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Bu tez çalışmasında, yüksek şeker içeriğine sahip gıda ve meyve suyu endüstrisinin 

önemli bir atığı olan elma posasının enzimatik hidrolizinde çözünür soya unu 

proteininin kullanımının indirgen şeker ve biyoetanol üretimine etkisi araştırılmıştır. 

Fermentasyon deneylerinde Saccharomyces cerevisiae ve Kulyveromyces marxianus 

mayaları kullanılmıştır.  Fermentasyona etki eden önemli parametrelerden, başlangıç 

hammadde konsantrasyonu, optimum asit konsantrasyonu, besiyeri yıkamasının etkisi, 

farklı enzim konsantrasyonları ve çözünür soya unu proteini konsantrasyonu gibi 

önemli parametrelerin etkileri belirlenmiştir. Kullanılan her iki mayada da da en yüksek 

etanol miktarı %20 elma posası varlığında bulunmuştur. Ek olarak hammadde olarak 

kullanılan elma posasının ön işlemi ile açığa çıkan indirgen şeker içeriği ile enzim 

hidrolizi ve biyoetanol miktarları belirlenmiştir. En yüksek biyoetanol konsantrasyonu 

80 mg/g selüloz ile 60 FPU selülaz varlığında S. cerevisiae ve K. marxianus için 

sırasıyla 53.18 ve 29.59 g/L olarak bulunmuştur. 80 mg/g selüloz çözünür soya unu 

proteini katkılanması sonucunda şeker miktarının %13.5, etanol miktarının ise S. 

cerevisiae ve K. marxianus için sırasıyla %9.03 ve %20.92 arttığı saptanmıştır. 

Haziran 2021, 69 sayfa 

Anahtar Kelimeler: Elma posası, biyoetanol, enzimatik hidroliz, çözünür soya unu 

proteini, fermentasyon, S. cerevisiae, K. marxianus 
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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 

Key words: Apple pomace, bioethanol, enzymatic hydrolysis, soluble soy protein, 
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1. GİRİŞ 

Son yıllarda insan nüfusundaki hızlı artış, hızlı sanayileşme ve fosil bazlı yakıtların 

kullanımı nedeniyle enerji krizi ve küresel ısınma gibi büyük problemlerle karşı karşıya 

kalınmıştır. Bu iki büyük nedenden dolayı yenilenebilir ve sürdürülebilir enerji 

kaynakları arayışı ve kullanımı hız kazanmıştır (Medipally vd. 2015).  Uzun yıllardır 

fosil yakıtlara alternatif olabilecek rüzgâr, jeotermal, güneş, biyokütle gibi enerji 

kaynaklarının kullanılmasının yanında son dönemlerde biyokütle tabanlı enerji üretimi 

ile ilgili çalışmalar artmıştır (Srilatha vd. 2018). Tarımsal, endüstriyel ve evsel atıklar 

gibi biyolojik olarak parçalanabilen biyokütleler kullanılarak biyoyakıt (biyodizel, 

biyoetanol, bütanol, metanol gibi) üretimi yaygın olarak kullanılmaya başlanmıştır 

(Mehani ve Bouchekima 2018). 

Biyoetanol, fosil yakıtlara göre içerdiği yüksek oksijen miktarı, düşük CO2 ve CO 

emisyonundan dolayı çevre dostu bir yakıttır. Fosil yakıtlardan farklı olarak içerdiği 

oksijen nedeniyle yüksek yanma hızına sahiptir (Mehani ve Bouchekima 2018). 

Biyoetanol, benzine kıyasla yüksek oktan sayısına sahip olmasından dolayı yüksek 

basınca dayanıklıdır ve yüksek buharlaşma ısısına sahip olması gibi önemli özellikleri 

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

Biyoetanolün fosil yakıtlara göre bir diğer önemli avantajı ise düşük maliyete sahip 

olmasıdır. Bu durumun en temel sebebi ise biyoetanol üretiminde kullanılan 

hammaddelerin ucuz olmasıdır (Zhang vd. 2010). Kullanılan hammaddelerin içeriğine 

göre biyoetanol üretimi farklı nesillere ayrılabilir. Birinci nesilde bulunan mısır, 

buğday, pirinç gibi hammaddeler gıda endüstrisinde de kullanılması, gıda krizine ve 

büyük tarım arazilerine ihtiyaç duyulması gibi nedenlerden dolayı çok fazla tercih 

edilmez. İkinci nesil biyoetanol üretiminde ise; lignoselülozik hammaddeler 

kullanılmaktadır. Lignoselülozik hammaddeler genellikle tarımsal, endüstriyel ve evsel 

atıklardan elde edildiği için birinci nesil etanol üretimine göre ucuz ve avantajlıdır 

çünkü gıda-yakıt sorununu ortadan kaldırmaktadır. Üçüncü nesil biyoetanol üretimi; 

algal biyokütle kullanılarak gerçekleştirilir. Fakat biyoetanol üretimi için yüksek 

miktarda biyokütleye ihtiyaç olması, uzun sürede algal biyokütlenin üremesi ve üretim 

maliyetinin artması gibi dezavantajlara sahiptir (Leong vd. 2018).  
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Son yıllarda yoğun olarak kullanılmaya başlanan dördüncü nesil biyoetanol üretimi 

metabolizma mühendisliği ile mikroorganizmaların genetiği değiştirilerek biyoetanol 

üretim verimi arttırılmaya başlanmıştır. Fakat ilk yatırım maliyetinin fazla olması, 

araştırma süresinin uzun olması gibi bir takım sorunlara neden olmaktadır (Dutta vd. 

2014). 

Son yıllarda ikinci nesil biyoetanol üretimi ile ilgili çalışmalar hız kazanmıştır. 

Tarımsal, endüstriyel ve orman atıkları gibi işlenmiş ve yoğun fermente edilebilir şeker 

bulunduran lignoselülozik hammaddelerin ucuz ve bol bulunmaları ikinci nesil üretim 

yönteminin tercih edilmesine yol açmaktadır. Lignoselülozun içeriğindeki selüloz ve 

hemiselülozun yapısında bulunan oligosakkarit yapıdaki şekerlerin monomerik 

şekerlere dönüştürülmesi ile biyoetanol üretimi gerçekleştirilir (Sluiter vd. 2010). Bu 

oligosakkarit yapıdaki şekerleri çeşitli ön işlem yöntemleriyle mikroorganizmaların 

kullanabileceği beş ve altı karbonlu şekerlere dönüştürülmesi üretim maliyetinin 

artmasına neden olmaktadır (Sanchez ve Cardona 2008). Bu problemleri ortadan 

kaldırmak için ikinci nesil biyoetanol üretimi ile ilgi daha fazla çalışma yapılmasını 

zorunlu kılmaktadır. 

Elma (Malus domestica) Rosaceae ailesi üyesi, dünyanın ılıman iklime sahip 

bölgelerinde yetiştirilen bir meyvedir. Kafkas, Orta Asya, Himalaya, Hindistan, 

Pakistan’da uzun yıllardır yetiştirilmektedir. Dünyanın en büyük üreticileri arasında 

Çin, ABD, Türkiye ve Polonya bulunmaktadır. Türkiye’de farklı iklim bölgelerinde 

yaygın olarak elma üretimi gerçekleştirilir (Ertunç 2019; Öz vd.2020).  

Elma üretimi son 10 yılda dünya çapında önemli ölçüde artmıştır. 2018 yılında dünyada 

yaklaşık olarak 85 milyon tondan fazla elma üretildiği tahmin edilmektedir. Ülkemizde 

ise 2018 yılında 3.625.960 ton elma üretilmiştir (Öz vd. 2020). Elma, meyve suyu 

endüstrisinde kullanılan önemli bir hammaddedir. Endüstride kullanılan elmaların %20 

ile %40’ı posa olarak ayrılmaktadır (Floberg Karlsson ve Viita 2019). Bu nedenle 2018 

yılında Türkiye’de yaklaşık olarak 725.192-1.450.384 ton elma posasının oluşacağı 

hesaplanabilir. 
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Elma posası içeriğinde yüksek miktarda şeker içerir ve bu durum mikroorganizma 

gelişimi için önemli bir avantaja sahiptir. Dünya çapında biyoetanol üretimi, bütanol 

üretimi, antioksidan, organik asit oluşumu, enzim oluşumu, mikrabiyal yağ ve mantar 

yetiştiriciliği gibi birçok biyoteknolojik alanda çalışmalar bulunmaktadır. Elmanın 

yapısında bulunan bileşiklerin çoğu; çözünmeyen karbonhidratlar (selüloz, hemiselüloz, 

lignin gibi), basit şekerler (fruktoz, glukoz, sükroz, ksiloz), mineral, vitamin ve az 

miktarda asit posada kalır (Jin vd. 2019; Cargnin ve Gnoatto 2017). Elma posasının 

içeriğinin zengin olması fermentasyon için uygun bir hammadde olduğunu göstermiş ve 

yapılan tez çalışması kapsamına alınmıştır. 

Etanol üretimi için lignoselülozik yapının parçalanmasında ve monomerik ve 

oligomerik şekerlerin açığa çıkmasında enzimatik hidroliz önemli bir parametredir. 

Enzimatik hidroliz ile lignin ve hemiselülozik yapı çözünmesi sağlanarak, kristal 

yapıdaki selülozun çözünür hale gelmesi sağlanır (Littlewood vd. 2013). Enzim 

konsantrasyonunu azaltıp, etanol üretimini arttırmak için bazı yüzey aktif maddeler 

(Tween 80, PEG gibi) yardımıyla enzim ve lignin arasındaki verimsiz bağları bloke 

etmek için kullanılmaktadır (Seo vd. 2011).  

Yüzey aktif maddelerin yüksek maliyetleri nedeniyle verimsiz bağları bloke edecek 

düşük maliyetli maddeler yoğunlukla araştırılmaktadır. Enzim maliyetini azaltarak 

etanol verimini arttırmak için soya unu proteini gelecek vadeden bir materyaldir. Bu 

nedenle yapılan tez çalışmasında, çözünür soya unu proteininin elma posasının 

enzimatik hidrolizine ve nihai son ürün olan etanol üretimine olan etkileri araştırılmıştır. 

Bu tez çalışmasında yüksek fermente şekerlere sahip elma posası atığı kullanılarak iki 

farklı maya varlığında (Saccharomyces cerevisiae ve Kluyveromyces marxianus) 

biyoetanol üretim verimlerine bakılmıştır. Farklı ön işlem yöntemleri, farklı besiyeri 

ortamları, enzimatik hidroliz, fermentasyon gibi önemli parametreler kullanılarak 

biyoetanol verimine bakılmıştır. Çözünür soya unu proteininin katkılanması ile 

biyoetanol üretiminin arttırılabileceği ilk kez gösterilmiştir. 
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

2.1 Etanolün Özellikleri 

Etanol, CH3-CH2-OH molekül formülüne ve 46.07 molekül ağırlığına sahip, renksiz, 

uçucu ve yanıcı özelliklere sahip bir alkoldür. İçerdiği hidroksil grubu sayesinde 

oksidasyon, dehidratasyon, ester oluşumu ve halojenasyon gibi endüstriyel açıdan 

önemli kimyasal reaksiyonlara kolayca girebilme özelliğine sahiptir (Küüt vd. 2019). 

Etanol, su, asetik asit, aseton, eter, etilen, glikol, toluen ve gliserol gibi birçok organik 

çözücü ile kolaylıkla karıştırılabilir (Baeyens vd. 2015).  

Biyoetanol, 1970’lerin sonu ve 1980’lerin başında ortaya çıkan yakıt krizi nedeniyle 

fosil yakıtlara alternatif yakıt olarak kullanılmaya başlanmıştır. Yapısındaki oksijen 

sayesinde CO ve CO2 emisyonunu, hava kirliliğine sebep olan yanmış hidroksil 

miktarını azaltır. Biyoetanolün buharlaşma ısısı benzine göre yüksek olması verimi ve 

enerji çıkışını arttırır. Benzine kıyasla yüksek oktan sayısına sahip olması yüksek 

sıkıştırma oranına ve kısa sürede tutuşmasıyla yüksek enerji verimine de 

sahiptir(Wyman 2018). Benzine farklı oranlarda biyoetanol karıştırılarak oktan sayısının 

artmasıyla (etil tersiyer bütil eter (ETBE) ile toksik etkisi azaltılır) verimlilik 

sağlanmaktadır. Biyoetanol hacimce %5, %10 ve %85 (E5-E85) benzinle karıştırılabilir. 

E85 yalnızca esnek yakkıtlı taşıtlarda kullanılırken E5 ve E10 herhangi motorlu 

taşıtlarda kullanılabilir(Bušić vd. 2018). 

Biyoetanolün yakıt olarak kullanılmasının avantaja sahip olması gibi bazı sorunlara da 

neden olabilir. Higroskopik olma özelliğinden dolayı yakıt pompası veya enjektörde 

korozif etkiye neden olur. Buharlaşma ısısının yüksek olması soğuk havalarda motorun 

çalışmasında probleme yol açar.  Etanol su ile karıştırılabilir fakat yağ ile karışamadığı 

için motorda arızalara neden olan emilsüyon oluşumu için yüksek potansiyele 

sahiptir(Bušić vd. 2018). Etanole ait bazı özellikler çizelge 2.1’de gösterilmiştir. 
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Çizelge 2.1 Etanolün Kimyasal Özellikleri (Bušić vd. 2018) 

Özellikler 

 
Benzin Etanol 

Kimyasal Formül 

 
CnH2n+2 (n=4-12) C2H5OH 

MolekülAğırlığı (g/mol) 

 
100-105 46.07 

Oktan Sayısı 

 
88-100 108 

Yoğunluk (kg/dm
3
) 

 
0.69-0.79 0.79 

Kaynama Noktası/°C 

 
27-225 78 

Donma Noktası/°C 

 
-22.2 -96.1 

Parlama Noktası/°C 

 
-43 13 

Kendiliğinden Tutuşma 

Isısı/°C 
272 440 

Düşük Isınma 

Değeri*10
3
/(kJ/kg) 

30-33 21.1 

Buharlaşma Isısı/(kJ/kg) 

 
289 854 

Sudaki Çözünürlük 

 
Çözünmez Çözünür 

 

2.2 Biyoetanol Üretimi  

Etanol üretimi; petrokimyasal ve biyolojik olarak iki yolla üretilebilir. Petrokimyasal 

olarak üretilen etanol, etilenin hidrasyonu sonucu elde edilmektedir. Bu sentetik etanol 

üretiminde; etilen, hidroliz, fosforik asit veya seyreltik sülfürik asit gibi ön işlemlere 

maruz bırakılarak etanol elde edilir. Fakat bu yolla üretilen etanolün üretim miktarının 

düşük olması ve kullanılan hammaddelerin petrol bazlı olması gibi olumsuzluklardan 

dolayı yakıt üretimi için tercih edilmez (Küüt vd. 2019).  

Biyolojik olarak etanol üretimi, yüksek şeker miktarına sahip bitkisel hammaddeler, 

endüstriyel atıklar, evsel atıklar ve zirai atıklar kullanılarak fermantatif mikroorganizma 

varlığında monosakkarit şekerlerin ( beş ve altı karbonlu şekerler) etanol ve yan 
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ürünlere çeşitli metabolik yolaklar kullanılarak dönüştürülmesi ile meydana gelir 

(Phawan vd. 2018).  

 

Şekil 2.1 Etanolün  biyoteknolojik üretimi 

Biyoetanol üretiminde, altı karbonlu şekerler (glukoz, fruktoz, galaktoz) Embden - 

Meyerhoff (EMP) metabolik yolağı kullanarak üretilir. Glukoz iki aşamalı olarak 

etanole dönüştürülür. İlk aşamada glukoz, ortak ara ürün olan glukoz-6-fosfat çevrilir ve 

ikinci aşamada ise glukoz-6-fosfat, son ürün pirüvata dönüştürülür (Şekil 2.1). Bu 

metabolik yolakta son ürün mikroorganizmaya bağlı olarak değişir.   Biyoetanol 

üretiminde önemli bir yere sahip olan Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces 

marxianus birçok maya bu yol ile son ürün olarak etanol ve CO2 oluşturarak alkol 

fermantasyonu yaparlar (Azhar vd. 2016).  

Beş karbonlu şekerlerden (ksiloz gibi) biyoetanol üretimi ise pentoz fosfat yolu (PPP)  

ile gerçekleştirilir. D-ksiloz, ksiloz kinaz (XK) enzimi ile D-ksiluloz-5-fosfata çevrilir. 

D-ksiloz-5-fosfat bazı enzimler (fosfopentoz epimeraz (PPE), transaldolaz (TAL) ve 

transketolaz (TK)) ile Emden - Meyerhoff (EMP) yolunda da kullanılan gliseraldehit-3-

fosfata dönüştürülerek alkol fermantasyonu ile etanole dönüştürülür (Şekil 2.2). Pichia 

stipitis, Candida shehate, Pachysolen tannophilus gibi yalnızca beş karbonlu şekerleri 

metabolize edebilen mayalarda gözlemlenir  (Rastogi ve Shrivastava 2017). 

