sterilizasyon i¢in tekrar 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak fermantasyon deneyi i¢in

hazir hale getirilmistir.

3.2.4 Elma posasi atiklarinda enzimatik hidrolizin ve besiyeri yikanmasinin
biyoetanol iiretimine etkisi

Farkli elma posasi bilesenlerinin etanol iizerindeki etkisini arastirmak i¢in iki farkl
(kati-s1v1 ve elma posasinin yakanmis kati kismi) ortam hazirlanmistir. Deneyler icin
hazirlanan ilk ortamda elma posasinin kati ve sivi kismi ayrilmadan kullanilmistir.
Ikinci ortam igin ise dn-igslem sonrasi hidrolizat Whatman No:1 kagidi kullanilarak
stiziilmiis ve kat1 kisim pHS5 olana kadar su ile yikanmistir. Her iki ortamda 15 FPU/g
substrat CellicCTec 2 (Sigma, 121 FPU/mL) ticari seliilaz enzimi ile hidrolize

edilmistir.

3.2.5 Farkh enzim konsantrasyonlariin biyoetanol iiretiminde etkisi

Belirlenen optimum elma posast varliginda, en yiiksek seker igerigini belirlemek igin
dort farkli enzim konsantrasyonu (15, 30, 60 ve 120 FPU/g substrat) kullanilmistir. Bu
nedenle, 6n-islem sonrasi besiyerinin pH’1 50mM sitrat tamponu ile 4.8’e ayarlanmistir.
Enzimatik  hidroliz 72 saat boyunca 50°C’de c¢alkalamali inkiibatorde
(Gerhardt/Thermoshaker) gerceklestirilmistir (Chen vd. 2012). 72 saat sonunda
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enzimatik aktiviteyi durdurmak igin besiyerleri 95°C’de 10 dakika su banyosunda
(Memmert) bekletilmistir.

3.2.6 Coziiniir soya unu proteinin hazirlanmasi

Coziiniir soya proteinini elde etmek i¢in, 100 g soya unu igerisine 50 mM sitrat tamponu
eklenerek karisim 2 saat boyunca 50°C’de 150 rpm hizda calkalanmistir. Daha sonra
ultrasonikatorde (ISOLAB) 300W’ta 30 dakika boyunca pargalanmistir. Elde edilen
materyal 5 dakika 5000 rpm’de santrifiij (Hettich/Rotina 35R) edilmistir. Ayrilan
siipernatant kism1 0.45 um por c¢apindaki filtreden siizlilmiistiir (Luo vd. 2019).
Hazirlanan stok ¢ozelti igerisindeki protein miktar1 Lowry vd. (1951) metoduna gore
belirlenmistir. Belirlenen dort farkli ¢6ziinebilir soya proteini konsantrasyonu (20, 40,
80, 160 mg/g), 50 mM sitrat tamponu eklenerek enzimatik hidroliz ve fermentasyon

deneylerinde kullanilmaistir.

3.2.7 Fermentasyon deneyleri

Fermentasyon deneyleri 100 mL Erlenmeyer’de 50 mL ¢alisma hacminde 30°C
sicaklikta ve 100 rpm c¢alkalama hizinda calkalamali inkiibatorde yapilmigtir.
Fermentasyon deneylerinde kullanilan tiim besiyerlerinin pH’1 4.8’e ayarlanmistir. GPY
besiyerinde 24 saat inkiibe edilen mayalar fermentasyon besiyerlerine %5 (v/v) oraninda
inokiile edildikten sonra fermentasyon ortamlarindan belirli araliklarla (24, 48, 72 saat)
etanol ve indirgen seker miktarlarinin belirlenmesi i¢in 1.5 mL 6rnek 2 mL Ependorf
tiiplerine alinmis ve daha sonra 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij (Rotina 35 R) edilerek
stipernatant kisimlart etanol ve indirgen seker miktarlarina bakilmak iizere

kullanilmistir.

Fermentasyon deneylerinde organik azot ve mineral tuzlari elma posasi besiyerine
eklenmistir. Organik azot kaynagi olarak; pepton (5 g/L) ve maya o6ziiti (3 g/L)
kullanilmistir. Mineral tuzlar i¢in ise; MgS0,4.7H,0 (0.5 g/L), KH,PO,4 (1 g/L), CaCl,
(0.1 g/L) ve ZnSO4 (0.05 g/L) ilave edilerek pH 4.8’de fermentasyon deneylerinde

kullanilmistir.
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3.3 Analitik Yoéntemler

3.3.1 Biyoetanol konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Biyoetanol miktarlarinin belirlenmesinden once besiyerlerinden farkli zamanlarda (24,
48, 72 saat) alman 1.5 mL 6rnekler 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Etanol
konsantrasyonu Gaz Kromotografisi (GC- 2010/Shimadzu) cihazinda belirlenmistir. GC
cihazinda alev iyonlastirict dedektor (FID) ve 0.25 mm ¢ap ve 60 metre uzunlugunda
RTX-Wax (RESTEK) kolonu ve tasiyict gaz olarak azot kullanilmistir. FID
dedektoriinde ise kuru hava ve hidrojenden yararlanilmistir. Etanol 6l¢iimlerinde 1 pL
orek 140°C sicakliktaki enjeksiyon portuna enjekte edilmistir. FID dedektoriiniin
sicakligr 160°C’ye ayarlanmig, kolonun baslangi¢ sicakligi ise 50°C’ye getirilerek 19
dakika icerisinde 150°C’ye ¢ikacak sekilde ayarlanmistir. Kolon basinct 200 kPa’ya
getirilerek kolon akis1 1.86 mL/dakika, toplam akis ise 190.4 mL/dakikaya ayarlanmistir
(Wistara vd. 2016). Cihazda gbozlemlenen pikler, daha 6nce yapilan etanol standartina
gore GC cihazinda bulunan yazilim ile hesaplanarak etanol miktarlart g/L cinsinden

elde edilmistir.

3.3.2 Elma posasindaki indirgen seker konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Toplam indirgen seker icerigi dinitro salisilik asit (DNS) yontemi (Miller vd. 1959) ile
spektrofotometrede (Shimadzu) 540 nm dalga boyunda belirlenmistir. Deneyde
kullanilan S. cerevisiae ve K. marxianus mayalar1 i¢in alti karbonlu seker standarti

(glukoz) kullanilmistir.

3.3.3 Elma posasindaki seker profillerinin belirlenmesi

Seker tayininden 6nce besiyerlerinden alinan 1.5 mL 6rnekler 10000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Elma posasinin igerigindeki sekerlerin tiplendirilmesinde Yiiksek
Performansli S1vi Kromotografisi (HPLC/Shimadzu) cihaz1 kullanilmistir. Seker analizi
oncesi Ornekler seyreltilmis ve HPLC viallerine 0.45 pm por ¢apindaki membran
filtrelerden siiziilmiistiir. Yiiriitiicii faz olarak 5 mM H,SO, kullanilmistir. Orneklerin
okunmasi i¢in Refractive Index Dedector (RID) ve BioRad Aminex HPX-87-P
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kolondan yararlanilmistir. Toplam akis hiz1 0.6 mL/dakika ve sicaklik 70 'C olarak

ayarlanmig ve kullanilan yiiriitiicii faz vakum pompasindan gecirilerek steril edilmistir.
3.3.4 Seliilaz aktivitesinin belirlenmesi

Bu c¢alismada sclillaz  enzimi olarak ticari enzim olan CellicCTec2
(Novozymes/Danimarka) kullanilmistir. Enzimin filtre kagidi birimi (filter paperase
unit/FPU) ise Ulusal Yenilenebilir Enerji Laboratuvart (NREL/ABD) protokollerine
gore belirlenmistir (Adney ve Baker 2008). CellicCTec2 enziminin seliilaz aktivitesi
121 FPU/mL olarak belirlenmistir. Filtre kagidi olarak Whatman No:1 filtre kagidi
kullanilmistir. Filtre kagitlar1 1x6 cm olacak sekilde kesilerek deney tiiplerinde sitrat
tamponu ile muamele edilmistir. Bu karisimin iizerine belirli oranlarda seyreltilmis
selilaz enzimi konulmus, ayri1 olarak belirli oranda seyreltilmis standart glukoz
cozeltileri ile birlikte 50°C’deki su banyosunda (Memmert) bekletilmistir. 1 saat
inkiibasyon siiresinin sonunda 6rnekler 95°C’de su banyosunda kaynatilarak enzimatik
aktivitenin durdurulmustur. Bu islemlerden sonra 6rnekler DNS ile filtre kagidindan
ortama salinan indirgen seker miktarlart hesaplanmigtir. 1x6 cm ayarlanan filtre
kagidindan 1 saat icerisinde ortama 2 mg glukoz salinimina neden olan enzim

konsantrasyonu 1 FPU olarak belirlenmistir.
3.3.5 Seliiloz tayini

Seliiloz analizleri i¢in standart ISO protokolii (ISO 5498-1981) kullanilmistir. Elma
posasinin icerigindeki selilloz miktarinin belirlenmesi hizmet alimi ile dis bir

laboratuvarda (Diizen Norwest/Ankara) yapilmistir.
3.3.6 Kinetik parametrelerde kullanilan denklemler

Maksimum teorik etanol verimi hesaplanirken asagidaki denklem kullanilmistir. (Kim

ve Lee 2007).

Maksi Teorik Verim (%) = o ) X100
afstmm Teorik VM A7) = B aslangic sekeri (g/L) x 0.511
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Denklemdeki ‘Etanol (g/L)’ en yilikek etanol iiretim zamaninin goézlendigi siire
icerisindeki etanol konsantrasyonunu, ‘Baslangi¢ sekeri (g/L)’, fermentasyon Oncesinde

ortamda bulunan indirgen seker miktarin1 gostermektedir. ‘0.511° ise sabit degerdir.

Etanol iretkenligi (Qp) ise asagidaki denkleme gore hesaplanmistir (Roca ve olssan
2013)

Maksimum etanol (g/L)
t

Etanol Uretkenligi (Q,) =

Denklemde ‘Maksimum Etanol (g/L)’ ifadesi belirli bir zamanda elde edilen maksimum

etanol miktarini, ‘t’ ise zamani ifade etmektedir.

Etanol verimliligi (Ypss) ise asagidaki denkleme gore hesaplanmistir. (Yiicel ve Aksu

2015)

Maksimum Etanol (g/L)
Harcanan indirgen seker (g/L)

Etanol Verimliligi Y55 (g/g) =

Bu denklemde ‘Maksimum FEtanol (g/L)’ ifadesi belirli bir zamanda elde edilen
maksimum etanol miktarini, ‘Harcanan indirgen seker (g/L)’ ise en yiiksek etanol

miktarinin saptandig1 zaman dilimindeki harcanan seker miktarini belirtmektedir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1 On-islem Yontemlerinin Etanol Uretimi Uzerine Etkileri

Yapilan tez calismasimin bu bdliimiinde ilk olarak optimum asit konsantrasyonunun
etanol tliretimine etkisi belirlenmistir. Bunun i¢in %20 elma posas1 ve 4 farkli H,SO4
(%0.5, %1, %2 ve %5 v/v) konsantrasyonu ile S. cerevisiae kullanilarak etanol tiretimi

incelenmistir. Sonuglar Sekil 4.1°de gosterilmistir.

30 ~

[

Biyoetanol (g/L)
[EY
(0]

0,5 1 2 5
Asit konsantrasyonu (%)

Sekil 4.1 %20 elma posasi varliginda ve farkli asit konsantrasyonlarinda S. cerevisiae’da etanol
iiretimi

On-islem kosulu: %1 H,SO, ile 121°C°de 15 dakika otoklavlama fermentasyon kosulu: pH:4.8,
30°C sicaklikta calkalama hizi: 100 rpm 48 saat

En yliksek etanol verimi %1 asit konsantrasyonunda 21.9 g/L. etanol iiretilirken, asit
miktar1 arttirtldigr zaman etanol {iretimi ters yonde etkilenmis ve asit konsantrasyonu

%5’ e cikarildiginda 7.8 g/L’ye diismiistiir.
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4.2 EIma Posasinin Icerigindeki Indirgen Seker Profillerinin Belirlenmesi

Tez calismasinin bu kisminda, elma posasinin seliiloz igeriklerine bakilmistir ve elma

posasinin seliiloz igerigi % 27.5 (w/w) olarak saptanmustir.

Enzimatik hidroliz 6ncesi %20 elma posasi 6n isleme tabi tutulduktan sonra, 15 FPU/g
substrat enzim eklenerek hammaddenin icerigindeki indirgen seker tipleri yiiksek
performansl sivi kromotografisi (HPLC) ile belirlenmistir. Enzimatik hidroliz 6ncesi
%20 elma posasinda en bol bulunan indirgen sekerin %45.02 oraniyla arabinoz oldugu
gbzlenmistir. Bunun yam sira glukoz, galaktoz, fruktoz ve ksiloz oranlari sirasiyla
%21.10, %9.07, %17.03 ve %7.74 olarak saptanmistir. 15 FPU/g substrat enzim
muamelesinden sonra ise en yiiksek indirgen seker ylizdesinin %74.14 orantyla glukoz
oldugu belirlenmistir. Galaktoz, fruktoz, ksiloz ve arabinoz sekerleri ise sirastyla %3.47,
%6.02, %293 ve %I13.44 oraninda hesaplanmistir. Sonuclar Cizelge 4.1°de

gosterilmigtir.

Cizelge 4.1 Enzimatik hidroliz 6ncesi ve Enzimatik hidroliz sonrasi elma posasindaki

seker ytlizdeleri
Seker Yiizdesi
(%)
Glukoz Galaktoz Fruktoz Ksiloz Arabinoz
Enzimatik
. 21.10 9.07 17.03 7.74 45.02
Hidroliz Oncesi
Enzimatik
Hidroliz 74.14 3.47 6.02 2.93 13.44
Sonrasi

On-iglem kosulu: %1 H,SO, ile 121°C’de 15 dakika otoklavlama fermentasyon kosulu: pH:4.8,
30°C sicaklikta ¢alkalama hizi: 100rpm 48 saat
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4.3 Baslangi¢c Elma Posas1 Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Calismalarmin bu kisminda bagslangi¢ elma posast konsantrasyonunun biyoetanol
tiretimine etkisi incelenmistir. Elma posasinin etanol iiretim kapasitesinin yeterli
olmasmin goriilmesi tizerine, deneylerin bu kismindan itibaren K. marxianus ve S.

cerevisiae mayalari kullanilmastir.