Fermentasyon 

Etanol 

(C2H5OH)  

 

 

 

 

 

mikroorganizma 

Güneş ışığı 

Hammadde

e 
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PPP                                                         EMP 

                 D-ksiloz                                                    Glukoz 

                          
NADPH                                                                                ATP

 
                                                

NADP
+                                                                             ADP 

                 Ksilitol                                                 Glukoz-6-fosfat 

                            NAD
+
 

                          
NADH 

               D- ksiluloz                                                     Fruktoz-6-fosfat 

                                
ATP                                                                                    ATP 

                                             ADP                                                                                      ADP 

    D-ksiluloz-5-fosfat                                        Fruktoz-1,6-bisfosfat 

 

 

         Asetil fosfat          Gliseraldehit-3-fosfat           Dihidroksi aseton fosfat  

                                                          NAD
+  Pi 

                                                                                       
NADH + H

+
       

                                           1,3-bisfosfogliserat 

                                                          
ADP

  

                                                         
ATP

  

                                             3-fosfogliserat 

 

      

                                             2-fosfogliserat 

 

                                                                              
                                           Fosfoenolpiruvat 

                                                         
ADP 

                                                                                       ATP 

                                                                                       

                                                                        
Piruvat 

 

 

                                                       

                                          Asetaldehit  

 

   

                                               

                                               Etanol 

Şekil 2.2 Pichia stipitis’te Pentoz Fosfat Yolağı ve Saccharomyces cerevisiae’da 

Embden Meyerhoff Yolağı (Rastogi ve Shrivastava 2017) 

 
*XR: ksiloz redüktaz, XDH: ksilitol dehidrogenaz, XKK: ksililokinaz, PKL: fosfoketolaz, TK: 

transketolaz, TAL: transaldolaz, PPE: fosfopentoz epimeraz, HK: glukokinaz PI: fosfoglukoz izomeraz, 

PFK: 6-fosfofrukto-1-kinaz, TPI: tri fosfat izomeraz GDH: gliseraldehit-3 fosfodehidrogenaz, PGK: 

fosfogliserat kinaz PGM: fosfogliserat mutaz Eno: enolaz, PDC: pirüvat dekarboksilaz, ADH: alkol 

dehidrognaz  

 

XDH 

XR 

XKK 

PKL 

HK 

PI 

PFK 

GDH 

PGK 

PGM 

Eno 
H2O 

PK 

CO2 
PDC 

ADH 

TPI 
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Biyoetanol üretiminde kullanılan bir diğer metabolik yolak ise Entner – Doudoroff  

(EDP) yolağıdır. Bu metabolik yolağı, Zymomonas mobilis gibi biyoetanol üretiminde 

kullanılan gram negatif bakteriler glukozu etanole dönüştürürken kullanılır. Şekil 2.3 de 

gösterildiği gibi glukoz, EDP yolunun önemli bir ara maddesi olan 2-keto-3-deoksi-6-

fosfoglukonata dönüştürülür. Daha sonra bu ara madde 2-keto-3deoksi-6-fosfoglukonat 

aldoz enzemi (KDPGA) ile pirüvata dönüşür. Pirüvat alkol dehidrogenaz (ADH) ile 

etanole dönüştürülür. 

EDP 

Glukoz 

                        ATP 

                       ADP 

Glukoz-6-fosfat 

                        NADP 

                       NADP 

6-fosfoglukono-ɤ-lakton 

 

 

6-fosfoglukonat 

 

                                 H2O 

2-keto-3-deoksi-6-fosfoglukonat 

 

   

Piruvat 

 

                              CO2 

Asetaldehit 

                 

 

Etanol 

Şekil 2.3 Zymomonas mobilis’te Entner – Doudoroff Yolağı (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  

ADH 

PGD 

Lak 

PDC 

HK 

KDPGA 

GPDH 
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2.3 Türkiye ve Dünyada Biyoetanol Üretimi ve Tarihçesi  

Birinci yüzyıl başlarında etanol yalnızca alkollü içeceklerin üretiminde kullanılmıştır. 

1796 yılında Johann Tobias Lowitz tarafından aktif kömürden saf etanol üretilmiştir ve 

1876 yılında Nicolaus Otto’nun içten yanmalı motorlarda yakıt olarak kullanılmaya 

başlanmıştır (Niphadkar vd. 2018). David Morris’e göre 1800’lerin sonunda Amerika 

Birleşik Devletleri’nde yaklaşık 25 milyon galon etanol üretimi gerçekleştirilmiştir. 

1800’lerin sonunda patlak veren iç savaşlardan dolayı hükümet savaşı finanse 

edebilmek için etanole yüksek vergi uygulamış ve etanol endüstrisinin yok olmasına 

neden olmuştur (Jambo vd. 2016). 1900’lü yıllarda etanol ile tekrar çalışılmaya 

başlanmıştır ve Avrupa ve Amerika Birleşik Devletleri’nde yaygın olarak kullanılmıştır. 

1908 yılında Henry Ford tarafından geliştirilen Model – T arabalarında ilk olarak etanol 

ve benzini karıştırarak yakıt olarak kullanılmaya başlanmıştır. Birinci Dünya Savaşının 

patlak vermesiyle petrol bazlı yakıttan pahalı hale gelen etanole ilgi azalmıştır. 

1927’den sonra brezilya yakıt olarak etanol kullanımına başlamış ve 1930 yılına kadar 

sürmüştür. 1970 yılının sonlarında ortaya çıkan enerji krizine kadar biyoetanol 

kullanımı ihmal edilmiştir. (Mussatto vd. 2010, Azhar vd. 2017). 

Brezilya’da 1975’te Ulusal Alkol Programı (ProAlcool) oluşturulmuş ve benzin yerine 

etanol kullanımı hedeflenmiştir. Brezilya hükümeti tarafından etanole olan arz ve talebi 

arttırmak için 1984’te yeni geliştirilen otomobillerin çoğu hidratlı etanol (%96 etanol, 

%4 su) ile çalışmaktaydı. 1999 yılında ise ProAlcool programı kademeli olarak 

yürürlükten kaldırıldı. Günümüzde Brezilya’da araçlar yakıt olarak benzine %25 etanol 

harmanlanarak kullanmaktadır. İlk olarak Amerika Birleşik Devletleri tarafından 

uygulanmaya başlanılan %10 etanol %90 benzin (E10) harmanı kullanılmaya başlanmış 

ve bu karışım “gasohol” olarak adlandırılmıştır. Esnek yakıtlı araçlarda ise bu oran 

benzine %85 etanol (E85) eklenerek kullanılmaya başlanmıştır (Solomon vd. 2007). 

Günümüzde modern yakıt olarak kullanılan biyoetanol neredeyse tüm ülkelerde benzine 

farklı oranlarda karıştırılarak kullanılmaktadır. Avrupa’da %5 etanol (E5), Türkiye E3, 

ABD E10 veya E85, Kanada E10 veya E85, İsveç E5 ve E85, Hindistan E5, Avustralya 

E10, Tayland E10, Çin E10, Kolombiya E10, Peru E10, Paraguay E7, Brezilya E20 

veya E25 olarak benzine etanolü karıtırarak yakıt olarak kullanılmaktadır. (Balat 2011) 
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Dünya genelinde 2016 yılında 26.504 milyon galon biyoetanol üretilmiştir. Dünya’da 

en büyük biyoetanol üreticileri 15.25 milyar galon (⁓ 57.7 milyar litre) ile A.B.D ve 7.3 

milyar galon (⁓ 27.6 milyar galon) ile Brezilya’dır. A.B.D biyoetanol üretimi mısır ve 

buğday gibi nişastalı hammaddeler kullanmaktadır.  Brezilya’da ise biyoetanol üretimi 

için şeker kamışı gibi şekerce zengin hammaddelerden üretilmektedir. Bu ülkeleri 845 

milyon gallon (⁓3.2 milyar litre) ile Çin ve 436 milyon galon (⁓1.65 milyar galon) ile 

Kanada izlemektedir.  Bu ülkeler biyoetanolü mısır, buğday, pirinç ve manyok gibi 

nişasta bakımından zengin hammaddelerden üretmektedir (Mohanty ve Swain 2019). 

Türkiye’de aktif olarak biyoetanol üreten 12 tesis vardır. Bu tesislerden 3 tanesinde 

yakıt için biyoetanol üretimi yapılmaktadır. Yılda yaklaşık 171 milyon litre biyoetanol 

üretilmektedir. Türkiye’de biyoetanol üretimi için şeker pancarı, siyah kayış pekmezi 

gibi şekerce zengin hammaddeler ve mısır, buğday gibi nişastalı hammaddelerden 

üretilmektedir (Ozdingis ve Kocar 2018). 

Yakın gelecekte fosil yakıtların tükenecek olması ve çevreye verdiği olumsuz etkiler 

nedeniyle alternatif, çevre dostu ve yenilenebilir enerji kaynaklarından biri olan 

biyokütle bazlı yakıtların araştırılmasına neden olmuştur. Yapılan araştırmalar 

sayesinde biyokütle bazlı yenilenebilir enerji kaynaklarından biyoetanol üretimi her yıl 

üstel olarak artış göstermektedir.  

2.4 Biyoetanol üretiminde kullanılan hammaddeler 

Fosil yakıtlarla kıyaslandığında, biyokütle tabanlı biyoetanol üretimi sürdürülebilir ve 

daha yaygındır. Dört farklı hammadde grupları kullanılarak biyoetanol üretimi 

yapılmaktadır. Birinci grup biyoetanol üretiminde en sık kullanılan hammaddeler 

arasında şeker kamışı, şeker pancarı, mısır, pirinç, buğday gibi gıda olarak da 

tüketilebilen materyaller bulunur (Jambo vd. 2016). Birinci nesil hammaddelerin 

içeriğine göre ikiye ayrılır. İlk grup nişasta içeriği bakımından zengin hammaddeler 

(buğday, mısır, pirinç, arpa, monyak vb.) ve ikinci grup ise şeker içeriği bakımından 

zengin hammaddelerdir (şeker kamışı, şeker pancarı, süpürge darısı gibi). Nişasta içeren 

hammaddelerden biyoetanol üretebilmek için sırasıyla öğütme, jelatinizasyon, hidroliz, 

fermentasyon ve damıtma adımları izlenerek gerçekleştirilir. şeren içeren 
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hammaddelerden üretebilmek için ise jelatinizasyon ve hidroliz hariç adımlar izlenerek 

elde edilmektedir. Nişasta bazlı hammaddelere jelatinizasyon ve hidroliz 

uygulanmasının temel sebebi ise nişastadaki karbonhidrat zincirinin parçalanarak 

glukoza dönüştürmektir (Ayodele vd. 2020). Birinci nesil biyoetanol üretiminde 

kullanılan hammaddelerin gıda olarak ve hayvan yemi olarak kullanılmasından dolayı 

gıda ürünlerinin fiyatlarının artışına neden olmaktadır ve hammaddelerin üretimi 

sırasında fazla miktarlarda yetiştirilmeleri nedeniyle su kıtlığı ve toprakta bozulmalara 

yol açabilmektedir (Robak ve Balcarek 2018). Bu grup biyoetanol üretimi gıda 

sektörüyle rekabet içerisinde olduğu için üretim aşaması daha pahalıdır.  

Çizelge 2.2 Birinci nesil biyoetanol üretiminde kullanılan hammaddeler ve enerji 

verimleri (Mat Aron vd. 2020) 

 

İkinci nesil biyoetanol, birinci neslin aksine gıda olarak kullanılmayan orman, tarım, 

belediye ve meyve suyu fabrikası atıkları gibi lignoselülozik hammaddeler kullanılırık 

üretilir (Veneses vd. 2017). Lignoselülozik hammaddeler birinci grup hammaddelere 

göre daha ucuzdur ve bol miktarda bulunur. Etanol üretiminde sıklıkla kullanılan 

lignoselülozik hammaddeler mısır koçanı, buğday, pirinç, arpa samanı, sorgum sapı 

Hammaddeler 
Enerji Verimi 

(L/Kg) 

Arpa 0.41 

Mısır 0.4-0.46 

Kassava 0.15-0.20 

Yulaf 0.41 

Pirinç 0.48 

Sorgum 0.44 

Buğday 0.40 

Şeker kamışı 0.25-0.5 
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şeker kamışı küspesi gibi tarımsal atıklar ve gıda endüstri atıklarıdır. Tarımsal atıklar 

bol miktarda mevcuttur ve yılda yaklaşık 180 milyon tondan fazla biyokütle 

oluşmaktadır (Gupta vd. 2014). Lignoselülozik biyokütlenin yapısal bileşenleri selüloz, 

hemiselüloz, lignin ve pektinden meydana gelmektedir.  

Selüloz, bitki hücre duvarının ana yapısal bileşenidir. Yapısındaki glukoz moleküllerini 

birbirine bağlayan β-1,4 glukozit bağı içeren doğrusal polimerdir. Polimerler arasında 

bulunan hidrojen bağları nedeniyle kristal yapıda, lifli ve serttir.  Selüloz suda 

çözünmez ve polimerizasyona karşı dirençli olmasının en temel sebebi kimyasal olarak 

kararlı ve mekanik olarak ise sağlam olmasıdır. Selüloz, lignin ve hemiselülozik yapılar 

ile bağlıdır. Selüloz dünyada en yaygın bulunan organik polimerdir ve lignoselülozik 

yapının %30-35’ini oluşturmaktadır. Lignoselülozik materyallerdeki yüksek selüloz 

içeriği biyoetanol üretimi için umut vaat eden bir koşuldur (Achinas ve Euverink 2016, 

Meneses vd. 2017). 

Hemiselüloz, kısa, doğrusal ve dallanmış zincirlerden oluşan heteropolimerdir. 

Hemiselülozun içeriğinde bulunan ana monomerler arasında β-D-glukoz,  α-D-galaktoz 

ve β-D-mannoz gibi heksoz şekerleri, β-D-ksiloz ve α-D-arabinoz gibi pentoz 

şekerlerinin yanısıra α-D-glukuronik asit, α-D-galakturonik asit ve α-D-4-O-

metilgalakturonik asit gibi şeker asitlerinden oluşur. Hemiselülozik yapı çoğunlukla 

şekilsizdir. Hemiselülozik yapılar glukomannan, galaktoglukomannan ve ksilan gibi 

polisakkarit yapılar setil grupları ile bağlıdır. Hemiselülozun en yaygın tiplerinden D-

ksilozun yaklaşık %90’ı ve D- arabinozun ise yaklaşık %10’u β-1,4 bağından 

oluşmaktadır (Zabet vd. 2016, Branco vd. 2019). 

Lignoselülozik yapının bir diğer bileşeni olan pektin, bitkinin hücre duvarına sağlamlık 

katar. Ana bileşenleri galaktosilüronik asit, ramnoz, arabinoz ve galaktozdur. Pektin, 

hidrofilik özelliği sebebiyle yapışkan özelliğe sahiptir. Bu özelliği sayasinde lignin ve 

polisakkaritler ile kovalent bağlarla çapraz bağlanan hücre duvarının yaklaşık %35’ini 

oluşturur (Saini vd. 2015).  

Lignin, selülozdan sonra doğada en yaygın üçüncü polimerdir. Hemiselülozik ksilanlara 

kovalent bağlar ile bağlanmıştır ve bitki hücre duvarının asitliğinden ve sağlamlığından 
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sorumlu olan aromatik ve sert bir bileşiktir. Lignin temel olarak fenil-propiyonik alkol 

yani p-kumaril alkol, koniferil alkol ve sinapil alkol monomerlerinden meydana gelir. 

Bitkilerdeki lignin oranı (Abo vd. 2019). 

Ligninin parçalanmasından dolayı açığa çıkan fenolik gruplar selülotik enzimlerin 

hidrolizini engeller. Bununla birlikte, genetik mühendisliğiyle lignin modifikasyonu ile 

hücre duvarındaki lignin oluşumunu önemli ölçüde azaltması ve bu sayede etanol 

verimini arttırması sağlanmaktadır. Etanol üretimi için bu avantaj bitkilerin patojenlere 

ve böceklere karşı geliştirdiği savunma mekanizmasını bozacağı için sorun teşkil 

edebilir (Kang vd. 2014). 