Baslangic icin belirlenen ti¢ farkli elma posasi konsantrasyonunun (%5, %10, %20),
mayalarin etanol liretimlerine etkileri arastirilmistir. Elma posasinin %1 H»SO, ile 6n
islemi sonucunda %35 biyokiitle konsantrasyonunda 35.74 g/L, %10 biyokiitle
konsantrasyonunda 55.43 g/L ve %20 biyokiitle konsantrasyonunda ise 84.47 g/L
indirgen seker icerigine sahip oldugu belirlenmistir. Baslangic indirgen seker
konsantrasyonu ile S. cerevisiae ve K. marxianus’un etanol iiretimleri Sekil 4.2 ve Sekil
4.3’de belirtilmistir.

Indirgen seker ~—e— Biyoetanol
100 ~ r 25
90 A
80 - - 20
3 70 A -
2 2
60 - L 15 —
5 :
2 50 - D
- (b}
5 =
& 40 1 I - 10 @
E %0
20 A L 5
10 A
O T T O
5 10 20
Elma posasi konsantrasyonu (%)

Sekil 4.2 S.cerevisiae’de farkli konsantrasyonlardaki ilk elma posasi yiiklemelerinde baslangig
seker miktar1 ve biyoetanol miktari

On-iglem kosulu: %1 H,SO, ile 121°C°de 15 dakika otoklavlama fermentasyon kosulu: pH:5,
30°C sicaklikta calkalama hizi: 100rpm 48 saat
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Sekil 4.3 K. marxianus’ta farkli konsantrasyonlardaki ilk elma posasi yiiklemelerinde baslangic
seker miktar1 ve biyoetanol miktar

On-islem kosulu: %1 H,SO, ile 121°C’de 15 dakika otoklavlama fermentasyon kosulu: pH:4.8,
30°C sicaklikta ¢alkalama hizi: 100 rpm 48 saat

Farkli elma posasi konsantrasyonlarinin etanol iiretimi iizerindeki etkilerine bakildig
deneylerde, her iki maya i¢in de en yiikksek etanol miktar1 %20 elma posasi
konsantrasyonunda, en diisiik etanol iiretimi ise %35 elma posasi1 varliginda gézlenmistir.
S. cerevisiae ve K. marxianus’ta %20 biyokiitle varliginda sirasiyla 21.9 g/L ve 10.84
g/L olarak etanol iiretilmistir. %5 elma posasi konsantrasyonunda ise iiretim miktari
sirastyla aynit mayalar i¢in 13.1 g/L ve 4.26 g/L olarak saptanmistir. Bununla birlikte
%10 elma posasi varliginda ise S. cerevisiae’de 16.72 g/L ve K. marxianus’ta 9.71 g/L
etanol  Uretimi  gbzlenmistir. Deneylerde  kullanilan  farkli  elma  posasi
konsantrasyonlarinin tiimiinde S. cerevisiae i¢in en yiiksek etanol miktar1 48. saat

sonunda, K. marxianus i¢in ise 24. saat sonunda saptanmuistir.

Yapilan deneyler sonucunda en yiiksek etanol konsantrasyonu %20 elma posasi

varliginda saptandigi i¢in ilerleyen deneylerde bu konsantrasyon kullanilmstir.
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Baglangic elma posast etkileri bazi kinetik parametreler (teorik etanol verimi/%,
voliimetrik tiretkenlik/Q, ve fermentasyon verimi/Yp;s) hesaplanmustir. %20 elma posasi
konsantrasyonunda, S. cerevisiae ve K. marxianus’ta teorik etanol verimleri sirasiyla
%50 ve %25.1 olarak hesaplanmistir. Voliimetrik tiretkenlik (Qp) S. cerevisiae’de 0.44
g/L.h ve K. marxianus’ta 0.45 g/L.h olarak saptanmistir ve ek olarak ayni mayalarda
fermentasyon verimi (Y ys) sirasiyla 0.44 g/g ve 0.21 g/g olarak belirlenmistir. Kinetik

parametreler ile olusturulan sonuglarin tamami Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2 %20 baslangic elma posast konsantrasyonlarindaki kinetik parametre

sonugclari
Mikroorganizma
S. cerevisiae K. marxianus
Teorik etanol verimi
50.0 25.1
(%)
Qe 0.44 0.45
(g/L.h)
Y
P 0.44 0.21
(9/9)

On-islem kosullari: 121°C’de 15 dakika %1 H,SO,, fermentasyon kosulu: pH:4.8, 30°C’de 100
rpm ¢alkalama hiz1

4.4 Besiyeri Yikanmasinin Ve Enzimatik Hidrolizin Etanol Uretimine Etkisi

Deneylerde ek olarak iki farkli bliylime ortaminin (kati-stvi tiim hidrolizat, yikanmis
kat1 hidrolizat) indirgen seker ve etanol miktarina etkileri arastirilmistir. Her bir biiylime
ortami, belirlenen optimum elma posas1 konsantrasyonunda (%20) 121°C’de, 15 dakika
boyunca, %1 H,SO,4 ve 15 FPU/g substrat enzim varligina hidroliz edilerek yapilmistir.
Deney i¢in uygulanan iki biiyiime ortaminda da S. cerevisiae ve K. marxianus mayalari
kullanilmistir. Her iki maya icin de en yiiksek etanol miktari kati-sivi biiylime
ortaminda bulunmustur. S. cerevisiae 48 saat fermentasyon sonunda en yiiksek 40.7 g/L,
K. marxianus ise 24 saat sonunda en yiiksek 21.0 g/L etanol iiretmistir. Diger taraftan
yikanmig kati fraksiyonu igeren biiylime ortaminda ise, en yiiksek etanol iiretimi S.

cerevisiae igin 28.5 g/L ve K. marxianus ig¢in 15.0 g/L olarak bulunmustur. Kat1 sivi
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besiyerinin igerigindeki yiliksek indirgen seker miktart ve yiliksek etanol liretiminden
dolayt ilerleyen deneylerde biiyiime ortami olarak kati-sivi tiim elma posasi hidrolizati

kullanilmistir. Sonuglar Sekil 4.4 ve 4.5’ de gosterilmistir.
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Sekil 4.4 S. cerevisiae’nin farkli besiyeri ortamlarinda harcanan seker ve etanol tiretimi

(a) Yikanmus kati fraksiyon, (b) Kati-stvi tiim fraksiyon
On-islem: 121°C’de 15 dakika %1 H,SO, otoklavlama, Baslangi¢ biyokiitle: %20, pH:4.8 Enzim
konsantrasyonu: 15 FPU/g substrat, 30°C’de 100 rpm ¢alkalama hizi
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Sekil 4.5 K. marxianus’un farkli besiyeri ortamlarinda harcanan seker ve etanol tiretimi
(a) Yikanmis kat1 fraksiyon, (b) Kati-siv1 tiim fraksiyon

On-iglem: 121°C’de 15 dakika %1 H,SO, otoklavlama, Baslangic biyokiitle: %20, pH:4.8 Enzim
konsantrasyonu: 15 FPU/g substrat, 30°C’de 100 rpm ¢alkalama hiz1
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4.5 Artan Enzim Konsantrasyonlarimin Indirgen Seker Ve Etanol Uretimine Etkisi

Tez calismasinin bu kisminda, %20 kati-sivi elma posasi fraksiyonunun enzimatik
hidrolizi ile ortama salinan indirgen sekerlerin konsantrasyonu ve etanol {iretimine
etkileri arastirilmasi i¢in farkli enzim konsantrasyonlari (15, 30, 60, 120 FPU/g substrat)
kullanilarak test edilmistir. Seliilaz enzimi olarak CellicCTec2 (Novozymes/Danimarka)

kullanilmustir.

Elma posasinin enzimatik hidrolizi 50 mM sitrat tamponu varliginda 72 saat boyunca,
50°C’de, 100 rpm calkalama hizinda yapilmistir. Deneyde enzim konsantrasyonu
arttikca ortama salinan indirgen seker miktarmin da dogru orantili olarak arttig1
gbzlenmistir. Enzimatik hidroliz sonrasi ortama salinan seker miktarlar1 Cizelge 4.3’te
gosterilmistir. En yiiksek indirgen seker konsantrasyonu 72 saat sonunda 120 FPU/g
substrat enzim varliginda 155 g/L olarak saptanmistir. En diisiik seker konsantrasyonu
ise 15 FPU/g substrat’ta 117 g/L olarak bulunurken 30 ve 60 FPU/g substrat’ta ise
strastyla 121 g/L ve 141 g/L olarak goriilmiistiir.

Cizelge 4.3 %20 kati-s1vi elma posasi fraksiyonunda 72 saat sonunda enzimatik hidroliz
sonucunda ortama salinan indirgen seker miktarlari

Enzim Indirgen Seker konsantrasyonu
(FPU/g substrat) (9/L)
15 i];ZS
30 ﬂ:1132 .177
60 11743 1
120 008

On-iglem kosulu: %1 H,SO, ile 121°C’de 15 dakika otoklavlama fermentasyon kosulu: pH:4.8,
30°C sicaklikta ¢alkalama hizi: 100rpm 48 saat

Enzimatik  hidroliz  sonrasinda etanol iretim miktarlari, indirgen seker
konsantrasyonlarina benzer sekilde, enzim konsantrasyonlari ile orantili olarak etanol
tiretim miktarmin da arttig1 belirlenmistir. S. cerevisiae igin en yiiksek etanol tretimi

120 FPU/g substrat enzim varliginda 52.4 g/L olarak tespit edilmistir. Diger taraftan bu
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maya i¢in en diisiik etanol {iretimi ise 15 FPU’da 40.7 g/L olarak bulunurken 30 ile 60
FPU/g substrat’ta ise sirasiyla 43.3 ve 48.7 g/L etanol firetildigi gosterilmistir. K.
marxianus mayasi igin ise en yiiksek etanol miktar1 60 FPU/g substrat’ta 24.4 g/L
gozlemlenmistir. En diisiik etanol iiretimi ise 120 FPU/g substrat’ta 2.93 g/L olarak
bulunurken 30 ve 15 FPU/g substrat’ta sirasiyla 21.3 ile 21.0 g/L olarak tespit
edilmistir. Enzimatik hidrolizin her iki maya i¢in de etanol iiretimi sonuglar1 Cizelge

4.4°de verilmistir.

Cizelge 4.4 %20 kati-sivi  elma posast fraksiyonunda dort farkli  enzim
konsantrasyonunda iiretilen en yliksek etanol miktarlar1 (g/L)

Etanol Uretim Miktar
(g/L)
Mikroorgaanizmalar
15 FPU 30 FPU 60 FPU 120 FPU
40,77 43.32 48.7 52.42
S. cerevisiae +3.04 +0.00 +0.83 +2.43
21.08 21.37 24.47 2.93
K. marxianus +0.73 +1.16 +0.70 +0.43

On-islem kosulu: 121°C’de 15 dakika %1 H,SO,, Fermentasyon kosulu: pH:4.8, 30°C’de 100
rpm. Calkalama hizi

Ayrica deneyin bu kisminda her iki mayanin da etanol {irettigi ve ortamda serbest halde
bulunan indirgen sekerlerin tiikendigi gézlenmistir. Etanol konsantrasyonlar1 ortamdaki
indirgen sekerlerin kullanilmasiyla ilk Once artis gdstermis, daha sonra ortamdaki
indirgen seker miktarlar1 diisiince dogru orantili olarak etanol konsantrasyonlarinin da
diistiigii belirlenmistir. S. cerevisiae 'nin en yliksek etanol iiretimine 48 saat sonunda ve
K. marxianus’'un ise 72 saat sonunda en yiiksek etanol iiretimine ulastigi tespit
edilmistir. Etanol konsantrasyonlar1 72. saatten sonra S. cerevisiae’de 120 FPU’da
49.25 g/L’ye ve K. marxianus’ta 60 FPU’da ise 21.97 g/L’ye diismiistiir.

Yapilan c¢alismada S. cerevisiae ve K. marxianus mayalart i¢in %20 kati-sivi elma
posast fraksiyonunun dort farkli enzim konsantrasyonunda ki kinetik parametreleri

ayrica hesaplanmistir.
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S. cerevisiae, 15 FPU/g substrat enzim varliginda, teorik verimin %68.5’ine, 30 FPU/g
substratta %70.3’line, 60 FPU/g substrat i¢in % 60.8’ine ve 120 FPU/g substrat i¢in ise
%66.1’ine ulasmistir. Qp degerleri ise 15 FPU, 30 FPU, 60 FPU ve 120 FPU enzim
konsantrasyonlari i¢in sirasiyla 0.84 g/L.h, 0.90 g/L.h, 0.91 g/L.h ve 1.09 g/L.h olarak
hesaplanmistir ve Yp/s degerleri ise sirastyla 0.46 g/g, 0.43 g/g, 0.42 g/g ve 0.42 g/g

olarak saptanmustir.

K. marxianus mayasi i¢in ise teorik verim 15 FPU/g substrat igin %35.4’{ine, 30 FPU/g
substrat icin %34.7 ’sine, 60 FPU/g substrat i¢cin %33.8’ine ve 120 FPU/g substrat i¢in
ise  %3.7’sine ulasmustir. Qp degeri ise 15 FPU, 30 FPU, 60 FPU ve 120 FPU enzim
konsantrasyonlari i¢in sirastyla 0.87 g/L.h, 0.89 g/L.h, 1.01 g/L.h ve 0.12 g/L.h olarak
hesaplanmistir. Ayrica Ypss degeri ise sirasiyla 0.31 g/g, 0.36 g/g, 0.37 g/g ve 0.02
olarak saptanmistir. Her iki maya i¢in de tiim kinetik parametre verileri Cizelge 4.5’de

verilmigtir.

Cizelge 4.5 Farkli asit konsantrasyonlarinda S. cerevisiae ve K. marxianus mayalarina
ait kinetik parametre verileri

Enzim Konsantrasyonu
(FPU/g substrat)

15 30 60 120

Teorik » 68.5 70.3 60.8 66.1
Etanol S. cerevisiae

Verimi

(%) K. marxianus 35.4 34.7 33.8 3.70

Q S, cerevisiae 0.84 0.90 0.91 1.09

(@/L.h) . 0.87 0.89 1.01 0.12
K. marxianus

.. 0.46 0.43 0.42 0.42
Yers S. cerevisiae

(9/9) . 0.31 0.36 0.37 0.02
K. marxianus

On-islem Kosulu: 120°C’de 15 dakika %1 H,SO,, Fermentasyon Kosulu: pH:4.8, 30°C
Calkalama Hizi: 100 rpm
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4.6 Coziiniir Soya Unu Proteininin indirgen Seker Ve Etanol Uretimine EtKisi

Calismanin bu boliimiinde ise enzimatik hidrolize ¢6zliniir soya unu proteininin (CSUP)
katkilanmasi ile ortama salinan indirgen seker konsantrasyonlar1 ve etanol iiretimine
etkilerinin aragtirilmasi i¢in dort farkli ¢oziiniir soya unu konsantrasyonu (20, 40, 80,
160 mg/g substrat) denenmistir. Deneyler 60FPU/g substrat enzim varliginda
gerceklestirilmistir. Kontrol olarak CSUP icermeyen besiyeri ortami kullanilmuistir.
Enzimatik hidroliz sonrasi, ¢éziiniir soya unu proteininin eklenmesi ile ortama salinan
seker miktarlar1 Cizelge 4.6’de gosterilmistir. En yiiksek indirgen seker miktar1 60 FPU
enzim ve 80 mg/g seliilloz CSUP ile takviye edildiginde 176 g/L olarak bulunmustur. En
diisiik indirgen seker ise CSUP eklenmeyen ortamda 141.04 g/L olarak tespit edilirken,
20 mg/g seliilloz CSUP iceren ortamda 148.28 g/L, 40 mg/g seliiloz CSUP varliginda ise
169.30 g/L ve 160 mg/g seliilloz’da ise 151.28 g/L olarak hesaplanmustir.