Çizelge 2.3 İkinci nesil biyoetanol üretiminde kullanılan hammaddeler ve enerji 

verimleri (Mat Aron vd. 2020) 

Hammaddeler Enerji Verimleri 

Mısır püskülü 5.85 

Pirinç samanı 116.65 

Arpa samanı 9.67 

Saman 60-150 

Hurma yağı atığı 109.600-172.100 

Okaliptüs 0.612 

Palmiye ağacı 0.0229 

 

Üçüncü nesil biyoetanol üretiminde hammadde olarak fotosentetik organizmalar olarak 

mikro ve makro algler kullanılmaktadır. Mikroalgler yüksek lipit ve karbonhidrat 

içeriği, çeşitli sucul ortamlarda kolay yetiştirilebilme ve yüksek karbondioksit (CO2) 

emisyonu nedenleriyle biyoetanol üretiminde alternatif olarak kullanılan bir 

hammaddedir. Kolay ve hızlı üremeleri, fotosentetik mikroorganizmaların çeşitli 

ortamlarda yaşamaları ve mikroalgler düşük lignin ve hemiselüloza sahip olmaları 
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biyoetanol üretiminde üçüncü nesil hammaddelerin avantajıdır (Jambo vd. 2016). Alg 

hücrelerinin ortamdan toplanması için agregad maddelerinin kullanılması gerekebilir ve 

maliyetin artmasına neden olmaktadır. Bu durum üçüncü nesil biyoetanol üretimi için 

dezavanja neden olmaktadır (Dutta vd. 2014).  

Dördüncü nesil biyoetanol üretimi diğer nesillere göre daha yeni uygulamadır. Bu grup 

fermentetif mikroorganizmaların genetik modifikasyonu ile biyoetanol üretimini 

arttırmak, üretimi hızlandırmak ve ucuza maal edilmesi hedeflenmitir. Fermentatif 

mikroorganizmalar heksoz ve pentoz şekerlerini birlikte kullanamazlar ve bu yöntem ile 

her iki şeker grubunun tamamından etanol üretebilmesi, fermentasyon inhibitörlerine 

karşı direnç kazandırılması, etanol üretim hızlarının artırılması ve kullanılan 

hammaddelerde selüloz ile hemiselüloz oranlarını arttırıp lignin oranının azaltılması 

dördüncü nesil biyoetanol üretimine örnek verilebilir (Moravvej vd. 2019). Bu grup 

biyoetanol üretimi verimli ve ucuz olmasının yanısıra biyoetanol üretiminde sonuç 

alınma süresinin uzun olması, üretimin ilk başlarında maliyetin yüksek olması ve 

kullanılan teknolojinin henüz yeni olması dördüncü nesil biyoetanol üretiminin 

dezavantajlarındandır (Jouzani ve Taherzadeh 2015). 

Çizelge 2.4 Biyoetanol üretiminde kullanılan nesillerin avantajları ve dezavantajları  

                   (Dutta vd. 2014; Demiray 2019) 

 

 Avantaj Dezavantaj 

1. Nesil 
Yüksek verimli olması ve 

üretimin kolay olması 

Direk gıda olarak tüketilmesi, 

Yüksek maliyet 

2. Nesil 

 

Ucuz ve bol bulunması, yüksek 

miktarda lignoselülozik yapı 

içermesi ve gıda olarak 

tüketilmemesi 

Lignoselülozik yapının kolay 

parçalanamaması, ligninin 

ortamdan kolay 

uzaklaştırılamaması, yapının 

parçalanabilmesi için enzimatik 

hidrolize ihtiyaç duyulması 

3. Nesil 

Fotosentetik mikroorganizmalardan 

üretilmesi, yüksek karbonhidrat ve 

protein içeriği 

Yetiştirmedeki zorluklar, agregat 

madde kullanımı 

4. Nesil 
 

Yüksek verimli ve etkili olması 

Üretim süresinin uzun olması, 

maliyetin pahalı olması suşların 

elde edilmesinin zor olması 
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2.5 Lignoselülozik Yapının Parçalanması için Uygulanan Ön-İşlem Yöntemleri 

Ön-işlem, lignoselülozun biyoetanole dönüştürülmesinde ekonomik açıdan önemli 

adımlardan biridir. Doğası gereği karmaşık yapısı nedeniyle lignoselülozik biyokütlenin 

biyoetanole dönüştürülmesi sırasında ön-işleme gereksinim duyulmaktadır. Biyokütle 

yüzey alanının genişletilmesi, hemiselüloz ve lignin yapılarının bozulması ve partikül 

boyutlarının azaltılması ön-işlem aşamasının en önemli hedefidir. İkinci nesil 

biyoetanol üretiminin %40’ını oluşturan bu aşama oldukça önemlidir. Ön-işlem 

yöntemleri temel olarak fiziksel, fizikokimyasal, kimyasal ve biyolojik olarak gruplara 

ayrılmaktadır. Bu gruplar içerisinde öğütme, sıkma, asidik ön-işlem, bazik ön-işlem, 

iyonik sıvılar (IL), organik solventler, buhar patlaması, enzimatik hidroliz yaygın olarak 

kullanılan yöntemlerdir (Rezania vd. 2020). Bu yöntemler tek başlarına veya birlikte 

karıştırılarak da kullanılabilirler. 

 

Şekil 2.4 Lignoselülozun yapısı (Koupai vd. 2020) 

2.5.1 Fiziksel ve fizikokimyasal ön-işlem yöntemleri 

Fiziksel ön işlemler öğütme, kırma, parçalama, dondurma ve mikrodalga radyasyonu ile 

muamele gibi yöntemler yer almaktadır. Bu ön işlem yöntemleri lignoselülozik 

biyokütlenin sindirilebilirliğini artırmak için çeşitli mekanik boyut küçültmek amacı ile 

kullanılmaktadır. Bu işlemler selüloz kristalliğini ve polimerizasyonunu azaltarak 

spesifik yüzey alanını arttırır.  Fiziksel ön işlem yöntemleri tek başlarına 

selüloz 

hemiselüloz 

lignin 

Ön-işlem 
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kullanılabileceği gibi kimyasal ve biyolojik ön işlemler ile harmanlanarak da 

kullanılırlar (Tayyab vd. 2018). 

Öğütme, ön işlemin ilk adımı olarak kabul görmektedir. Öğütme yönteminin çeşitli 

türleri vardır. Toplu değirmen, çekiçli değirmen, kolloid değirmen ve diskli değirmen 

yaygın olarak kullanılan çeşitleridir. Bu yöntem fiziksel kuvvet uygulanarak 

biyokütlenin boyutunu küçültmek için kullanılır. Öğütme, kırma, parçalama gibi ön 

işlemlerle biyokütlenin boyutu 10-30 mm ve 0.2-2 mm arasında parçacık elde edilir. 

Öğütme ön işlem yöntemi yüksek enerji gereksiniminden dolayı dezavantaja sahiptir. 

Bu dezavantajın üstesinden gelmek için ıslak disk değirmeni ile öğütme yöntemi 

kullanılmaktadır (Singh ve Satapathy 2018). 

Mikrodalga radyasyonu ön işlemi yüksek ısı verimliliği kullanılarak uygulanan kolay 

bir yöntemdir. Bu işlemde sulu ortamlarda mikrodalgalar ile üretilen termal ve termal 

olmayan etkileri kullanılmaktadır. Termal yöntemde, sulu ortamdaki polar bağların 

titreşimi ile oluşan mikrodalgalar sayesinde biyokütlede iç ısı oluşturularak homojen 

olmayan hammadde içerisinde sıcak noktalar oluşturulur. Oluşan bu ısı sayesinde 

parçacıklar arasında patlama meydana gelerek lignoselülozik yapı bozularak 

parçalanmaktadır. Termal olmayan yöntemde ise polar bağlar arasında titreşim 

oluşturularak manyetik alanın hizalanması sağlanarak lignoselülozik yapıda bozulmaya 

yol açmaktadır (Sarkar vd. 2012). 

Sıkma, hammaddelerde karıştırılarak, ısıtılarak ve kesilerek fiziksel ve kimyasal 

değişimlere yol açan terma-fiziksel bir ön işlemdir. Bu yöntem hızlı ve kısa işlem 

süresi, furfural ve 5-hidroksi-2-metiil furfural gibi inhibitörlerin açığa çıkmaması, 

ölçeklendirmenin kolay olması, metodun kolay modifiye edilebilir olması gibi 

avantajlara sahiptir (Mood vd. 2013).     

Buhar patlaması lignoselülozik maddelerin parçalanmasında sıklıkla kullanılan bir 

yöntemdir. Bu yöntem tek başına kullanıldığı gibi kimyasal veya biyolojik ön işlem 

yöntemleriyle birlikte de kullanılmaktadır. Buhar patlaması ön işleminde yüksek 

basınçlı buhar ile muamele edilir ardından basınç hızlı bir şekilde düşürülerek lignin 

liflerinin parçalanması sağlanır ve biyokütle polimerlerinin enzimler tarafından kolayca 
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parçalanması sağlanmaktadır. Yöntem 160-260°C’ta 30 saniye ile 20 dakika arasında 

değişiklik gösteren sürelerde uygulanır. Bu süre zarfında lignin yapısında parçalanma 

olur ve hemiselülozik yapı degrede olur ve selülozik yapı açığa çıkarak enzimlerin 

ulaşımı kolaylaşır. Bitmedi dezavantaj yaz. (Singh vd. 2018) 

Karbondioksit (CO2) patlaması, buhar patlaması ile benzer bir şekilde çalışan fiziko-

kimyasal bir ön işlem yöntemidir. Bu işlemde CO2 gazı lignoselülozik biyokütlenin 

parçalanmasında çözücü olarak kullanılır. Yüksek sıcaklıkta CO2 ile muamele edilen 

lignoselülozik materyalde hemiselüloz hidrolizine neden olur ve bu nedenle karbonik 

asit oluşur. CO2 patlaması biyoetanol üretimi için düşük inhibitör oluşumuna neden 

olması ve lignini kolay ortamdan uzaklaştırması gibi avantajlarının yanısıra yüksek 

enerji gereksinimi ve kullanılan ekipmanların pahalı olması nedeniyle çok fazla tercih 

edilmeyen bir yöntemdir (Tayyab vd. 2018).  

2.5.2 Kimyasal ön-işlemler 

Kimyasal ön-işlem, kimyasal maddeleri kullanarak lignoselülozik materyalin 

parçalanması sağlanan yöntemdir. Bu yöntem tek başına etkili olduğu gibi biyolojik ve 

fiziksel ön-işlemler ile harmanlanarak da kullanılmaktadır.  

Alkali (bazik) ön-işlem, lignoselülozik biyokütlenin lignin içeriğine bağlı olarak farklı 

etkiler göstermektedir. Bu yöntem daha çok ligninin çözünmesinde etkili olup selüloz 

ve hemiselülozu parçalanmaz veya çok az miktarda parçalanır. 

 Alkali ön-işlem oda sıcaklığı ve değişkenlik gösteren zaman (dakikalar veya günler 

süren) aralığında gerçekleşmektedir. Sodyum, potasyum, kalsiyum ve amonyum 

hidroksitler bu ön-işlem yöntemi için kullanılmaktadır. Sodyum hidroksit (NaOH) 

lignoselülozik materyalde şişmeye neden olarak selülozun iç yüzeyini arttırarak lignin 

yapısında bozulmalara neden olur. Kireç olarak bilinen kalsiyum hidroksit (Ca(OH)2) 

lignin gibi amorf katıları ortamdan uzaklaştırarak enzim hidrolizin etkin bir biçimde 

gerçekleşebilmesi için selülozik yapının ortaya çıkmasını sağlamaktadır. Bununla 

birlikte kireç, hemiselülozun içeriğindeki asetil gruplarını uzaklaştırarak selülozun 
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enzimatik parçalanmasını arttırmaktadır. Kireç ile gerçekleştirilen alkali ön-işlem 

NaOH muamelesine göre daha düşük maliyete sahiptir (Alvira vd. 2010). 

Endüstriyel ve ticari düzeyde lignoselülozik hammaddelerden şekerlerin elde 

edilmesinde en sık kullanılan ön işlem yöntemi asitler ile muamele yöntemidir. Asit ile 

muamele yöntemi seyreltik ve konsantre asit ile ön-işlem olarak ikiye ayrılır.  Asit ile 

muamelede asitler katalizör olarak kullanılmaktadır. Sülfürik asit, hidroklorik asit gibi 

inorganik asitler başta olmak üzere hidroflorik asit, fosforik asit ve nitrik asitler bu 

yöntem için en çok tercih edilen bileşiklerdir. 

Konsantre asit ile ön muamelede düşük sıcaklıkta (100°C ve altı) ve yüksek asit 

konsantrasyonunda (%30 v/v ve üstü) lignoselülozik materyalden yüksek şeker verimi 

sağlanır. Konsatre asit yönteminde amorf yapıdaki hemiselülozun kristal yapıdaki 

selüloza göre parçalanması daha hızlıdır. Bununla birlikte konsantre asit için kullanılan 

ekipmanlarda korozyona neden olmakta ve yüksek oranda asit kullanımından dolayı 

çevreye saldığı toksisite gibi dezavantajlardan dolayı çok fazla tercih edilmez 

(Rabemanolontsoa ve Saka 2016). 

Seyreltik asit ön-işlemi, düşük maliyet ve yüksek verimliliği nedeniyle ticari boyutta 

kullanılan en yaygın yöntem olarak kabul edilir. Seyreltik asit ile lignoselülozik 

hammaddenin yalnızca amorf yapıdaki hemiselülozun neredeyse tamının ve kristal 

yapıdaki selülozun kısmi olarak parçalanmasını sağlar. Selülozun tamamen 

parçalanabilmesi için ek olarak enzimatik hidrolize ihtiyaç vardır. Bu sayede %90 

oranında şeker verimi sağlanabilir. Seyreltik asit ile muamelede yüksek ısı (120-125°C) 

ve düşük asit konsantrasyonları (%0 v/v-%5 v/v) kullanılır. 

 Her iki yöntemde de hemiselüloz ve selüloz hidrolizi sonucunda furfural, asetik asit, 5-

hidroksimetil furfural ve fenolik bileşikler açığa çıkar bu bileşikler fermentasyon 

sırasında mikroorganizma gelişimini inhibe eden inhibitörlerdir(Solarte-Toro vd. 2019). 

Ozonolizis, lignoselülozik hammadde de lignin içeriğinin azaltılması ve hemiselülozun 

kısmi olarak parçalanmasını sağlayan bir diğer ön-işlem yöntemidir. Düşük sıcaklıkta 

(20-30°C) ve ozon kullanılarak (%2-%7) gerçekleştirilir. Buğday samanı, pirinç samanı, 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1364032119301170#!
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yer fıstığı, talaş gibi lignin içeriği fazla olan konjuge yapılarda ozon ile etkin bir 

parçalanma yapılabilir. Ozonolizis, diğer kimyasal ön-işlemlerin aksine toksik kalıntı 

oluşturmaması avantaj sağlarken lignin hidrolizi ile formik asit ve asetik asit gibi 

inhibitör asitlerin açığa çıkmasına ve yüksek miktarda ozona ihtiyaç duyulmasından 

dolayı pahalı olması gibi dezavantaja sahiptir (Xu ve Huang 2014). 

Bir diğer kimyasal ön-işlem yöntemi olan oksidatif delignifikasyonu, hidrojen peroksit 

(H2O2) ve perasetik asit (C2H4O3) varlığında peroksidaz enzimleri ile lignin yapısında 

bozulmalar sağlanır. Gerçekleştirilen bu degredasyon yöntemi ile ligninin yaklaşık 

%50’si ve hemiselülozun büyük bir kısmı parçalanır. Oluşan parçalanma sonrası açığa 

çıkan selülozik yapı enzimatik hidroliz için kolayca paraçalanabilir hale gelir. Oksidatif 

delignifikasyon pahalı ve inhibitör oluşumuna neden olduğu için ticari olarak 

kullanılmamaktadır (Maurya vd. 2015). 

Son yıllarda hemiselüluz parçalanmasında sıklıkla organik solvent ön-işlem yöntemi 

kullanılmaktadır. Bu metotta hemisellüloz ve ligninin iç bağlarını kırmak için organik 

ve inorganik asitlerin, alkali veya metal tuz katalizörleri ile karıştırılmış metanol, etanol, 

aseton ve etilen glikol gibi organik çözücüler ile gerçekleştirilir. Organosolvent yöntemi 

yüksek ısıda (100-250°C) ve yüksek basınçta gerçekleştirilir. Lignin ve hemiselülozda 

meydana gelen degredasyon sonucu selülozun enzimatik hidroliz ile parçalanması 

kolaylaştırılır. Bu ön-işlemde kullanılan asitlerin damıtma yoluyla geri kazanılması 

çevre kirliliği azaltılırken maliyeti arttıran bir yöntemdir (Rezania vd. 2020). 

Son yıllarda en dikkat çeken bir diğer ön-işlem yöntemi ise iyonik sıvıların (IL) 

kullanımıdır. İyonik sıvılar büyük organik katyonlar ve küçük inorganik anyonlardan 

oluşan organik tuzları olarak tanımlanır ve düşük sıcaklıklarda (oda sıcaklığı) sıvı halde 

bulunur. İyonik sıvılar ile lignoselülozik materyalin lignin ve karbonhidrat kısmı 

çözündürülür. Aynı zamanda klorür, format, asetat veya fosfonat gruplarına sahip IL’ler 

selülozun hidroksil grubunda bulunan hidrojen bağlarına bağlanarak karmaşık yapının 

dağılmasına ve selülozun çözünmesine yol açarlar. Büyük oranda selülozun 

parçalanmasına yol açtığı için umut vaat eden bir ön-işlem yöntemidir. Lignoselülozik 

biyokütlenin parçalanmasında en sık kulanılan IL’ler arasında N-metilmorfolin-N-oksit 

monohidrat (NMMO), 1-alil-3-metilimidazolyum klorür ([AMIM]Cl), 1-metil-3-
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metilimidazolyum-asetat ([EMIM]Ac), 1-bütil-3-metilimidazolyumklorit ([BMIM]Cl) 

ve 1-etil-3-metilimidazolyum dietil fosfat ([EMIM]DEP) gibi bileşikler 

kullanılmaktadır. 

İyonik sıvılar yüksek oranda selülozu parçalamasına rağmen büyük oranda IL 

gereksinimi, geri kazanımda yoğun enerji ihtiyacı ve çözeltinin yüksek viskozitesinden 

dolayı ticari olarak kullanımı önünde büyük engel oluşturmaktadır (Kumari ve Singh 

2018). 

2.5.3 Biyolojik ön-işlemler 

Biyolojik ön-işlemler lignoselülozun parçalanmasında tek başına kullanılabileceği gibi 

fiziksel, kimyasal ve fizikokimyasal ön işlem yöntemleriyle birlikte de kullanılabilirler. 

Bu sayede selüloz ve hemiselüloz monomerik şekerlere parçalanır. Biyolojik ön-işlem 

genellikle lignoselülozik yapıyı oluşturan lignin, hemiselüloz ve selülozu parçalayan 

yöntemler olarak 3 farklı bölmede incelenebilir. 

Lignin parçalanmasında peroksidaz ve lakkaz enzimleri büyük rol oynar. Bu enzimler 

bazı mantarlar ve bakteriler tarafından üretilirler. Lignolitik enzim sisteminde lignin 

peroksidaz ve manganez peroksidaz en iyi bilinen iki peroksidaz enzimleridir. Bu iki 

enzim aktivasyon için hidrojen peroksite ihtiyaç duyarlar ve glikoprotein yapıdadırlar. 

Lignin peroksidaz fenolik yapıda olmayan ligninin bozunmasını sağlarken, manganez 

peroksidaz ise lipit peroksidason reaksiyonları ile fenolik ve fenolik olmayan lignin 

yapısını etkiler. Manganez peroksidaz Mn
+2

’yi Mn
+3

’ya okside ederek fenol halkalarının 

ayrışmasına yol açan fenoksi radikallerinin oluşumuna yol açarak lignin yapısını 

parçalar. Doğada peroksidazlar Ceriporiala cerata, Cyathus stercolerus, C. 

subvermispora, Pycnoporus cinnarbarinus, Pleurotus ostreaus ve Penicillum 

chrysosporium gibi canlılar tarafından üretilir.  

Lakkazlar ise lignin degredasyonun da rol oynayan bakır kofaktörü içeren enzimlerdir. 

Lakkazlar, lignin peroksidaz ve manganez periksidazlar ile birlikte etki ederek ligninin 

tamamen bozulmasına neden olur. lignin, fenolik bileşiklerde ve aromatik aminlerin 

oksidasyonunu katalize eder. Lakkaz enzimi redoks aracılıklı bileşikler (3-

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/pycnoporus
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/pleurotus
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hidroksiantranilik asit ve 3-etiltiyazolin-6-sülfonat) tarafından aktive edilir. Bu 

bileşiklerin ortamda bulunmaması lakkazların aktivitesini sınırlar (Sindhu vd. 2016). 

Selüloz sakkarafikasyonu, selülaz adı verilen enzimler tarafından gerçekleştirilir. 

Selülazlar, monomerleri hidrolize etmek için selüloz un üzerinde sinerjik olarak hareket 

eden enzim ailesidir. Bu enzimler ikinci nesil biyoetanol üretiminde önemli bir yere 

sahiptir ve bu sayede indirgen şekerler selülaz enziminin ürünü olarak ortama salınır. 

Selülazlar, selülozdaki β-1,4-glikozidik bağlarını parçalar. Selülozun tamamen 

parçalanması üç ana selülaz kombinasyonu ile gerçekleştirilir. Bunlardan ilki 

endoglukonazlardır ve selülozun amorf yapıdaki kısımlarındaki glikosidik bağlar 

üzerine etki ederek serbest zincir sonlarıa sahip oligosakkaritler üretir. İkinci olarak 

eksoglukanaz ortamdaki uzun zincirli oligosakkaritlere etki ederk kısa zincirli 

oligomerlere parçalarlar. Son olarak β-glukozidaz ise ortamdaki oligomerik yapıyı 

glukoz oluşumuna katalize eder. Selülaz enzimleri doğada Clostridium, Cellulomonas, 

Bacillus ve Ruminococcus gibi bakterilerden veya Tricoderma, Penicillum, Aspergillus 

gibi funguslar tarafından üretilir. Bu mikroorganizmalar arasında Tricoderma viridea ve 

Aspergillus niger üzerinde çok fazla çalışma yapılmıştır. Selülaz enzimleri son yıllarda 

araştırmaların odak noktası olmuştur ve laboratuar çalışmalarında yaygın olarak 

kullanılmaktadır fakat ortamdaki lignin selülaz aktivitelerini bloke edebilir ve ortamda 

artan substrat miktarıda selülazın çalışmasını engelleyebilir. Bunlar enzimatik 

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

Hemiselüloz enerji açısından zengin glukoz ve şekerr monomerlerine sahip bir 

polimerdir. Hemiselülozik enzimler bu yapıyı parçalamak ve yardımcı enzim olarak 

işlev görürler. Hemiselüloz yaygın olarak ksiloz gibi pentoz şekerlerinden oluşan 

ksilanlardır ve ksilanların yıkımı için endoksilanaz ve β-glukozidaz enzimleri kullanılır. 

Endoksilanazlar hemiselülozik yapıyı oligosakkaritlere parçalar. β-glukozidazlar ise 

oluşan oligosakkarit yapıdaki uzun zincirli şekerleri ksiloz monomerlerini serbest 

bırakır. Ksilanaz enzimleri ticari olarak Aspergillus niger, Trichoderma reesi, Bacillus 

ve Humicola gibi mikroorganizmalardan üretilir (Sharma 2019).  

Biyolojik ön-işlem yöntemlerinin çevre dostu olması, düşük enerji gereksinimi ve diğer 

ön-işlemler ile kolay kombine edilebilmesi gibi avantajlara sahip olmasının yanı sıra 
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lignoselülozik materyalin parçalanabilmesi için uzun süre gerektirmesi bu ön-işlemin 

dezavantajlı kısmıdır (Mishra vd. 2018). 

2.5.4 Fermentasyon stratejileri 

Biyoetanol üretimi sırasında biyokütle hidolizatları çeşitli fermentasyon yöntemleri 

verdır bunlardan en çok bilinenleri SHF (ayrılmış hidroliz ve fermentasyon), SSF 

(eşzamanlı sakkarifikasyon ve fermentasyon) ve SSCF (eşzamanlı sakkarifikasyon ve 

birlikte fermentasyon)’dur. 

SHF (Ayrılmış Hidroliz ve Fermentasyon): Bu yöntemde enzimatik hidroliz ve 

fermentasyon ayrı ortamlarda gerçekleştirildiği bir işlemdir. İşlemin ilk kısmında 

biyokütle selülazlar ve hemiselülazlar ile monomerik şekerlere ayrılır daha sonra 

etanole fermente edilir. SHF yönteminin et temel avantajı her iki işleminde kendi 

optimal koşullarında gerçekleştirilebilmesidir. Bu durum oldukça önemlidir, çünkü 

selülazlar 45-50°C arasındaki sıcaklıklarda etkin olurken, etanol üreten pek çok 

mikroorganizmalar 30-37°C’lik optimum sıcaklıkta etkin bir performans gösterir. Bu 

sayede mikroorganizmalar fermentasyon sırasında sıcaklıktan etkilenmezler. Ortamda 

glukoz ve sellülobiyoz miktarının artmasıyla selülaz aktivitesi düşer ve bu durum 

enzimatik aktivitenin engellenmesine neden olur. Bir diğer dezavantajı ise ortamın 

enzimatik hidrolizin uzun süre zarfında gerçekleşirken kontaminasyona açık olmasıdır 

(Mohapatra vd. 2017).  

SSF (Eşzamanlı Sakkarifikasyon ve Fermentasyon): Bu yöntemde enzimatik hidroliz ve 

fermentasyon tek bir ortamda belirlenen optimum koşullarında gerçekleşmektedir. Bu 

sayede enzimatik hidroliz ile ortamda oluşan şekerlerin mikroorganizmalar tarafından 

hızlı bir şekilde etanole dönüştürülür. Böylece ortamda birikmeyen glukoz ve 

sellülobiyoz şekerlerinden kaynaklı inhibisyonun önüne geçirilerek üretim 

maliyetlerinin azaltılması hedeflenmektedir. SSF yönteminde ısıya dirençli 

mikroorganizmalar kullanılarak enzimler için uygun sıcaklık olan 45-50°C’de etanol 

üretimi gerçekleştirilir. bu yöntemde genellikle Kluyveromyces marxianus, Candida 

brassicae ve Saccaromyces uvarım mayaları kullanılır. Bu mayalar termotolerant 

özelliğe sahiptir ve yüksek üreme oranı ile ortamda oluşan pentoz ve heksoz şekerlerini 
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(glukoz, arabinoz, ksiloz, mannoz, galaktoz gibi) kullanabilme yeteneğine sahiptirler. 

Bunların yanısıra enzimatik hidrolizin optimum sıcaklıkta gerçekleşmesi, termotolerant 

mikroorganizmaların etanol veriminin düşmesine ve ortamdaki yüksek biyokütle 

nedeniyle verimliliğin düşmesi gibi dezavantajlara sahiptir (Vohra vd. 2014). 

SSCF (Eşzamanlı Sakkarifikasyon ve Birlikte Fermentasyon): Son yıllarda SSF 

işleminin heksoz ve pentoz şekerleri üzerinde eşzamanlı fermentasyonda avantajlı 

olduğu gözlemlenmiş ve bu durum için eşzamanlı sakkarifikasyon ve birlikte 

fermentasyon (SSCF)  yöntemi avantajlıdır. Enzimatik hidroliz ile ortamı heksoz 

şekerlerinin serbest bırakılmasıyla glukoliz oranı arttırır ve bu sayede pentoz şekerleri 

daha hızlı ve daha verimli bir şekilde fermente edilir. Bu sayede etanol verimini artırır. 

SSCF yönteminde genellikle termotolerant mayalar kullanılabileceği gibi metabolizma 

mühendisliği ile genetiği değiştirilmiş suşlarda kullanılmaktadır (Buruiana vd. 2013). 

2.6 Biyoetanol Üretiminde Başlıca Kullanılan Mikroorganizmalar  

Biyokütleden etanol elde edilmesinde ön-işlem, hidroliz, detoksifikasyon ve 

fermentasyon gibi genel dönüşüm adımlarında etkin bir şekilde rol oynayan çeşitli 

mikroorganizmalar kullanılır. İstenilen verim mikroorganizmaların grupları, suşları ve 

türleri arasında önemli ölçüde değişmektedir. Etanol üreten mikroorganizmalarda; basit 

ve ucuz ortamlarda büyüyebilme, yüksek etanol verimi, yüksek etanol 

konsantrasyonlarınds tolerans gösterme ve güvenilir olma gibi özelliklere sahip olması 

istenmektedir (Zabed vd. 2017). Biyoetanol üretim potansiyeline sahip 

mikroorganizmalarla ilgili birçok araştırmalar yapılmış ve bazı suşlar endüstriyel 

biyoetanol üretiminde hali hazırda kullanılmaktadır. 

2.6.1 Saccharomyces cerevisiae 

S. cerevisiae düşük maliyeti ve hızlı üreme yeteneği nedeniyle çeşitli biyokütlelerdeki 

indirgen şekerlerin fermentasyonunda yaygın olarak kullanılan mikroorganizmalardır. 

Ayrıca alkollü içecek ve ekmek yapında da uzun yıllardır kullanılmaktadır.  
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S. cerevisiae geniş sıcaklık (11-38°C) ve belirli bir pH aralığında (4-6)  gelişim gösterir. 

Düşük şeker ve oksijen varlığında da etanol üretebildiği için Crabtree pozitif bir 

mayadır ve yüksek etanol direncine sahiptir. Bu özellikleri sayesinde etanol üretimi için 

sıklıkla tercih edilir.  S. cerevisiae fermentasyon sırasında glukoz, galaktoz ve mannoz 

gibi heksoz şekerlerini seçerek etanole çevirirken ksiloz ve arabinoz gibi pentoz 

şekerlerini kullanmayı tercih etmez (Nandy ve Srivastava 2018).  

S. cerevisiae etanol üretimi için metabolik yolak olarak glikolizi (Embden-Meyerhof 

(EMD)) kullanır. Bu yolak ile 4 ATP molekülü üretilir, 2 ATP molekülü harcanır ve net 

kazanç 2 ATP’dir. Oluşan ATP molekülleri etanol üretimi, hücre büyümesi ve 

çoğalmasında önemli bir etkiye sahiptir. Fakat hücre içerisindeki ATP birikimi etanol 

üretimini inhibe eder. S. cerevisiae fermentasyon sırasında bazı yan ürünler de 

oluşturur. Bunlar gliserol, organik asitler ve yüksek alkollerdir. Gliserol yüksek ozmotik 

basınçta ve yüksek pH’lı ortamlarda mayanın direncini artırırken organik asitler ve 

yüksek alkol ise etonol üretim veriminin düşmesine neden olur. Endüstriyel biyoetanol 

üretim veriminde teorik verimin %90-93’üne kadar ulaşmaktadır (Bai vd. 2008). S. 

cerevisiae ksiloz gibi beş karbonlu şekerleri etanole dönüştürecek enzimler bulunmaz. 

Ksilozun izomeri olan d-ksilozu metabolize edebilir. ksilozun bu şekilde 

gerçekleştirilen fermentasyon verimi glukoza göre verimi daha düşük olmasına neden 

olmaktadır. Bu nedenle metabolizma mühendisliği ile ksiloz şekerinin etanole 

dönüştürülmesini sağlamak umut verici bir yöntem olabilir. S. cerevisiae’nın güçlü ve 

hızlı etanol üretimi, yüksek etanol direnci, strese karşı dirençli olması, ortamdaki 

oksijenden etkilenmemesi ve güvenilir (GRAS) olması biyoetanol üretimi için sıklıkla 

tercih edilmesine neden olmaktadır ( Matsushika vd. 2009).  

2.6.2 Kluyveromyces marxianus 

Kulyveromyces marxianus ilk kez 1888 yılında E. C. Hansen tarafından üzümden izole 

edilmiş ve Saccharomyces marxianus olarak adlandırılmıştır. Askus ve spor 

morfolojisindeki farklılıkların yanı sıra farklı şekerleri fermente edebilme özellikleri 

nedeniyle 1956 yılında Van Der Walt tarafından Kluyveromyces marxianus olarak 

adlandırılmıştır. Kluyveromyces marxianus süt yoğurt ve peynir gibi ürünlerin yanı sıra 

çürümüş meyvelerden izole edilebilir. K. marxianus karbon kaynağı olarak laktoza karşı 
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özel ilgi gösterir ve S. cerevisiae’nın aksine Crabtree negatif bir mayadır. Şekerleri 

etanole etkin bir şekilde fermente edemez. S. cerevisiae gibi K. marxianus da güvenli 

(GRAS) maya olarak sınıflandırılmıştır. Hızlı büyüme oranı, 52°C’ye kadar etanol 

üretebilmesi (termotolerant maya), inülinaz enzimi ve pektinaz enzimi salgılama gibi 

özelliklerinden dolayı biyoetanol üretimi için verimli bir mayadır (Fonseca vd. 2008; 

Lane vd. 2011). 

Termotolerant özelliğinden dolayı K. marxianus SSF (eş zamanlı sakkarifikasyon ve 

fermentasyon) yönteminde önemli ve sık kullanılan bir mayadır. Fermentasyon 

inhibitörlerine ve yüksek ısıya dayanıklı olmasına karşılık yüksek etanole karşı direnci 

düşüktür. Günümüzde biyoteknolojik ve çevresel alanlarda kullanılmak üzere direncinin 

artırılmasına yönelik çalışmalar yapılmaktadır (Karim vd. 2020).  

2.6.3 Pichia stipitis 

Pichia stipitis, çürüyen ahşaptan ve odunlarda yaşayan böcek larvalarından izole 

edilmiş bir mayadır. Optimum gelişme sıcaklığı 25-33°C ve pH 4.5-5.5 aralığında 

gelişim gösterir. Odunsu yapılarda bulunan monomerik şekerleri kullanırlar. P. stipitis 

beş karbonlu şekerleri kullanarak etanol üretebilirler. Bununla birlikte β-glukozidaz 

enzimiyle selülobiyozu glukoza parçalayarak etanol üretiminde kullanır. Fakat 

glukozdan elde edilen etonol verimi beş karbonlu şekerlere göre daha düşüktür. P. 

stipitis, ortamda bulunan fazla şeker varlığında ve aerobik koşullar altında etanol 

üretimi yapamaz. Bu maya yüksek oksijen varlığında biyokütle artırımı yaparken, düşük 

oksijenli ortamlarda etanol üretimi yaparlar. Biyoetanol üretimi için glukoz ve ksilozun 

yanı sıra mannoz ve galaktoz kullanırken L-arabinozu biyokütle artırımı için kullanırlar 

(Agbogbo vd. 2008).  