Cizelge 4.6 %20 kati-sivi elma posasi fraksiyonunun artan CSUP konsantrasyonunda
belirlenen indirgen seker konsantrasyonlari (g/L)

Coziiniir Soya Unu proteini indirgen Seker konsantrasyonu

(mg/g seliiloz) (g/L)
0 141.04

+7.01

148.28

20 4.9
169.30

40 £3.32
176.43

80 4.9
151.28

160 +0.98

On-islem Kosulu: 120°C’de 15 dakika %1 H,SO,, Fermentasyon Kosulu: pH:4.8, 30°C
Calkalama Hizi: 100 rpm

Coziinilir soya unu proteinleri besiyeri ortamina eklendikten sonra etanol miktarlarina
bakildiginda indirgen seker konsantrasyonlarina benzer bir sekilde, CSUP
konsantrasyonlari arttiginda etanol konsantrasyonlarinin da artti1 belirlenmistir. Her iki
maya i¢inde 80 mg/g seliiloz CSUP varliginda en yiiksek etanol {iretimi gozlenmistir ve
bu degerler, S. cerevisiae i¢in 53.1 g/L ve K. marxianus igin ise 29.5 g/L olarak tespit

edilmistir. Bununla birlikte S. cerevisiae mayasi i¢in CSUP igcermeyen ortamda 43.9
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g/L, 20 mg/g seliiloz’da 43.33 g/L, 40 mg/g seliiloz’da 49.18 g/L ve 160 mg/g seliiloz
varliginda ise 37.91 g/L olarak hesaplanmistir. K. marxianus mayasinda ise bu miktarlar
sirastyla 24.47 g/L, 25.72 g/L, 27.37 g/L ve 21.47 g/L olarak tespit edilmistir. Coziiniir
soya unu proteininin etanol iiretimine etkisi ile ilgili sonuglar Cizelge 4.7°de

gosterilmistir.

Cizelge 4.7 %20 kati-sivi elma posast ortaminda ve artan CSUP konsantrasyonunda
tiretilen en yiiksek etanol miktari

Kon Sgnstlrjaps onu Etanol Uretim
(mglg selﬁiloz) Mikroorganizma Miktari
(9/L)
43.9
S. cerevisiae +1.12
¢ 24 .47
K. marxianus +1.69
43.33
S. cerevisiae +3.33
20 25.72
K. marxianus +0.13
49.18
S. cerevisiae +3.32
40 27.37
K. marxianus + 37.37
53.18
S. cerevisiae +0.04
80 29.59
K. marxianus +0.70
37.91
S. cerevisiae +4.14
160 21.47
K. marxianus +0.49

On-islem Kosulu: 120°C’de 15 dakika %1 H,SO,, Fermentasyon Kosulu: pH:4.8, 30°C

Calkalama Hizi: 100 rpm
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Caligsmada ayrica her iki mayanin %20 elma posasi ortaminda tiikettigi seker ve tirettigi
etanol miktarlar1 Sekil 4.6 ve 4.7°de gosterilmistir. Daha Onceki deneylere benzer bir
sekilde etanol iiretiminde ilk olarak artis gozlemlenmis, daha sonra ise etanol miktarinin
diistiigli saptanmustir. S. cerevisiae’da en yiiksek etanol iiretimi 48. saatte ve K.

marxianus 'ta ise 72. saatte oldugu gézlenmistir.

indirgen seker —#—biyoetanol

N
o
o
)
1
(o2}
o

180 -

~160 - %’/'k 50
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g)loo - - 30 %
60 - @
40 - 10
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0 T T T T 0

0 20 40 80 160
CSUP Konsantrasyonu (mg/g seliiloz)

Sekil 4.6 S. cerevisiae’ta farkli CSUP konsantrasyonlardaki etanol tiretimi

On-islem Kosulu: 120°C’de 15 dakika %1 H,SO,, Fermentasyon Kosulu: pH:4.8, 30°C Calkalama Hizi:
100 rpm, fermentasyon siiresi 72 saat, 60 FPU/g substrat

49



indirgen seker —&— biyoetanol
200 ~ - 60
180 - T
T : - 50
160 -
T t
~ 140 A
5 140 L - 40 ~
=120 - 5
(0]
3 S
% 100 | */—A\ - 30§
20| (A& N g
E Al | D
= 60 -
40
- 10
20 A
0 T T T T O
0 20 40 80 160
CSUP Konsantrasyonu (mg/g seliiloz)

Sekil 4.7 K. marxianus’ta farkli CSUP konsantrasyonlardaki etanol tiretimi

On-islem Kosulu: 120°C’de 15 dakika %1 H,SO,, Fermentasyon Kosulu: pH:4.8, 30°C Calkalama Hiz:
100 rpm

Calismada S. cerevisiae ve K. marxianus mayalar1 i¢in kinetik parametreler ayrica
hesaplanmistir. S. cerevisiae mayasi i¢in 60 FPU enzim konsantrasyonunda teorik
etanol verimi CSUP icermeyen ortamda %60.8, 20 mg/g seliiloz’da %57.1, 40 mg/g
seliilozda %56.8, 80 mg/g seliillozda %58.9 ve 160 mg/g seliilozda ise %49.0 olarak
tespit edilmistir. Qp degeri ise sirastyla 0.91 g/L.h, 0.90 g/L.h, 1.02 g/L.h, 1.10 g/L.h ve
0.78 g/L.h olarak hesaplanirken, Yp/s degerleri ise sirastyla 0.42 g/g, 0.40 g/g, 0.46 g/g,
0.47 g/g ve 0.38 g/g olarak gozlenmistir.

Ayni hesaplamalar, ayni kosullar altinda K. marxianus mayasi ig¢inde yapilmistir ve
teorik etanol verimi CSUP icermeyen ortamda %33.8, 20 mg/g seliiloz’da %33.9, 40
mg/g seliilozda %31.6, 80 mg/g seliilloz’da %32.8 ve 160 mg/g seliillozda ise %27.7
olarak hesaplanmistir. Qp degerleri ise sirasiyla 1.01 g/L.h, 1.07 g/L.h, 1.14 g/L.h, 1.23
g/L.h ve 0.89 g/L.h olarak saptanirken, Yp/s degerleri ise sirasiyla 0.37 g/g, 0.34 g/g,
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0.28 g/g, 0.29 g/g ve 0.28 g/g olarak tespit edilmistir. Tiim kinetik parametre sonuglari
Cizelge 4.8’da gosterilmistir.