P. stipitis güvenli (GRAS) kabul edilen ve ksiloz fermentasyonu yapabilen nadir 

mikroorganizmalardan birisidir. Ksiloz dışındaki beş karbonlu ve altı karbonlu 

şekerlerden etanol üretim verimi oldukça düşüktür. Ortamda oluşan inhibitörlere karşı 

ve yüksek ozmotik basınca karşı direncinin düşük olmasından dolayı yüksek şekerli 

ortamlarda etanol üretimi yapamaz. Fakat ksilozu kullanarak etanol üretebildiği için son 
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yıllarda metabolizma mühendisliği ile etanol verimini artırmak ve dirençli bir maya 

olması yönünle çeşitli çalışmalar yapılmaktadır (Song vd. 2019). 

2.6.4 Zymomonas mobilis 

Zymomonas mobilis biyoetanol üretiminde kullanılan gram negatif anaerobik bir 

bakteridir ve alkollü içeceklerden izole edilmiştir. Tropik ülkelerde pulque ve palmiye 

şarabı üretiminde kullanılan bir bakteridir (Seo vd. 2005). Optimum gelişme sıcaklığı 

25-31°C ve optimum pH 6-7 arasında gelişim gösterir. Bunun yanı sıra düşük pH’a 

sahip steril olmayan ortamlarda da gelişim gösterebilirler. Z. mobilis glukozu 

metabolize edebilmek için Entner-Doudoroff (ED) yolağını kullanır. Bu yolak ile 1 mol 

glukoz başına 1 mol ATP üretebilir. Aldolaz enzimini kullanarak 2-keto-3- deoksi-6-

fosfoglukonatı piruvata dönüştür. Bu glukoza dönüşüm sırasında ATP harcandığı için 

önemli bir etanol üreticisi olan S. cerevisiae’nın aksine daha düşük biyokütle üretimi 

oluşurken etanol üretimi için gerekli yüksek karbon akışı sağlar. Z. mobilis metabolik 

yolağındaki yüksek glukoz varlığından dolayı yüksek teorik etanol verimi (%97) 

gerçekleşir. Bununla birlikte etanol üretiminde yalnızca glukoz, fruktoz ve sükrozu 

kullanabilmesinden dolayı substrat aralığı dar olması ve endüstriyel olarak ssürekli 

etanol üretimi yapamaz. Bu nedenlerden dolayı endüstride etanol üretiminde 

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

2.6.5 Etanol üretimi yapan diğer mikroorganizmalar 

Biyoetanol üretiminde sıklıkla kullanılan yukarıda açıklanmış olan dört 

mikroorganizma dışında Aerobacter, Bacillus, Klebsiella, Aeromonas ve 

Thermoanaerobacter gibi bakteri cinslerinden ve Candida sheate, Pachysolen 

tannophilus mayaları ile Rhizopus, Mucor, Fusarium, Neurospora ve Monilia gibi 

fungus cinslerinden de etanol üretilmektedir (Rastogi ve Shrivastava 2017). Bu 

mikroorganizmalar dışında etanol üretiminde en sık kullanılan bakteri Escherichia 

coli’dir. Genetik modifikasyonlara yatkın olması nedeniyle son yıllarda etanol 

üretiminde sıklıkla kullanılmaya başlanmıştır. Glukozun yanı sıra ksiloz, mannoz, 

galaktoz, arabinoz gibi şekerleri etkin olarak kullanabilme yeteneğine sahiptir. E. coli 

yüksek etanol toleransına sahip bir bakteridir. Etanol üretimi sırasında organik 
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asitlerden yan ürün oluşumu gözlemlenir. Organik asitlerin (asetik asit ve sükkinik asit) 

en temel sebebi E. coli’nin etanol üretimi için kullandığı yolaktaki redoks dengesinin 

bozulması ile asetik asit ve sükkinik asit oluşumuna neden olur. Bazı suşlarının patojen 

olması ve güvenilir (GRAS) mikroorganizma olmama gibi nedenlerden dolayı 

endüstriyel etanol üretiminde kullanımı azdır (Hasunuma vd. 2013). 

2.7 Farklı Hammaddelerden Biyoetanol Üretimi İle İlgili Çalışmalar 

2.7.1 Birinci nesil biyoetanol üretimi ile ilgili çalışmalar 

Birinci nesil biyoetanol üretiminde gıda olarak tüketilen nişasta içerikli (buğday, pirinç, 

mısır gibi) ve şeker içeriği yüksek (şeker pancarı, şeker kamışı gibi) hammaddeler 

kullanılır. Bu durum ile ilgili biyoetanol üretimi ile ilgili bazı çalışmalar yapılmıştır. 

Mısır yüksek nişasta içeriği nedeniyle biyoetanol üretiminde sıklıkla tercih edilir. Mısır 

unundaki nişasta içeriği ile SSF (eş zamanlı sakkarifikasyon ve fermentasyon) ile SHF 

(ayrılmış hidroliz ve fermentasyon)’nin etanol üretimi üzerine etkisine bakılmış bir 

çalışmada SSF işleminde yüksek etanol değeri 1.96 g/l ve teorik verimi %90.32 iken 

daha sonrasında eklenen mineral tuzları ve vitaminler (ZnSO4 . 7H2O, 0.3 g/l; 

MgSO4 · 7H2O, 2.0 g/l; Ca-pantotenat, biyotin ve myoinositol) ile etanol verimi 2.13 

g/l’ye ve teorik verim %98.08 olarak saptanmıştır. Çalışmada S. cerevisiae suşları 

kullanılmıştır (Nicolic vd. 2009).    

Tatlı mısır yüksek şeker içeriğine sahip olması nedeniyle biyoetanol üretim ile ilgili 

çalışmalarda kullanılmaktadır. Yapılan bir çalışmada N2 gazında 24 saat 90°C’de 

inkübe edilmiş ve 72 saat fermentasyonu sonunda 45.6 g/L etanol üretimi 

gerçekleştirilmiştir. Aynı zamanda bütanol üretimine bakılmış ve maksimum etanol 

üretimi 257 saat sonunda 8.3 g/L elde edilmiştir. Biyoetanol üretimi ve bütanol üretimi 

için sırasıyla S. cerevisiae ve Clostridium beijerinckii kullanılmıştır (Gomez-Flores vd. 

2018). 

Şeker pancarı yüksek miktarda şeker içermesi etanol üretimi için sıklıkla kullanılmasına 

ve fazla sayıda literatür çalışması yapılmasına neden olmaktadır. Yapılan bir çalışmada 
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yüksek yerçekimi (VHG) koşulları altında S. cerevisiae mayası kullanılarak melas ve 

şeker pancarı suyu üzerindeki etkiye bakılmış. Elde edilen sonuç ise melastan 83.20 g/L 

etanol elde edilirken şeker pancarı suyundan 132.39 g/L etanol üretimi 

gerçekleştirilmiştir (Razmovski ve & Vučurović 2012).   

Pirinç samanı ise nişasta içeriği yüksek bir hammadde olması literatür çalışmaları için 

sıklıkla tercih edilmesine neden olmuştur. Bir çalışmada NaOH ile ön işleme tabi 

tutulmuş pirinç samanını SHF yöntemi kullanılarak S. tanninophilus mayası ile 9.45 g/L 

etanol üretildiği  gösterilmiş ve %83.5’lik etanol verimi elde edilmiştir (Jin vd. 2020).  

2.7.2 İkinci nesil biyoetanol üretimi ile ilgili yapılan çalışmalar 

İkinci nesil biyoetanol üretiminde kullanılan hammaddeler gıda olarak kullanılmayan 

genellikle orman, tarım, belediye ve meyve suyu fabrikası atıkları gibi lignoselülozik 

hammaddeler kullanılarak üretilir. Lignoselülozik hammaddelerin sıklıkla tercih 

edilmesinin bir diğer önemli sebebi ise ucuz ve bol bulunmaları ile birlikte zengin şeker 

içeriklerinden kaynaklanır. İkinci nesil hammaddelerden biyoetanol üretimiyle ilgi bazı 

literatür çalışmaları aşağıda bahsedilmiştir.  

Muz kabuğu atıkları Malezya’da en büyük tarımsal atıklardan biridir. Bu nedenle Tan 

vd. (2019) yaptığı bir çalışmada hammadde olarak farklı muz kabuğu atığı 

konsantrasyonu, pH etkileri ve azot kaynaklarının etkilerini araştırmıştır. En yüksek 

etanol üretimi %80 muz kabuğu konsantrasyonunda pH 6.8’de 42.47 g/L bulmuş ve 

biyoreaktör kullanılarak bu üretim 45.75 g/L’ye çıktığını göstermiştir.  

Buğday samanı kullanılarak etanol üretiminin gerçekleştirildiği başka bir çalışmada ise 

farklı organik solventlerin ( etanol, metanol, bütanol, aseton ve dietilen 

glukoz)etkilerine bakılmıştır. Çözücü olarak bütanolün kullanıldığı deneyler, 180°C’de 

40 dakika sonunda %89 maksimum selüloz dönüşümü sağlanmış ve teorik etanol verimi 

%67 olarak belirtilmiştir (Salapa vd. 2017). 
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Singh ve Kumar (2020) çalışmasında ise, %5 pirinç samanını %1.25 sodyum karbonat 

ile otoklavlama ön-işlemi sonrasında 728.45 mg/g substrat indirgen şeker tespit etmiş ve 

enzimatik hidroliz sonrası 18.07 g/L etanol elde etmiştir.  

Pirinç samanının seyreltik asit ile muamele edildiği bir diğer çalışmada ise, 10 FPU 

enzim konsantrasyonunda ortama salınan glukoz 83.3 g/L ile ksiloz 31.9 g/L bulunmuş 

ve toplamda elde edilen 115.2 g/L indirgen şeker ile 50 g/L etanol üretilebileceği 

gösterilmiştir ( Kapoor vd. 2017). 

 2.7.3 Üçüncü nesil biyoetanol üretimi ile yapılan çalışmalar 

Üçüncü nesil biyoetanol üretiminde hammadde olarak mikroorganizmalar ve 

mikroalgler kullanılmaktadır. Fotosentetik mikroalgler dışarıdan herhangi bir katkı 

maddesine ihtiyaç duymadan gelişebildikleri için biyoetanol üretiminde sıklıkla 

kullanılmaktadır. Üçünncü nesil biyoetanol üretimi ile ilgili bazı literatür çalışmaları 

aşağıda gösterilmiştir. 

Euchema cottanii kırmızı mikroalgi kullanılarak farklı ön-işlem stratejileri (PSSF (ön-

hidroliz ile eşzamanlı sakkarifikasyon ve fermentasyon) ile PSSCF (ön-hidroliz ile 

eşzamanlı sakkarifikasyon ve birlikte fermentasyon) kullanılarak biyoetanol üretim 

kapasitesi araştırılmıştır. En yüksek biyoetanol verimi PSSF kullanılarak 11.7 g/L 

olarak bulunmuştur (Tan ve Lee 2016). 

Lee vd. (2013) yaptıkları bir çalışmada Saccharina japonica mikroalg biyokütlesine 

170°C’de 15 dakika %0.06 H2SO4 ön-işlemi sonrası SSF yöntemi uygulanmıştır. SSF 

sonrası 13.01 g/L glukoz elde etmiş ve 6.65 g/L biyoetanol üretildiğini göstermiştir. 

Gelidium amansii mikroalg biyokütlesi 121°C’de 60 dakika otoklavlama ön-işlemine 

tabi tutulduktan sonra SSF ve SHF stratejileri uygulanmıştır. SHF işleminde, 6. saat 

sonunda %74.7 teorik etanol verimi ile en yüksek 3.33 mg/mL etanol üretilirken SSF 

işleminde ise, 12. saat %84.9 teorik etanol verimi ile en yüksek 3.78 mg/mL etanol 

üretildiği gösterilmiştir (Kim vd. 2015). 
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Abou El- Souod vd. (2021) yaptıkları bir çalışmada Chlorella vulgaris biyokütlesi iki 

farklı kimyasal ön-işlem (%2 H2SO4 asiti ile muamele ve %5 NaOH alkali ile muamele) 

ve iki farklı fiziksel ön-işlem (mikrodalga ve ultrasonik ile muamele) yöntemleri 

kullanılarak etanol üretim verimleri incelemiştir. Çalışmaların sonunda en yüksek 

indirgen şeker ve etanol verimi %2 H2SO4 ortamında sırasıyla 24.77 g//100 g kuru 

biyokütle ile 16.08 g/100 g kuru biyokütle olarak tespit etmiştir.   

2.7.4 Dördüncü nesil biyoetanol üretimi ile ilgili çalışmalar  

Dördüncü nesil biyoetanol üretimi için metabolizma mühendisliği kullanılarak etanol 

üretim veriminin artırılması hedeflenmektedir. Literatürde mikroorganizmalar veya 

hammaddelerin genetik ve metabolik yolaklarında iyileştirmelerr yapılarak biyoetanol 

üretiminin artırıldığı birçok çalışma bulunmaktadır. Dördüncü nesil biyoetanol üretimi 

ile ilgili bazı çalışmalar aşağıda verilmiştir.   

 Biyoetanol üretiminde kullanılan Enterobacter aerogenes ATCC 29007 suşunun 

biyaetano üretimini arttırmak amaçlanmış ve bu nedenle laktik asit üretimini bloke 

edebilmek için D-latat dehidrogenaz (IdhA) geni silinmiştir. Belirlenen optimal 

koşullarlarda (34°C, pH: 7.5, 72 saat) 34.54 g/L biyoetanol üretimi saptanmıştır. Bu 

verim doğal suşun biyoetanol üretiminden 1.5 kat daha fazla olduğu gösterilmiştir 

(Thapo vd. 2015). 

S. cerevisiae düşük miktarlarda selülaz ve ksilinaz enzimi salgılar ve bu nedenle 

dışarıdan selülaz ve ksilinaz enzim takviyesine ihtiyaç duyar. Bu sebeple, Yang vd 

(2016) S. cerevisiae’nin selülaz enzimi ekspresyon verimliliğini arttırarak düşük 

maliyetli yüksek etanol üretimi sağlamıştır. Biyoetanol üretimi bu iyileştirme ile 57.86 

kat arttırıldığını göstermiştir. 

Bir başka çalışmada ise, S. cerevisiae’ya CRISPIR-Cas9 yaklaşımı ile selülaz sestc 

genini mayanın genomuna entegre ederek lignoselülozik hammaddelerrde biyoetanol 

üretim verimi arttırmak istenmiştir. Çalışmada, ezilmiş portakal kabuğu tozu kullanılmış 

ve gen entegrasyonu ile biyoetanol üretimi 37.7 kat arttığı gösterilmiştir (Yang vd. 

2018). 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1 Materyal 

3.1.1 Tez çalışmasında kullanılan mikroorganizmalar 

Tez çalışmasında Saccharomyces cerevisiae ve Kluyveromyces marxianus mayaları 

kullanılmıştır ve Ankara Üniversitesi Fen Fakültesi Biyoteknoloji Araştırma 

Laboratuvarı Kültür Koleksiyonundan temin edilmiştir. 

3.1.2 Tez çalışmasında kullanılan hammadde kaynağı  

Elma posası Göknur Meyve Suyu Ltd./Niğde’den temin edilmiştir. Hammaddeler 

etüvde (Nevü FN400) 70°C sıcaklıkta kurutulduktan sonra laboratuvar tipi değirmende 

(Miprolab) por çapı 0.20 mm olacak şekilde öğütülerek muhafaza edilmiştir. 

3.2 Yöntem 

3.2.1 Tez çalışmasında kullanılan besiyerleri  

Mayalar patates dekstroz agar (PDA/Merck) yatık besiyerinde stok kültüre alınmıştır ve 

4°C’de buzdolabında saklanmıştır.  

Mayalar fermentasyon deneyleri öncesi glukoz (20 g/L/Merck), pepton (10 g/L/Merck), 

maya özütü (3 g/L/Scharlau) içeren GPY besiyerinde 30°C’de 100 rpm çalkalama 

hızında 24 saat boyunca çalkalamalı etüvde (Gerhardt Thermoshaker) geliştirilmiştir. 

Mayalar GPY besiyerine aseptik koşullarda bir öze dolusu olacak şekilde inoküle 

edilmiştir. GPY besiyerindeki ön-inkübasyon 250 mL Erlenmeyerlerde 100 mL çalışma 

hacminde gerçekleştirilmiştir. 
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3.2.2 Seyreltik asit ön-işlemi için optimum asit konsantrasyonunun belirlenmesi 

Optimum asit konsantrasyonunu belirlemek amacıyla dört farklı (%0.5, %1, %2 ve %5) 

asit konsantrasyonu, %20 kuru elma posası konsantrasyonunda, 15 dakika boyunca 121 

°C’de otoklavda (ALP) ön-işleme tabi tutulmuştur.  

3.2.3 Başlangıç elma posası konsantrasyonunun belirlenmesi 

Elma posasında optimum başlangıç konsantrasyonun belirlemesi için üç farklı (%5, 

%10 ve %20, w/v) elma posası konsantrasyonu ve %1 H2SO4 (v/v) ile muamele edilip 

otoklavda (ALP) 121°C’de 15 dakika boyunca otoklanmıştır. Ön-işlem sonrası 

hidrolizatlar Whatman No:1 kağıtları ile süzülmüş ve süzülen hidrolizatların sıvı 

kısımları sodyum hidroksit (NaOH/Merck) ile pH değerleri 5’e ayarlanmıştır. 

Sterilizasyon için tekrar 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak fermantasyon deneyi için 

hazır hale getirilmiştir. 

3.2.4 Elma posası atıklarında enzimatik hidrolizin ve besiyeri yıkanmasının 

biyoetanol üretimine etkisi 

Farklı elma posası bileşenlerinin etanol üzerindeki etkisini araştırmak için iki farklı 

(katı-sıvı ve elma posasının yakanmış katı kısmı) ortam hazırlanmıştır. Deneyler için 

hazırlanan ilk ortamda elma posasının katı ve sıvı kısmı ayrılmadan kullanılmıştır. 

İkinci ortam için ise ön-işlem sonrası hidrolizat Whatman No:1 kâğıdı kullanılarak 

süzülmüş ve katı kısım pH5 olana kadar su ile yıkanmıştır. Her iki ortamda 15 FPU/g 

substrat CellicCTec 2 (Sigma, 121 FPU/mL) ticari selülaz enzimi ile hidrolize 

edilmiştir. 

3.2.5 Farklı enzim konsantrasyonlarının biyoetanol üretiminde etkisi 

Belirlenen optimum elma posası varlığında, en yüksek şeker içeriğini belirlemek için 

dört farklı enzim konsantrasyonu (15, 30, 60 ve 120 FPU/g substrat) kullanılmıştır. Bu 

nedenle, ön-işlem sonrası besiyerinin pH’ı 50mM sitrat tamponu ile 4.8’e ayarlanmıştır. 

Enzimatik hidroliz 72 saat boyunca 50°C’de çalkalamalı inkübatörde 

(Gerhardt/Thermoshaker) gerçekleştirilmiştir (Chen vd. 2012). 72 saat sonunda 



33 

 

enzimatik aktiviteyi durdurmak için besiyerleri 95°C’de 10 dakika su banyosunda 

(Memmert) bekletilmiştir. 

3.2.6 Çözünür soya unu proteinin hazırlanması 

Çözünür soya proteinini elde etmek için, 100 g soya unu içerisine 50 mM sitrat tamponu 

eklenerek karışım 2 saat boyunca 50°C’de 150 rpm hızda çalkalanmıştır. Daha sonra 

ultrasonikatörde (ISOLAB) 300W’ta 30 dakika boyunca parçalanmıştır. Elde edilen 

materyal 5 dakika 5000 rpm’de santrifüj (Hettich/Rotina 35R) edilmiştir. Ayrılan 

süpernatant kısmı 0.45 µm por çapındaki filtreden süzülmüştür (Luo vd. 2019). 

Hazırlanan stok çözelti içerisindeki protein miktarı Lowry vd. (1951) metoduna göre 

belirlenmiştir. Belirlenen dört farklı çözünebilir soya proteini konsantrasyonu (20, 40, 

80, 160 mg/g), 50 mM sitrat tamponu eklenerek enzimatik hidroliz ve fermentasyon 

deneylerinde kullanılmıştır. 

3.2.7 Fermentasyon deneyleri 

Fermentasyon deneyleri 100 mL Erlenmeyer’de 50 mL çalışma hacminde 30°C 

sıcaklıkta ve 100 rpm çalkalama hızında çalkalamalı inkübatörde yapılmıştır. 

Fermentasyon deneylerinde kullanılan tüm besiyerlerinin pH’ı 4.8’e ayarlanmıştır. GPY 

besiyerinde 24 saat inkübe edilen mayalar fermentasyon besiyerlerine %5 (v/v) oranında 

inoküle edildikten sonra fermentasyon ortamlarından belirli aralıklarla (24, 48, 72 saat) 

etanol ve indirgen şeker miktarlarının belirlenmesi için 1.5 mL örnek 2 mL Ependorf 

tüplerine alınmış ve daha sonra 1000 rpm’de 10 dakika santrifüj (Rotina 35 R) edilerek 

süpernatant kısımları etanol ve indirgen şeker miktarlarına bakılmak üzere 

kullanılmıştır. 

Fermentasyon deneylerinde organik azot ve mineral tuzları elma posası besiyerine 

eklenmiştir. Organik azot kaynağı olarak; pepton (5 g/L) ve maya özütü (3 g/L) 

kullanılmıştır. Mineral tuzları için ise; MgSO4.7H2O (0.5 g/L), KH2PO4 (1 g/L), CaCl2 

(0.1 g/L) ve ZnSO4 (0.05 g/L) ilave edilerek pH 4.8’de fermentasyon deneylerinde 

kullanılmıştır. 
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3.3 Analitik Yöntemler 

3.3.1 Biyoetanol konsantrasyonlarının belirlenmesi 

Biyoetanol miktarlarının belirlenmesinden önce besiyerlerinden farklı zamanlarda (24, 

48, 72 saat) alınan 1.5 mL örnekler 10000 rpm’de 10 dakika santrifüj edilmiştir. Etanol 

konsantrasyonu Gaz Kromotografisi (GC- 2010/Shimadzu) cihazında belirlenmiştir. GC 

cihazında alev iyonlaştırıcı dedektör (FID) ve 0.25 mm çap ve 60 metre uzunluğunda 

RTX-Wax (RESTEK) kolonu ve taşıyıcı gaz olarak azot kullanılmıştır. FID 

dedektöründe ise kuru hava ve hidrojenden yararlanılmıştır. Etanol ölçümlerinde 1 µL 

örnek 140°C sıcaklıktaki enjeksiyon portuna enjekte edilmiştir. FID dedektörünün 

sıcaklığı 160°C’ye ayarlanmış, kolonun başlangıç sıcaklığı ise 50°C’ye getirilerek 19 

dakika içerisinde 150°C’ye çıkacak şekilde ayarlanmıştır. Kolon basıncı 200 kPa’ya 

getirilerek kolon akışı 1.86 mL/dakika, toplam akış ise 190.4 mL/dakikaya ayarlanmıştır 

(Wistara vd. 2016). Cihazda gözlemlenen pikler, daha önce yapılan etanol standartına 

göre GC cihazında bulunan yazılım ile hesaplanarak etanol miktarları g/L cinsinden 

elde edilmiştir. 

3.3.2 Elma posasındaki indirgen şeker konsantrasyonlarının belirlenmesi 

Toplam indirgen şeker içeriği dinitro salisilik asit (DNS) yöntemi (Miller vd. 1959) ile 

spektrofotometrede (Shimadzu) 540 nm dalga boyunda belirlenmiştir. Deneyde 

kullanılan S. cerevisiae ve K. marxianus mayaları için altı karbonlu şeker standartı 

(glukoz) kullanılmıştır.  

3.3.3 Elma posasındaki şeker profillerinin belirlenmesi 

Şeker tayininden önce besiyerlerinden alınan 1.5 mL örnekler 10000 rpm’de 10 dakika 

santrifüj edilmiştir. Elma posasının içeriğindeki şekerlerin tiplendirilmesinde Yüksek 

Performanslı Sıvı Kromotografisi (HPLC/Shimadzu) cihazı kullanılmıştır. Şeker analizi 

öncesi örnekler seyreltilmiş ve HPLC viallerine 0.45 µm por çapındaki membran 

filtrelerden süzülmüştür. Yürütücü faz olarak 5 mM H2SO4 kullanılmıştır. Örneklerin 

okunması için Refractive Index Dedector (RID)  ve BioRad Aminex HPX-87-P 
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kolondan yararlanılmıştır. Toplam akış hızı 0.6 mL/dakika ve sıcaklık 70 
°
C olarak 

ayarlanmış ve kullanılan yürütücü faz vakum pompasından geçirilerek steril edilmiştir. 

3.3.4 Selülaz aktivitesinin belirlenmesi 

Bu çalışmada selülaz enzimi olarak ticari enzim olan CellicCTec2 

(Novozymes/Danimarka) kullanılmıştır. Enzimin filtre kağıdı birimi (filter paperase 

unit/FPU) ise Ulusal Yenilenebilir Enerji Laboratuvarı (NREL/ABD) protokollerine 

göre belirlenmiştir (Adney ve Baker 2008).  CellicCTec2 enziminin selülaz aktivitesi 

121 FPU/mL olarak belirlenmiştir. Filtre kağıdı olarak Whatman No:1 filtre kağıdı 

kullanılmıştır. Filtre kağıtları 1x6 cm olacak şekilde kesilerek deney tüplerinde sitrat 

tamponu ile muamele edilmiştir. Bu karışımın üzerine belirli oranlarda seyreltilmiş 

selülaz enzimi konulmuş, ayrı olarak belirli oranda seyreltilmiş standart glukoz 

çözeltileri ile birlikte 50°C’deki su banyosunda (Memmert) bekletilmiştir. 1 saat 

inkübasyon süresinin sonunda örnekler 95°C’de su banyosunda kaynatılarak enzimatik 

aktivitenin durdurulmuştur. Bu işlemlerden sonra örnekler DNS ile filtre kağıdından 

ortama salınan indirgen şeker miktarları hesaplanmıştır. 1x6 cm ayarlanan filtre 

kağıdından 1 saat içerisinde ortama 2 mg glukoz salınımına neden olan enzim 

konsantrasyonu 1 FPU olarak belirlenmiştir. 

3.3.5 Selüloz tayini 

Selüloz analizleri için standart ISO protokolü (ISO 5498-1981) kullanılmıştır. Elma 

posasının içeriğindeki selüloz miktarının belirlenmesi hizmet alımı ile dış bir 

laboratuvarda (Düzen Norwest/Ankara) yapılmıştır. 

 3.3.6 Kinetik parametrelerde kullanılan denklemler   

Maksimum teorik etanol verimi hesaplanırken aşağıdaki denklem kullanılmıştır. (Kim 

ve Lee 2007). 

                      ( )  
       (  ⁄ )

                 (  ⁄ )         
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Denklemdeki ‘Etanol (g/L)’ en yükek etanol üretim zamanının gözlendiği süre 

içerisindeki etanol konsantrasyonunu, ‘Başlangıç şekeri (g/L)’, fermentasyon öncesinde 

ortamda bulunan indirgen şeker miktarını göstermektedir. ‘0.511’ ise sabit değerdir. 

Etanol üretkenliği (Qp) ise aşağıdaki denkleme göre hesaplanmıştır (Roca ve olssan 

2013) 

                   (  )  
                (   )

  
 

 

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

etanol miktarını, ‘t’ ise zamanı ifade etmektedir. 

Etanol verimliliği (YP/S) ise aşağıdaki denkleme göre hesaplanmıştır. (Yücel ve Aksu 

2015) 

                      ⁄  (  ⁄ )  
                (   )

                        (   )
 

 

Bu denklemde ‘Maksimum Etanol (g/L)’ ifadesi belirli bir zamanda elde edilen 

maksimum etanol miktarını, ‘Harcanan indirgen şeker (g/L)’ ise en yüksek etanol 

miktarının saptandığı zaman dilimindeki harcanan şeker miktarını belirtmektedir.  
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

4.1 Ön-İşlem Yöntemlerinin Etanol Üretimi Üzerine Etkileri 

Yapılan tez çalışmasının bu bölümünde ilk olarak optimum asit konsantrasyonunun 

etanol üretimine etkisi belirlenmiştir. Bunun için %20 elma posası ve 4 farklı H2SO4 

(%0.5, %1, %2 ve %5 v/v) konsantrasyonu ile S. cerevisiae kullanılarak etanol üretimi 

incelenmiştir. Sonuçlar Şekil 4.1’de gösterilmiştir.  

 

Şekil 4.1 %20 elma posası varlığında ve farklı asit konsantrasyonlarında S. cerevisiae’da etanol 

üretimi  

 

Ön-işlem koşulu: %1 H2SO4 ile 121°C’de 15 dakika otoklavlama fermentasyon koşulu: pH:4.8, 

30°C sıcaklıkta çalkalama hızı: 100 rpm 48 saat  

 

En yüksek etanol verimi %1 asit konsantrasyonunda 21.9 g/L etanol üretilirken, asit 

miktarı arttırıldığı zaman etanol üretimi ters yönde etkilenmiş ve asit konsantrasyonu 

%5’ e çıkarıldığında 7.8 g/L’ye düşmüştür.  
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4.2 Elma Posasının İçeriğindeki İndirgen Şeker Profillerinin Belirlenmesi  

Tez çalışmasının bu kısmında, elma posasının selüloz içeriklerine bakılmıştır ve elma 

posasının selüloz içeriği % 27.5 (w/w) olarak saptanmıştır.  

Enzimatik hidroliz öncesi %20 elma posası ön işleme tabi tutulduktan sonra, 15 FPU/g 

substrat enzim eklenerek hammaddenin içeriğindeki indirgen şeker tipleri yüksek 

performanslı sıvı kromotografisi (HPLC) ile belirlenmiştir. Enzimatik hidroliz öncesi 

%20 elma posasında en bol bulunan indirgen şekerin %45.02 oranıyla arabinoz olduğu 

gözlenmiştir. Bunun yanı sıra glukoz, galaktoz, fruktoz ve ksiloz oranları sırasıyla 

%21.10, %9.07, %17.03 ve %7.74 olarak saptanmıştır. 15 FPU/g substrat enzim 

muamelesinden sonra ise en yüksek indirgen şeker yüzdesinin %74.14 oranıyla glukoz 

olduğu belirlenmiştir. Galaktoz, fruktoz, ksiloz ve arabinoz şekerleri ise sırasıyla %3.47, 

%6.02, %2.93 ve %13.44 oranında hesaplanmıştır. Sonuçlar Çizelge 4.1’de 

gösterilmiştir. 

Çizelge 4.1 Enzimatik hidroliz öncesi ve Enzimatik hidroliz sonrası elma posasındaki 

şeker yüzdeleri  

 

Ön-işlem koşulu: %1 H2SO4 ile 121°C’de 15 dakika otoklavlama fermentasyon koşulu: pH:4.8, 

30°C sıcaklıkta çalkalama hızı: 100rpm 48 saat  

 

 

 

 

 

Şeker Yüzdesi 

(%) 

Glukoz Galaktoz Fruktoz Ksiloz Arabinoz 

Enzimatik 

Hidroliz Öncesi 
21.10 9.07 17.03 7.74 45.02 

Enzimatik 

Hidroliz 

Sonrası 

74.14 3.47 6.02 2.93 13.44 
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4.3 Başlangıç Elma Posası Konsantrasyonunun Belirlenmesi 

Çalışmalarının bu kısmında başlangıç elma posası konsantrasyonunun biyoetanol 

üretimine etkisi incelenmiştir. Elma posasının etanol üretim kapasitesinin yeterli 

olmasının görülmesi üzerine, deneylerin bu kısmından itibaren K. marxianus ve S. 

cerevisiae mayaları kullanılmıştır. 

Başlangıç için belirlenen üç farklı elma posası konsantrasyonunun (%5, %10, %20), 

mayaların etanol üretimlerine etkileri araştırılmıştır. Elma posasının %1 H2SO4 ile ön 

işlemi sonucunda %5 biyokütle konsantrasyonunda 35.74 g/L,  %10 biyokütle 

konsantrasyonunda 55.43 g/L ve %20 biyokütle konsantrasyonunda ise 84.47 g/L 

indirgen şeker içeriğine sahip olduğu belirlenmiştir. Başlangıç indirgen şeker 

konsantrasyonu ile S. cerevisiae ve K. marxianus’un etanol üretimleri Şekil 4.2 ve Şekil 

4.3’de belirtilmiştir. 

  
Şekil 4.2 S.cerevisiae’de farklı konsantrasyonlardaki ilk elma posası yüklemelerinde başlangıç 

şeker miktarı ve biyoetanol miktarı 

 

Ön-işlem koşulu: %1 H2SO4 ile 121°C’de 15 dakika otoklavlama fermentasyon koşulu: pH:5, 

30°C sıcaklıkta çalkalama hızı: 100rpm 48 saat  
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Şekil 4.3 K. marxianus’ta farklı konsantrasyonlardaki ilk elma posası yüklemelerinde başlangıç 

şeker miktarı ve biyoetanol miktarı 

 

Ön-işlem koşulu: %1 H2SO4 ile 121°C’de 15 dakika otoklavlama fermentasyon koşulu: pH:4.8, 

30°C sıcaklıkta çalkalama hızı: 100 rpm 48 saat  

Farklı elma posası konsantrasyonlarının etanol üretimi üzerindeki etkilerine bakıldığı 

deneylerde, her iki maya için de en yüksek etanol miktarı %20 elma posası 

konsantrasyonunda, en düşük etanol üretimi ise %5 elma posası varlığında gözlenmiştir. 