Cizelge 4.8 %20 kati-sivi elma posasi fraksiyonunda S. cerevisiae ve K. marxianus
mayalarina ait bazi kinetik parametreler

CSUP Konsantrasyonu
(mg/g seliiloz)

0 20 40 80 160

Teorik N 608 | 571 | 568 | 589 | 49.0
Etanol S. cerevisiae

Verimi

(%) K. marxianus 33.8 33.9 31.6 32.8 27.7

y 0.91 0.90 1.02 1.10 0.78
Qp S. cerevisiae

(g/L-h) . 1.01 1.07 1.14 1.23 0.89
K. marxianus

. 0.42 0.40 0.46 0.47 0.38
Y i S. cerevisiae

) . 037 | 034 | 028 | 029 | 028
K. marxianus

On-islem kosulu: %1 H,SO, ile 120°C’de 15 dakika, Fermentasyon kosulu: ph:4.8, 30°C’de 100
rpm ¢alkalama hiz1
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5. TARTISMA VE SONUC

Yakin gelecekte fosil yakitlarin tiikenecek olmasi ve bu yakitlarin neden oldugu enerji
krizi ile ¢evresel sorunlardan dolayr alternatif yenilenebilir enerji kaynaklarinin
arastirtlmasi1 zorunlu hale gelmistir. Yapilan tez calismasinda elma posasinin etanol
tiretimi kapasitesi ve enzimatik hidrolize ¢0ziiniir soya unu proteininin etkileri

arastirilmastir.

5.1 On-Islem Yontemlerinin Etanol Uretimine Etkisi

Lignoseliilozik materyalin fermentasyon deneyleri dncesinde 6n-islem gérmesi, yapida
bulunan ligninin parcalanarak indirgen sekerlerin ortamda serbest halde bulunmasi igin
onem arz etmektedir. Lignoseliilozik materyalin dn-isleminde, siklikla seyreltik asitler
ile muamele kullanilmaktadir. Tez ¢alismasinda, %27.5 seliiloz igerigine sahip elma
posasi kullanilmistir. Hammadde olarak elma posasi kullanan Ucuncu vd. (2013) yaptigi

bir ¢aligmada ise, kullanilan elma posasinda %27.53 seliiloz tespit etmistir.

Literatiirde yapilan ¢alismalar seyreltik asit/otoklav on-igleminin son derece etkin bir
metot oldugunu gostermektedir. Hsu vd. (2010) yaptig1 bir ¢alismada piring samanini
iki farklr seyreltik asit konsantrasyonu (%0.5 ve %1) ile 6n-isleme tabi tutmus ve 100 g
piring samani besiyerinde en iyi sonucu 160°C’de %1 HySO4’te 25 g glukoz olarak
bulmustur. Bir baska ¢alismada ise farkli lignoseliilozik hammaddeler (miscanthus,
bugday samani ve sogiit) kullanilarak farkli termokimyasal 6n-islem (%1 H,SO4, %5
NaOH) yontemleri karsilastirilmis ve en yiiksek indirgen seker verimi %1 H,SO,4 6n-
islem yonteminde tespit edilmistir (Wilkinson vd. 2016).

5.2 EIma Posasinin icerigindeki Indirgen Seker Profilleri

Elma posasi, gida ve meyve suyu endiistrisinin énemli bir atifidir. Ayn1 zamanda ucuz
ve yiiksek fermente edilebilir seker igerigine sahiptir (Pathania vd 2017). Bu
nedenlerden dolayr elma posasinin icerigindeki fermente edilebilir seker miktarlari

literatiirde siklikla arastirilmastir.
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Tez ¢alismasinda %20 kati-s1vi elma posasinin igerigindeki enzimatik hidroliz 6ncesi ve
enzimatik hidroliz sonrast (15 FPU) indirgen seker yiizdeleri ve tipleri Cizelge 4.2°te
verilmistir. Enzimatik hidroliz 6ncesi arabinoz (%45.2) diger seker konsantrasyonlarina
gore yliksek bulunurken, enzimatik hidroliz sonrasi ortamda glukoz (%74.14) baskin
hale gelmistir. Elma posasi gida ve meyve suyu sanayisinin 6nemli bir atig1 oldugu igin
yiiksek miktarda seliiloz igerir. Tez ¢alismasinda elde edilen verilere benzer bir sekilde
Ucuncu vd. (2013) enzimatik hidroliz olmadan elma posasi besiyeri ortaminda en
yiiksek indirgen seker arabinoz olarak tespit etmistir. Bir baska calismada ise elma
posasinin enzimatik hidroliz sonrasi ortamdaki indirgen sekerlerden glukoz ve
fruktozun yiiksek miktarda bulundugu gosterilmistir (Gullon vd. 2007). %20 elma
posasi ile yapilan bir ¢alismada, elma posasinin 34.0 g/L glukoz ve 33.7 g/L fruktoz
igerdigi hesaplanmistir. Daha sonra elma posast konsantrasyonu %30’a ¢ikartildiginda
ise glukoz miktarinin 57.5 g/L’ye, fruktoz miktarinin ise 50.1 g/L’ye yiikseldigi
gosterilmistir (Magyar vd. 2016).

5.3 Baslangic ElIma Posasi1 Konsantrasyonunun Etanol Uretimine Etkisi

Biyokiitle konsantrasyonu fermentasyon kismi i¢in 6nemli bir parametredir. Uygun
biyokiitle konsantrasyonu asildig1 zaman ortama salinan yiiksek seker miktar1 ozmotik
strese ve fermentasyonu negatif yonde etkileyecek inhibitér maddelerin ortamda
bulunmasina neden olabilmektedir. (Han vd. 2011). Uygun biyokiitle
konsantrasyonunun altindaki degerlerde ise ortama salinan diisiik seker miktarindan
dolay1 etanol iiretim verimi azalmaktadir. Bundan 6tiirli yapilan tez ¢aligmasinda elma
posasindan biyoetanol iiretimi i¢in en uygun biyokiitle konsantrasyonu arastirilmistir.
Tez caligmasinin bu boliimiinde {i¢ farkli konsantrasyonda (%35, %10, %20) elma posasi
igeren besiyeri hazirlanmistir. Her iki maya (S. cerevisiae ve K. marxianus) i¢in de %20
elma posast kullaniminin, %5 ve %10 elma posas1 kullanimina oranla etanol iiretimini
arttirdig1 gézlenmistir. (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2). Literatiirde tez calismasinda elde edilen
sonuglarla benzerlik gosteren birgok calisma bulunmaktadir. Miscanthus biyokiitlesi
kullanilan bir ¢alismada Han vd. (2011) en yiiksek etanol iiretimini %20 baslangic
biyokiitle konsantrasyonu olarak belirtmistir. Seyreltik asit (%2) on-islemi sonrasi
bugday samani biyokiitlesinden etanol iiretilen baska bir caligmada ise, en yiiksek etanol

veriminin %20 baglangi¢c bugday samani konsantrasyonunda bulundugu tespit edilmistir
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(Saini vd. 2015). Arpa samanindan etanol {iretildigi bir diger calismada ise Han vd.
(2013) optimum arpa samani konsantrasyonunu %20 olarak saptamis ve elde edilen en
yiiksek etanol konsantrasyonu 46.00 g/L olarak belirtmistir. Tez g¢alismasinin bu
kisminda en yiiksek etanol tiretimi %20 elma posast konsantrasyonunda bulundugu ig¢in,
ilerleyen kisimlarda baslangi¢ biyokiitle konsantrasyonu olarak %20 elma posasi
kullanilmistir. Kullanilan hammaddenin homojen bir sekilde karigtirilmasi besiyeri
konsantrasyonu arttik¢a zorlastig1 icin %20 elma posast konsantrasyonunun tizerindeki

degerler calisma kapsamina alinmamistir.