S. cerevisiae ve K. marxianus’ta %20 biyokütle varlığında sırasıyla 21.9 g/L ve 10.84 

g/L olarak etanol üretilmiştir. %5 elma posası konsantrasyonunda ise üretim miktarı 

sırasıyla aynı mayalar için 13.1 g/L ve 4.26 g/L olarak saptanmıştır. Bununla birlikte 

%10 elma posası varlığında ise S. cerevisiae’de 16.72 g/L ve K. marxianus’ta 9.71 g/L 

etanol üretimi gözlenmiştir. Deneylerde kullanılan farklı elma posası 

konsantrasyonlarının tümünde S. cerevisiae için en yüksek etanol miktarı 48. saat 

sonunda, K. marxianus için ise 24. saat sonunda saptanmıştır.  

Yapılan deneyler sonucunda en yüksek etanol konsantrasyonu %20 elma posası 

varlığında saptandığı için ilerleyen deneylerde bu konsantrasyon kullanılmıştır.  
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Başlangıç elma posası etkileri bazı kinetik parametreler (teorik etanol verimi/%, 

volümetrik üretkenlik/Qp ve fermentasyon verimi/YP/S) hesaplanmıştır. %20 elma posası 

konsantrasyonunda, S. cerevisiae  ve K. marxianus’ta teorik etanol verimleri sırasıyla 

%50 ve %25.1 olarak hesaplanmıştır. Volümetrik üretkenlik (Qp) S. cerevisiae’de 0.44 

g/L.h ve K. marxianus’ta 0.45 g/L.h olarak saptanmıştır ve ek olarak aynı mayalarda 

fermentasyon verimi (Yp/s) sırasıyla 0.44 g/g ve 0.21 g/g olarak belirlenmiştir. Kinetik 

parametreler ile oluşturulan sonuçların tamamı Çizelge 4.2’de gösterilmiştir. 

Çizelge 4.2 %20 başlangıç elma posası konsantrasyonlarındaki kinetik parametre 

sonuçları  

 

 

Mikroorganizma 

S. cerevisiae K.  marxianus 

Teorik etanol verimi 

(%) 
50.0 25.1 

Qp  

(g/L.h) 
0.44 0.45 

Yp/s  

(g/g) 
0.44 0.21 

Ön-işlem koşulları: 121°C’de 15 dakika %1 H2SO4, fermentasyon koşulu: pH:4.8, 30°C’de 100 

rpm çalkalama hızı 

4.4 Besiyeri Yıkanmasının Ve Enzimatik Hidrolizin Etanol Üretimine Etkisi 

Deneylerde ek olarak iki farklı büyüme ortamının (katı-sıvı tüm hidrolizat, yıkanmış 

katı hidrolizat) indirgen şeker ve etanol miktarına etkileri araştırılmıştır. Her bir büyüme 

ortamı, belirlenen optimum elma posası konsantrasyonunda (%20) 121°C’de, 15 dakika 

boyunca, %1 H2SO4 ve 15 FPU/g substrat enzim varlığına hidroliz edilerek yapılmıştır. 

Deney için uygulanan iki büyüme ortamında da S. cerevisiae ve K. marxianus mayaları 

kullanılmıştır. Her iki maya için de en yüksek etanol miktarı katı-sıvı büyüme 

ortamında bulunmuştur. S. cerevisiae 48 saat fermentasyon sonunda en yüksek 40.7 g/L, 

K. marxianus ise 24 saat sonunda en yüksek 21.0 g/L etanol üretmiştir. Diğer taraftan 

yıkanmış katı fraksiyonu içeren büyüme ortamında ise, en yüksek etanol üretimi S. 

cerevisiae için 28.5 g/L ve K. marxianus için 15.0 g/L olarak bulunmuştur. Katı sıvı 
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besiyerinin içeriğindeki yüksek indirgen şeker miktarı ve yüksek etanol üretiminden 

dolayı ilerleyen deneylerde büyüme ortamı olarak katı-sıvı tüm elma posası hidrolizatı 

kullanılmıştır.  Sonuçlar Şekil 4.4 ve 4.5’de gösterilmiştir.  

 

 

Şekil 4.4 S. cerevisiae’nin farklı besiyeri ortamlarında harcanan şeker ve etanol üretimi  

(a) Yıkanmış katı fraksiyon, (b) Katı-sıvı tüm fraksiyon 

Ön-işlem: 121°C’de 15 dakika %1 H2SO4 otoklavlama, Başlangıç biyokütle: %20, pH:4.8 Enzim 

konsantrasyonu: 15 FPU/g substrat, 30°C’de 100 rpm çalkalama hızı 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

0

20

40

60

80

100

120

140

0 24 48 72

B
iy

o
et

an
o

l 
(g

/L
) 

İn
d

ir
g
en

 ş
ek

er
 (

g
/L

) 

Zaman (saat) 

a 
şeker konsantrasyonu biyoetanol

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

0

20

40

60

80

100

120

140

0 24 48 72

B
iy

o
et

an
o
n
 (

g
/L

) 

İn
d
ir

g
en

 Ş
ek

er
 (

g
/L

) 

Zaman (saat) 

b İndirgen şeker Biyoetanol



43 

 

 

 

Şekil 4.5 K. marxianus’un farklı besiyeri ortamlarında harcanan şeker ve etanol üretimi  

 
(a) Yıkanmış katı fraksiyon, (b) Katı-sıvı tüm fraksiyon 

Ön-işlem: 121°C’de 15 dakika %1 H2SO4 otoklavlama, Başlangıç biyokütle: %20, pH:4.8 Enzim 

konsantrasyonu: 15 FPU/g substrat, 30°C’de 100 rpm çalkalama hızı  
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4.5 Artan Enzim Konsantrasyonlarının İndirgen Şeker Ve Etanol Üretimine Etkisi    

Tez çalışmasının bu kısmında, %20 katı-sıvı elma posası fraksiyonunun enzimatik 

hidrolizi ile ortama salınan indirgen şekerlerin konsantrasyonu ve etanol üretimine 

etkileri araştırılması için farklı enzim konsantrasyonları (15, 30, 60, 120 FPU/g substrat) 

kullanılarak test edilmiştir. Selülaz enzimi olarak CellicCTec2 (Novozymes/Danimarka) 

kullanılmıştır. 

Elma posasının enzimatik hidrolizi 50 mM sitrat tamponu varlığında 72 saat boyunca, 

50°C’de, 100 rpm çalkalama hızında yapılmıştır. Deneyde enzim konsantrasyonu 

arttıkça ortama salınan indirgen şeker miktarının da doğru orantılı olarak arttığı 

gözlenmiştir. Enzimatik hidroliz sonrası ortama salınan şeker miktarları Çizelge 4.3’te 

gösterilmiştir. En yüksek indirgen şeker konsantrasyonu 72 saat sonunda 120 FPU/g 

substrat enzim varlığında 155 g/L olarak saptanmıştır. En düşük şeker konsantrasyonu 

ise 15 FPU/g substrat’ta 117 g/L olarak bulunurken 30 ve 60 FPU/g substrat’ta ise 

sırasıyla 121 g/L ve 141 g/L olarak görülmüştür.  

Çizelge 4.3 %20 katı-sıvı elma posası fraksiyonunda 72 saat sonunda enzimatik hidroliz 

sonucunda ortama salınan indirgen şeker miktarları  

Enzim 

(FPU/g substrat) 

İndirgen Şeker konsantrasyonu 

(g/L) 

15 
117  

±8.45 

30 
121  

±13.77 

60 
141  

±7.01 

120 
155  

±10.08 
Ön-işlem koşulu: %1 H2SO4 ile 121°C’de 15 dakika otoklavlama fermentasyon koşulu: pH:4.8, 

30°C sıcaklıkta çalkalama hızı: 100rpm 48 saat  

Enzimatik hidroliz sonrasında etanol üretim miktarları, indirgen şeker 

konsantrasyonlarına benzer şekilde, enzim konsantrasyonları ile orantılı olarak etanol 

üretim miktarının da arttığı belirlenmiştir. S. cerevisiae için en yüksek etanol üretimi 

120 FPU/g substrat enzim varlığında 52.4 g/L olarak tespit edilmiştir. Diğer taraftan bu 
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maya için en düşük etanol üretimi ise 15 FPU’da 40.7 g/L olarak bulunurken 30 ile 60 

FPU/g substrat’ta ise sırasıyla 43.3 ve 48.7 g/L etanol üretildiği gösterilmiştir. K. 

marxianus mayası için ise en yüksek etanol miktarı 60 FPU/g substrat’ta 24.4 g/L 

gözlemlenmiştir. En düşük etanol üretimi ise 120 FPU/g substrat’ta 2.93 g/L olarak 

bulunurken 30 ve 15 FPU/g substrat’ta sırasıyla 21.3 ile 21.0 g/L olarak tespit 

edilmiştir. Enzimatik hidrolizin her iki maya için de etanol üretimi sonuçları Çizelge 

4.4’de verilmiştir.  

Çizelge 4.4 %20 katı-sıvı elma posası fraksiyonunda dört farklı enzim 

konsantrasyonunda üretilen en yüksek etanol miktarları (g/L)  

 

 

Mikroorgaanizmalar 

Etanol Üretim Miktarı 

(g/L) 

 

15 FPU 

 

30 FPU 

 

60 FPU 

 

120 FPU 

 

S. cerevisiae 

40,77 

±3.04 

43.32 

±0.00 

48.7 

± 0.83 

52.42 

± 2.43 

 

K. marxianus 

21.08 

± 0.73 

21.37 

±1.16 

24.47 

±0.70 

2.93 

±0.43 

Ön-işlem koşulu: 121°C’de 15 dakika %1 H2SO4, Fermentasyon koşulu: pH:4.8, 30°C’de 100 

rpm. Çalkalama hızı 

Ayrıca deneyin bu kısmında her iki mayanın da etanol ürettiği ve ortamda serbest halde 

bulunan indirgen şekerlerin tükendiği gözlenmiştir. Etanol konsantrasyonları ortamdaki 

indirgen şekerlerin kullanılmasıyla ilk önce artış göstermiş, daha sonra ortamdaki 

indirgen şeker miktarları düşünce doğru orantılı olarak etanol konsantrasyonlarının da 

düştüğü belirlenmiştir. S. cerevisiae’nin en yüksek etanol üretimine 48 saat sonunda ve 

K. marxianus’un  ise 72 saat sonunda en yüksek etanol üretimine ulaştığı tespit 

edilmiştir.  Etanol konsantrasyonları 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 düşmüştür. 

Yapılan çalışmada S. cerevisiae ve K. marxianus mayaları için %20 katı-sıvı elma 

posası fraksiyonunun dört farklı enzim konsantrasyonunda ki kinetik parametreleri 

ayrıca hesaplanmıştır.  
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S. cerevisiae, 15 FPU/g substrat enzim varlığında, teorik verimin %68.5’ine, 30 FPU/g 

substratta %70.3’üne, 60 FPU/g substrat için % 60.8’ine ve 120 FPU/g substrat için ise 

%66.1’ine ulaşmıştır. Qp değerleri ise 15 FPU, 30 FPU, 60 FPU ve 120 FPU enzim 

konsantrasyonları için sırasıyla 0.84 g/L.h, 0.90 g/L.h, 0.91 g/L.h ve 1.09 g/L.h olarak 

hesaplanmıştır ve YP/S değerleri ise sırasıyla 0.46 g/g, 0.43 g/g, 0.42 g/g ve 0.42 g/g 

olarak saptanmıştır.  

K. marxianus mayası için ise teorik verim 15 FPU/g substrat için %35.4’üne, 30 FPU/g 

substrat için %34.7’’sine, 60 FPU/g substrat için %33.8’ine ve 120 FPU/g substrat için 

ise  %3.7’sine ulaşmıştır. Qp değeri ise 15 FPU, 30 FPU, 60 FPU ve 120 FPU enzim 

konsantrasyonları için sırasıyla 0.87 g/L.h, 0.89 g/L.h, 1.01 g/L.h ve 0.12 g/L.h olarak 

hesaplanmıştır. Ayrıca YP/S değeri ise sırasıyla 0.31 g/g, 0.36 g/g, 0.37 g/g ve 0.02 

olarak saptanmıştır. Her iki maya için de tüm kinetik parametre verileri Çizelge 4.5’de 

verilmiştir.  

Çizelge 4.5 Farklı asit konsantrasyonlarında S. cerevisiae ve K. marxianus mayalarına 

ait kinetik parametre verileri  

  

Enzim Konsantrasyonu 

 

(FPU/g substrat) 

15 30 60 120 

Teorik 

Etanol 

Verimi  

(%) 

 

S. cerevisiae 
68.5 70.3 60.8 66.1 

 

K. marxianus 
35.4 34.7 33.8 3.70 

 

Qp 

(g/L.h) 

 

S. cerevisiae 
0.84 0.90 0.91 1.09 

 

K. marxianus 
0.87 0.89 1.01 0.12 

 

YP/S 

(g/g) 

 

S. cerevisiae 
0.46 0.43 0.42 0.42 

 

K. marxianus 
0.31 0.36 0.37 0.02 

Ön-işlem Koşulu: 120°C’de 15 dakika %1 H2SO4, Fermentasyon Koşulu: pH:4.8, 30°C 

Çalkalama Hızı: 100 rpm 
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4.6 Çözünür Soya Unu Proteininin İndirgen Şeker Ve Etanol Üretimine Etkisi 

Çalışmanın bu bölümünde ise enzimatik hidrolize çözünür soya unu proteininin (ÇSUP) 

katkılanması ile ortama salınan indirgen şeker konsantrasyonları ve etanol üretimine 

etkilerinin araştırılması için dört farklı çözünür soya unu konsantrasyonu (20, 40, 80, 

160 mg/g substrat) denenmiştir. Deneyler 60FPU/g substrat enzim varlığında 

gerçekleştirilmiştir. Kontrol olarak ÇSUP içermeyen besiyeri ortamı kullanılmıştır. 

Enzimatik hidroliz sonrası, çözünür soya unu proteininin eklenmesi ile ortama salınan 

şeker miktarları Çizelge 4.6’de gösterilmiştir. En yüksek indirgen şeker miktarı 60 FPU 

enzim ve 80 mg/g selüloz ÇSUP ile takviye edildiğinde 176 g/L olarak bulunmuştur. En 

düşük indirgen şeker ise ÇSUP eklenmeyen ortamda 141.04 g/L olarak tespit edilirken, 

20 mg/g selüloz ÇSUP içeren ortamda 148.28 g/L, 40 mg/g selüloz ÇSUP varlığında ise 

169.30 g/L ve 160 mg/g selüloz’da ise 151.28 g/L olarak hesaplanmıştır.  

Çizelge 4.6 %20 katı-sıvı elma posası fraksiyonunun artan ÇSUP konsantrasyonunda 

belirlenen indirgen şeker konsantrasyonları (g/L) 

Çözünür Soya Unu proteini 

(mg/g selüloz) 

İndirgen Şeker konsantrasyonu 

(g/L) 

0 
141.04 

±7.01 

20 
148.28 

±4.92 

40 
169.30 

±3.32 

80 
176.43 

±4.92 

160 
151.28 

±0.98 
Ön-işlem Koşulu: 120°C’de 15 dakika %1 H2SO4, Fermentasyon Koşulu: pH:4.8, 30°C 

Çalkalama Hızı: 100 rpm 

Çözünür soya unu proteinleri besiyeri ortamına eklendikten sonra etanol miktarlarına 

bakıldığında indirgen şeker konsantrasyonlarına benzer bir şekilde, ÇSUP 

konsantrasyonları arttığında etanol konsantrasyonlarının da arttığı belirlenmiştir. Her iki 

maya içinde 80 mg/g selüloz ÇSUP varlığında en yüksek etanol üretimi gözlenmiştir ve 

bu değerler, S. cerevisiae için 53.1 g/L ve K. marxianus için ise 29.5 g/L olarak tespit 

edilmiştir. Bununla birlikte S. cerevisiae mayası için ÇSUP içermeyen ortamda 43.9 
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g/L, 20 mg/g selüloz’da 43.33 g/L, 40 mg/g selüloz’da 49.18 g/L ve 160 mg/g selüloz 

varlığında ise 37.91 g/L olarak hesaplanmıştır. K. marxianus mayasında ise bu miktarlar 

sırasıyla 24.47 g/L, 25.72 g/L, 27.37 g/L ve 21.47 g/L olarak tespit edilmiştir. Çözünür 

soya unu proteininin etanol üretimine etkisi ile ilgili sonuçlar Çizelge 4.7’de 

gösterilmiştir.  