%20 elma posasi igerigine sahip besiyeri ortaminda bulunan her iki mayanin da ortamda

serbest halde bulunan indirgen sekerleri harcamaya basladiklart goriilmiistiir.

Indirgen seker ve etanol konsantrasyonlarma paralel olarak %20 biyokiitle varliginda
Kinetik parametrelerde de artis saptanmistir. Literatiirde %10-20 arasindaki biyokiitle
kullanimmin yiiksek kinetik parametrelere sebep oldugu gosterilmistir. Ornegin patates
kabugu atiklarindan etanol iretilen bir calismada %12.25 optimum Dbesiyeri
kansantrasyonunda S. cerevisiae’de etanol konsantrasyonu 22.54 g/L ve Y s degeri ise
0.32 g/g olarak gozlenmistir (Chohan vd. 2020).

5.4 Besiyeri Yikanmasimin Ve Enzimatik Hidrolizin Etanol Uretimine Etkisi

Lignoseliilozik materyallerden etanol {iretimi gergeklestirilirken uygulanan seyreltik asit
on-iglemi, heteropolimer yapida olan hemiseliilozun ¢6ziinmesine neden oldugundan
fermente edilebilir baz1 indirgen sekerlerin sivi hidrolizatta kalmasina neden olur. On-
islem sirasinda bazi inhibitér molekiiller de ortama salindigindan bu sivi kismin
enzimatik hidroliz Oncesi besiyeri ortamindan uzaklastirilmasi indirgen seker kaybina
neden olur (Kumar vd. 2009; Taquero ve Bolado 2014). Bu nedenden dolay1 kati-sivi
tiim fraksiyonun enzimatik hidroliz ve etanol {iretimi i¢in fermentasyon deneylerinde
kullanilmasi ile fermente edilebilir sekerlerin tamaminin ortamda kalmasi saglanarak
daha verimli bir fermentasyon gergeklestirilebilir. Fakat kati-sivi tiim fraksiyonun
biyoetanol iiretimi i¢in fermentasyon deneylerinde kullanilmasi, kiitle transfer
limitasyonlari, karistirma zorluklari, biyokiitlenin su tutma kapasitesinin asilmasi,

yiiksek seker ve inhibitér madde igeriginden dolayr genellikle miimkiin degildir
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(Koppram vd. 2014). Bu nedenlerden dolayir kati-sivi tim fraksiyonun biyoetanol
tiretimi ile ilgili ¢alismalar devam etmektedir. Bununla birlikte 6n-islem sonrasi kati
fraksiyonun yikanarak enzimatik hidroliz ve etanol {iretimi i¢in fermentasyona
sokuldugu zaman, ortamdan inhibitor maddeler uzaklastirilir ve bu sayede etanol verimi
artar fakat fermente edilebilir indirgen sekerlerin biiyiikk bir kismi kaybedildigi i¢in
etanol iiretim miktar1 da diiser. Yukarida sayilan nedenlerden otiirii, tez ¢alismasinda,
kati-s1vi elma posasi fraksiyonu ile yikanmis elma posasi fraksiyonu indirgen seker ve

etanol tiretimi agisindan karsilastiriimistir.

Deneyler %20 baslangic optimum elma posasi konsantrasyonunda, otoklavda,
121°C’de 15 dakika boyunca %1 H,SO, ve 15 FPU/g substrat enzim varliginda
gerceklestirilmistir. %20 kati-sivi elma posasi fraksiyonunun kullanildigi ortamin,
yikanmis elma posasi fraksiyonu ortamindan yaklagsik iki kati kadar ytliksek seker (116.3
g/L) igerigine sahip oldugu gdsterilmistir. Literatiirde, bu tez calismasina benzer
sonuglarin oldugu raporlar bulunmaktadir. Koppram ve Olsson (2014) yaptig
calismada, kati-sivi ladin ati1 iceren ortamda, yikanmamis kat1 kisim fraksiyonuna
oranla yiiksek glukoz ve ksiloz seker konsantrasyonu bulmustur. Del Rio vd. (2020)
yaptig1t bir c¢alismada ise SSF yontemine tabi tutulmus kati-sivi musir piiskiili
hidrolizatinin, misir piiskiiliiniin s1v1 fraksiyonuna gore daha yiiksek etanol verimi (41.9
g/L) elde edildigini gostermistir. Tomas-Pejo vd (2008), bugday samaninin suda
coziinmeyen kati kisminin glukoz miktarin1 23.9 g/L olarak bulurken, kati-sivi tiim

bugday hidrolizatinin glukoz miktarinin ise 37.5 g/L’ye ylikseldigini gdstermistir.

Tez c¢alismasimin bu boliimiinde en yiiksek etanol miktar1 ve kati-sivi fraksiyonda

gozlendigi i¢in deneyin sonraki kisimlarinda kati-sivi hidrolizat kullanilmastir.

5.5 Artan Enzim Konsantrasyonlarinin Indirgen Seker Ve Etanol Uretimine Etkisi

Tez calismasinin bu boliimiinde %20 kati-sivi elma posast fraksiyonu enzimatik
hidrolize tabi tutularak etanol miktarinin arttirilmasi hedeflenmistir. Bu nedenle %20
Kati-S1vi elma posasi ile dort farkli enzim konsantrasyonu (15, 30, 60, 120 FPU/g

substrat) kullanilmistir.
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Enzimatik hidroliz oncesi, %20 elma posasindaki indirgen seker miktar1 84.47 g/L
olarak bulunurken, 15 FPU/g substrat enzim varliginda bu degerin 117.0 g/L’ye
yiikseldigi gozlenmistir. Bununla birlikte artan enzim konsantrasyonlariyla (30, 60, 120
FPU/g substrat) beraber indirgen seker miktarlarinin belirgin bir sekilde arttigi
gozlenmistir. Cizelge 4.5’te belirtildigi ilizere en yiiksek indirgen seker miktari 120
FPU/g substrat’ta bulunmustur. Literatiirde enzim miktar1 arttikca ortama salinan
indirgen seker miktarinin da dogru orantili bir sekilde arttig1 birgok ¢alisma
bulunmaktadir. Sindhu vd. (2012) %15 piring samaninda 20 FPU ve 80 FPU enzim
konsantrasyonu kullanarak seker miktarlarindaki artis arastirmis ve 20 FPU varliginda
indirgen seker miktar1 0.45 g/g olarak bulurken, enzim konsantrasyonu 80 FPU’ya
cikartildiginda indirgen seker miktarimin 0.55 g/g’a yiikseldigini gostermistir.
Hammadde olarak seker kamisinin kullanildig1 bir diger ¢alismada ise {li¢ farkli enzim
miktarinin (7.5, 15, 30 FPU/g) iki farkli on-islem iizerine etkileri arastirilmis ve
kullanilan en yiiksek enzim miktar1 olan 30 FPU/g enzim konsantrasyonunun diger
konsantrasyonlara gore daha yiiksek indirgen seker agiga cikarttigi gosterilmistir
(Berner-.Oviedo vd. 2018).

Enzimatik hidroliz sonrasi1 gergeklestirilen fermentasyon deneylerinde ise S. cerevisiae
mayast en yliksek etanol {Uretimini 120 FPU/g substrat enzim varlifinda
gerceklestirirken, K. marxianus mayasi ise en yiiksek etanol tiretimini 60 FPU/g substrat
enzim konsantrasyonunda gergeklestirmis, 120 FPU’da ise belirgin bir inhibisyon
saptanmistir. Bu durum, Zafar ve Owais (2006) yaptigt caligmadaki gibi K.
marxianus’un yiiksek indirgen sekere sahip ortamlarda inhibisyona ugradigi sonucuyla
ortisgmektedir. Ek olarak, bugday samani kullanilarak ger¢eklestirilen bir bagka
calismada 1ise, enzim konsantrasyonunun 2.5- 3.5 FPU/mL’yi gectiginde K.

marxianus’un biiylimesini inhibe ettigi gozlenmistir (Tomas-Pejo vd. 2009).

5.6 Coziiniir Soya Unu Proteininin Etanol Uretimine Etkisi

Enzimatik hidroliz sirasinda ¢esitli kimyasallar (PEG, Tween 80 vb.) veya sigir serumu
alblimini gibi molekiiller, enzim ile lignin arasindaki verimsiz baglar1 azaltmak icin
kullanilmaktadir (Seo vd. 2011). Bu molekiillerin yiiksek maliyetleri nedeniyle verimsiz

baglar1 azaltacak diisiik maliyetli molekiiller yogunlukla arastirilmaktadir (Brondi vd.
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2020). Soya unu proteininin lignin bloke edici aktivitesi daha 6nce yapilan galigsmalar
ile gosterilmistir (Florencio vd. 2016). Soya ununun suda diisiik ¢oziiniirliikte olmasi,
enzimatik hidroliz i¢in olumsuz bir durum olusturmaktadir. Bu nedenle Luo vd. (2019)
soya unundan, farkli konsantrasyonlarda ¢oziiniir soya unu proteinleri (CSUP) ekstrakte
ederek, bu molekiillerin enzimatik hidrolizi arttirdigini gostermistir fakat s6z konusu
calismada biyoetanol iiretimine iligkin herhangi bir veri sunulmamistir. Bu sebepten
dolay1, tez calismasinin ana motivasyon kaynagi ¢Oziinlir soya unu proteinlerinin
(CSUP) etonol iiretimine etkisinin arastirilmasi olmustur. Deneyler 60 FPU/g substrat
enzim varliginda yapilmistir. 60 FPU’dan yiiksek enzim konsantrasyonlarinin
kullanilmast  lignoseliillozik hammaddelerin  ticari amagli etanol iiretiminde
kullanilmasinda ekonomik olarak 6nemli bir engel teskil etmektedir (Volynets vd.
2017). Bu nedenden dolay1 enzim maliyetini azaltmak ve verimi arttirarak yiiksek etanol
elde etmek amaciyla, tez calismasinda CSUP kullaniminin etanol iiretimi ve indirgen
seker lizerindeki etkileri 60 FPU enzim varliginda arastirilmistir. Bu durumun en temel
sebeplerinden biri ise soya unun proteininin 1.25/ kg protein dolar (yaklasik 10 TL) gibi

ucuz bir maliyete sahip olmasi ve bol bulunmasidir (Florencio vd. 2016).

Coziinilir soya unu proteininin enzimatik hidrolize etkilerinin arastirildigir bu kisimda
%20 Kati-s1vi elma posasi fraksiyonunda dort farkli CSUP konsantrasyonu ve kontrol
icin CSUP icermeyen ortam (0, 20, 40, 60, 80 ve 160 mg/g seliilloz) kullanilmistir ve
ortama salinan indirgen seker miktarlar1 Cizelge 4.7’de verilmistir. CSUP kullaniminin
enzimatik hidrolizi olumlu etkiledigi ve ortama salinan indirgen seker miktarini belirgin
bir sekilde artirdig1r gozlenmistir. Ek olarak, en yliksek indirgen seker miktarinin 80
mg/g selilloz CSUP eklenen ortamda 176 g/L oldugu bulunmustur. Bu durum enzim
miktar1 yariya indirildiginde dahi besiyerine CSUP katkilanmasi sonucunda seker
miktarinin %13.5 arttigim1 gdstermektedir. Bir ¢aligmada bambu, okaliptiis ve mason
caminin enzimatik hidroliz sonrasi substrat miktarlar1 sirasiyla %57, %54 ve %45 mg/g
glukan olarak hesaplanmis ve daha sonra ortama 80 mg/g glukan ¢6ziiniir soya unu
proteini eklendiginde, substrat miktarlarinin %87, %94 ve %86 mg/g glukan’ya
yiikseldigini gostermistir (Luo vd. 2019). Yapilan tez c¢alismasinda ise CSUP
kullaniminin biyoetanol iiretimini arttirdig1 gosterilmistir. S. cerevisiae 120 FPU enzim

varhiginda 52.4 g/LL etanol iiretirken, enzim konsantrasyonu yariya indirildiginde (60
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FPU) ve ortama 80 mg/g selilloz CSUP eklendiginde 53.1 g/L biyoetanol {irettigi
gosterilmistir. Ayni kosullarda K. marxianus’un etanol tiretimi 24.4 g/L’den 29.5 g/L’ye
yiikseldigi tespit edilmistir. S. cerevisiae’ya soya unu eklenip, 60 FPU enzim varliginda
etanol konsantrasyonunun %9.03 arttig1 gézlenmistir. Bununla birlikte, 120 FPU ile
karsilagtirildiginda ise soya unu eklenip enzim miktar1 yariya diisiiriildiigiinde dahi
etanol miktarmi %1.33 arttig1 saptanmistir. Aynmi sekilde 60 FPU’da K. marxianus’un

etanol miktar1 %20.92 arttig1 gézlenmistir.

Yapilan calismada, enzimatik hidroliz ortamina ¢6ziinlir soya unu proteini
katkilanmasinin enzim konsantrasyonunu azaltarak daha yiiksek indirgen seker ve
biyoetanol konsantrasyonlarina neden oldugu bulunmustur. Benzer bir g¢alismada
Sindhu vd. (2011), seker kamisinda enzimatik hidrolizi artirmak i¢in yiizey aktif
maddesi olarak Tween 80 kullanmis ve 0.68 g/g indirgen seker ve 11.3 g/L etanol
tretmistir. Kleingesinds vd. (2018) ise %10 misir kogan1 besiyerinde kullanilan enzim
miktarint Tween 80 katkilamasi ile %41.6 oraninda azaltmis ve bu kosullarda S. stipitis

mayasindan 26.6 g/L etanol elde etmistir.

5.7 Sonuc Ve Oneriler

Yapilan tez ¢alismasinda, elma posasi asidik on-iglem ile pargalanmis, ayrica elma
posalart enzimatik hidrolize tabi tutularak indirgen sekerler elde edilmis ve bu
sekerlerden etanol iretilebilecegi gosterilmistir. Bununla birlikte fermentasyon
deneyleri i¢in 6nemli baz1 parametreler optimize edilmis ve CSUP kullanilarak enzim
konsantrasyonu yariya indirilmis, buna karsin seker miktart %13.5, etanol miktar1 ise %
1.33 arttirilarak fermentasyon etkinligi belirgin bir sekilde iyilestirilmistir. Elde edilen
sonuclar 1s1¢inda ¢oziiniir soya unu proteininin  (CSUP) enzimatik hidrolizin
tyilestirmesi adina ekonomik bir materyal oldugu gosterilmis ve bu sayede etanol
iretiminin arttirilabilecegi ilk kez ispatlanmistir. Sonug olarak tez ¢alismasi, ¢oziiniir
soya unu proteininin etanol liretimi i¢in son derece umut vaat eden bir materyal
oldugunu gostermektedir. Ileride yapilacak metabolizma miihendisligi gibi calismalarla

elma posasinin etanol {iretim verimliligini arttirmak miimkiindiir.
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