Çizelge 4.7 %20 katı-sıvı elma posası ortamında ve artan ÇSUP konsantrasyonunda 

üretilen en yüksek etanol miktarı   

ÇSUP 

Konsantrasyonu 

(mg/g selüloz) 

 

Mikroorganizma 

Etanol Üretim 

Miktarı 

(g/L) 

0 

S. cerevisiae 

43.9 

± 1.12 

 

K. marxianus 

24.47 

± 1.69 

 

20 

S. cerevisiae 

43.33 

± 3.33 

 

K. marxianus 

25.72 

± 0.13 

 

40 

S. cerevisiae 

49.18 

± 3.32 

 

K. marxianus 

27.37 

± 37.37 

 

80 

S. cerevisiae 

53.18 

± 0.04 

 

K. marxianus 

29.59 

± 0.70 

 

160 

S. cerevisiae 

37.91 

± 4.14 

 

K. marxianus 

21.47 

± 0.49 

 
Ön-işlem Koşulu: 120°C’de 15 dakika %1 H2SO4, Fermentasyon Koşulu: pH:4.8, 30°C 

Çalkalama Hızı: 100 rpm 
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Çalışmada ayrıca her iki mayanın %20 elma posası ortamında tükettiği şeker ve ürettiği 

etanol miktarları Şekil 4.6 ve 4.7’de gösterilmiştir. Daha önceki deneylere benzer bir 

şekilde etanol üretiminde ilk olarak artış gözlemlenmiş, daha sonra ise etanol miktarının 

düştüğü saptanmıştır. S. cerevisiae’da en yüksek etanol üretimi 48. saatte ve K. 

marxianus’ta ise 72. saatte olduğu gözlenmiştir.  

 

Şekil 4.6 S. cerevisiae’ta farklı ÇSUP konsantrasyonlardaki etanol üretimi 

 
Ön-işlem Koşulu: 120°C’de 15 dakika %1 H2SO4, Fermentasyon Koşulu: pH:4.8, 30°C Çalkalama Hızı: 

100 rpm, fermentasyon süresi 72 saat, 60 FPU/g substrat 
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Şekil 4.7 K. marxianus’ta farklı ÇSUP konsantrasyonlardaki etanol üretimi 

 
Ön-işlem Koşulu: 120°C’de 15 dakika %1 H2SO4, Fermentasyon Koşulu: pH:4.8, 30°C Çalkalama Hızı: 

100 rpm 

Çalışmada S. cerevisiae ve K. marxianus mayaları için kinetik parametreler ayrıca 

hesaplanmıştır. S. cerevisiae mayası için 60 FPU enzim konsantrasyonunda teorik 

etanol verimi ÇSUP içermeyen ortamda %60.8, 20 mg/g selüloz’da %57.1, 40 mg/g 

selülozda %56.8, 80 mg/g selülozda %58.9 ve 160 mg/g selülozda ise %49.0 olarak 

tespit edilmiştir. Qp  değeri ise sırasıyla 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 hesaplanırken, YP/S değerleri ise sırasıyla 0.42 g/g, 0.40 g/g, 0.46 g/g, 

0.47 g/g ve 0.38 g/g olarak gözlenmiştir. 

Aynı hesaplamalar, aynı koşullar altında K. marxianus mayası içinde yapılmıştır ve 

teorik etanol verimi ÇSUP içermeyen ortamda %33.8, 20 mg/g selüloz’da %33.9, 40 

mg/g selülozda %31.6, 80 mg/g selüloz’da %32.8 ve 160 mg/g selülozda ise %27.7 

olarak hesaplanmıştır. Qp  değerleri ise sırasıyla 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 saptanırken, YP/S değerleri ise sırasıyla 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 edilmiştir. Tüm kinetik parametre sonuçları 

Çizelge 4.8’da gösterilmiştir. 

Çizelge 4.8 %20 katı-sıvı elma posası fraksiyonunda S. cerevisiae ve K. marxianus 

mayalarına ait bazı kinetik parametreler 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Yakın gelecekte fosil yakıtların tükenecek olması ve bu yakıtların neden olduğu enerji 

krizi ile çevresel sorunlardan dolayı alternatif yenilenebilir enerji kaynaklarının 

araştırılması zorunlu hale gelmiştir. Yapılan tez çalışmasında elma posasının etanol 

üretimi kapasitesi ve enzimatik hidrolize çözünür soya unu proteininin etkileri 

araştırılmıştır.   

5.1 Ön-İşlem Yöntemlerinin Etanol Üretimine Etkisi 

Lignoselülozik materyalin fermentasyon deneyleri öncesinde ön-işlem görmesi, yapıda 

bulunan ligninin parçalanarak indirgen şekerlerin ortamda serbest halde bulunması için 

önem arz etmektedir. Lignoselülozik materyalin ön-işleminde, sıklıkla seyreltik asitler 

ile muamele kullanılmaktadır. Tez çalışmasında, %27.5 selüloz içeriğine sahip elma 

posası kullanılmıştır. Hammadde olarak elma posası kullanan Ucuncu vd. (2013) yaptığı 

bir çalışmada ise, kullanılan elma posasında %27.53 selüloz tespit etmiştir. 

Literatürde yapılan çalışmalar seyreltik asit/otoklav ön-işleminin son derece etkin bir 

metot olduğunu göstermektedir. Hsu vd. (2010) yaptığı bir çalışmada pirinç samanını 

iki farklı seyreltik asit konsantrasyonu (%0.5 ve %1) ile ön-işleme tabi tutmuş ve 100 g 

pirinç samanı besiyerinde en iyi sonucu 160°C’de %1 H2SO4’te 25 g glukoz olarak 

bulmuştur. Bir başka çalışmada ise farklı lignoselülozik hammaddeler (miscanthus, 

buğday samanı ve söğüt) kullanılarak farklı termokimyasal ön-işlem (%1 H2SO4, %5 

NaOH) yöntemleri karşılaştırılmış ve en yüksek indirgen şeker verimi %1 H2SO4 ön-

işlem yönteminde tespit edilmiştir (Wilkinson vd. 2016).   

5.2 Elma Posasının İçeriğindeki İndirgen Şeker Profilleri  

Elma posası, gıda ve meyve suyu endüstrisinin önemli bir atığıdır. Aynı zamanda ucuz 

ve yüksek fermente edilebilir şeker içeriğine sahiptir (Pathania vd 2017).  Bu 

nedenlerden dolayı elma posasının içeriğindeki fermente edilebilir şeker miktarları 

literatürde sıklıkla araştırılmıştır. 
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Tez çalışmasında %20 katı-sıvı elma posasının içeriğindeki enzimatik hidroliz öncesi ve 

enzimatik hidroliz sonrası (15 FPU) indirgen şeker yüzdeleri ve tipleri Çizelge 4.2’te 

verilmiştir. Enzimatik hidroliz öncesi arabinoz (%45.2) diğer şeker konsantrasyonlarına 

göre yüksek bulunurken, enzimatik hidroliz sonrası ortamda glukoz (%74.14) baskın 

hale gelmiştir. Elma posası gıda ve meyve suyu sanayisinin önemli bir atığı olduğu için 

yüksek miktarda selüloz içerir. Tez çalışmasında elde edilen verilere benzer bir şekilde 

Ucuncu vd. (2013) enzimatik hidroliz olmadan elma posası besiyeri ortamında en 

yüksek indirgen şeker arabinoz olarak tespit etmiştir. Bir başka çalışmada ise elma 

posasının enzimatik hidroliz sonrası ortamdaki indirgen şekerlerden glukoz ve 

fruktozun yüksek miktarda bulunduğu gösterilmiştir (Gullon vd. 2007). %20 elma 

posası ile yapılan bir çalışmada, elma posasının 34.0 g/L glukoz ve 33.7 g/L fruktoz 

içerdiği hesaplanmıştır. Daha sonra elma posası konsantrasyonu %30’a çıkartıldığında 

ise glukoz miktarının 57.5 g/L’ye, fruktoz miktarının ise 50.1 g/L’ye yükseldiği 

gösterilmiştir (Magyar vd. 2016).  

5.3 Başlangıç Elma Posası Konsantrasyonunun Etanol Üretimine Etkisi 

Biyokütle konsantrasyonu fermentasyon kısmı için önemli bir parametredir. Uygun 

biyokütle konsantrasyonu aşıldığı zaman ortama salınan yüksek şeker miktarı ozmotik 

strese ve fermentasyonu negatif yönde etkileyecek inhibitör maddelerin ortamda 

bulunmasına neden olabilmektedir. (Han vd. 2011). Uygun biyokütle 

konsantrasyonunun altındaki değerlerde ise ortama salınan düşük şeker miktarından 

dolayı etanol üretim verimi azalmaktadır. Bundan ötürü yapılan tez çalışmasında elma 

posasından biyoetanol üretimi için en uygun biyokütle konsantrasyonu araştırılmıştır. 

Tez çalışmasının bu bölümünde üç farklı konsantrasyonda (%5, %10, %20) elma posası 

içeren besiyeri hazırlanmıştır. Her iki maya (S. cerevisiae ve K. marxianus) için de %20 

elma posası kullanımının, %5 ve %10 elma posası kullanımına oranla etanol üretimini 

arttırdığı gözlenmiştir. (Şekil 4.1 ve Şekil 4.2).  Literatürde tez çalışmasında elde edilen 

sonuçlarla benzerlik gösteren birçok çalışma bulunmaktadır. Miscanthus biyokütlesi 

kullanılan bir çalışmada Han vd. (2011) en yüksek etanol üretimini %20 başlangıç 

biyokütle konsantrasyonu olarak belirtmiştir. Seyreltik asit (%2) ön-işlemi sonrası 

buğday samanı biyokütlesinden etanol üretilen başka bir çalışmada ise, en yüksek etanol 

veriminin %20 başlangıç buğday samanı konsantrasyonunda bulunduğu tespit edilmiştir 
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(Saini vd. 2015). Arpa samanından etanol üretildiği bir diğer çalışmada ise Han vd. 

(2013) optimum arpa samanı konsantrasyonunu %20 olarak saptamış ve elde edilen en 

yüksek etanol konsantrasyonu 46.00 g/L olarak belirtmiştir. Tez çalışmasının bu 

kısmında en yüksek etanol üretimi %20 elma posası konsantrasyonunda bulunduğu için, 

ilerleyen kısımlarda başlangıç biyokütle konsantrasyonu olarak %20 elma posası 

kullanılmıştır. Kullanılan hammaddenin homojen bir şekilde karıştırılması besiyeri 

konsantrasyonu arttıkça zorlaştığı için %20 elma posası konsantrasyonunun üzerindeki 

değerler çalışma kapsamına alınmamıştır. 

%20 elma posası içeriğine sahip besiyeri ortamında bulunan her iki mayanın da ortamda 

serbest halde bulunan indirgen şekerleri harcamaya başladıkları görülmüştür.  

İndirgen şeker ve etanol konsantrasyonlarına paralel olarak %20 biyokütle varlığında 

kinetik parametrelerde de artış saptanmıştır. Literatürde %10-20 arasındaki biyokütle 

kullanımının yüksek kinetik parametrelere sebep olduğu gösterilmiştir. Örneğin patates 

kabuğu atıklarından etanol üretilen bir çalışmada %12.25 optimum besiyeri 

kansantrasyonunda S. cerevisiae’de etanol konsantrasyonu 22.54 g/L ve Yp/s değeri ise 

0.32 g/g olarak gözlenmiştir (Chohan vd. 2020).  

5.4 Besiyeri Yıkanmasının Ve Enzimatik Hidrolizin Etanol Üretimine Etkisi 

Lignoselülozik materyallerden etanol üretimi gerçekleştirilirken uygulanan seyreltik asit 

ön-işlemi, heteropolimer yapıda olan hemiselülozun çözünmesine neden olduğundan 

fermente edilebilir bazı indirgen şekerlerin sıvı hidrolizatta kalmasına neden olur. Ön-

işlem sırasında bazı inhibitör moleküller de ortama salındığından bu sıvı kısmın 

enzimatik hidroliz öncesi besiyeri ortamından uzaklaştırılması indirgen şeker kaybına 

neden olur (Kumar vd. 2009; Taquero ve Bolado 2014). Bu nedenden dolayı katı-sıvı 

tüm fraksiyonun enzimatik hidroliz ve etanol üretimi için fermentasyon deneylerinde 

kullanılması ile fermente edilebilir şekerlerin tamamının ortamda kalması sağlanarak 

daha verimli bir fermentasyon gerçekleştirilebilir. Fakat katı-sıvı tüm fraksiyonun 

biyoetanol üretimi için fermentasyon deneylerinde kullanılması, kütle transfer 

limitasyonları, karıştırma zorlukları, biyokütlenin su tutma kapasitesinin aşılması,  

yüksek şeker ve inhibitör madde içeriğinden dolayı genellikle mümkün değildir 
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(Koppram vd. 2014). Bu nedenlerden dolayı katı-sıvı tüm fraksiyonun biyoetanol 

üretimi ile ilgili çalışmalar devam etmektedir. Bununla birlikte ön-işlem sonrası katı 

fraksiyonun yıkanarak enzimatik hidroliz ve etanol üretimi için fermentasyona 

sokulduğu zaman, ortamdan inhibitör maddeler uzaklaştırılır ve bu sayede etanol verimi 

artar fakat fermente edilebilir indirgen şekerlerin büyük bir kısmı kaybedildiği için 

etanol üretim miktarı da düşer. Yukarıda sayılan nedenlerden ötürü, tez çalışmasında, 

katı-sıvı elma posası fraksiyonu ile yıkanmış elma posası fraksiyonu indirgen şeker ve 

etanol üretimi açısından karşılaştırılmıştır.  

Deneyler %20 başlangıç optimum elma posası konsantrasyonunda, otoklavda,  

121°C’de 15 dakika boyunca %1 H2SO4 ve 15 FPU/g substrat enzim varlığında 

gerçekleştirilmiştir. %20 katı-sıvı elma posası fraksiyonunun kullanıldığı ortamın, 

yıkanmış elma posası fraksiyonu ortamından yaklaşık iki katı kadar yüksek şeker (116.3 

g/L) içeriğine sahip olduğu gösterilmiştir. Literatürde, bu tez çalışmasına benzer 

sonuçların olduğu raporlar bulunmaktadır. Koppram ve Olsson (2014) yaptığı 

çalışmada, katı-sıvı ladin atığı içeren ortamda, yıkanmamış katı kısım fraksiyonuna 

oranla yüksek glukoz ve ksiloz şeker konsantrasyonu bulmuştur. Del Rio vd. (2020) 

yaptığı bir çalışmada ise SSF yöntemine tabi tutulmuş katı-sıvı mısır püskülü 

hidrolizatının, mısır püskülünün sıvı fraksiyonuna göre daha yüksek etanol verimi (41.9 

g/L) elde edildiğini göstermiştir. Tomas-Pejo vd (2008), buğday samanının suda 

çözünmeyen katı kısmının glukoz miktarını 23.9 g/L olarak bulurken, katı-sıvı tüm 

buğday hidrolizatının glukoz miktarının ise 37.5 g/L’ye yükseldiğini göstermiştir. 

Tez çalışmasının bu bölümünde en yüksek etanol miktarı ve katı-sıvı fraksiyonda 

gözlendiği için deneyin sonraki kısımlarında katı-sıvı hidrolizat kullanılmıştır.  

5.5 Artan Enzim Konsantrasyonlarının İndirgen Şeker Ve Etanol Üretimine Etkisi     

Tez çalışmasının bu bölümünde %20 katı-sıvı elma posası fraksiyonu enzimatik 

hidrolize tabi tutularak etanol miktarının arttırılması hedeflenmiştir. Bu nedenle %20 

Katı-Sıvı elma posası ile dört farklı enzim konsantrasyonu (15, 30, 60, 120 FPU/g 

substrat) kullanılmıştır.  
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Enzimatik hidroliz öncesi, %20 elma posasındaki indirgen şeker miktarı 84.47 g/L 

olarak bulunurken, 15 FPU/g substrat enzim varlığında bu değerin 117.0 g/L’ye 

yükseldiği gözlenmiştir. Bununla birlikte artan enzim konsantrasyonlarıyla (30, 60, 120 

FPU/g substrat) beraber indirgen şeker miktarlarının belirgin bir şekilde arttığı 

gözlenmiştir. Çizelge 4.5’te belirtildiği üzere en yüksek indirgen şeker miktarı 120 

FPU/g substrat’ta bulunmuştur. Literatürde enzim miktarı arttıkça ortama salınan 

indirgen şeker miktarının da doğru orantılı bir şekilde arttığı birçok çalışma 

bulunmaktadır.  Sindhu vd. (2012) %15 pirinç samanında 20 FPU ve 80 FPU enzim 

konsantrasyonu kullanarak şeker miktarlarındaki artış araştırmış ve 20 FPU varlığında 

indirgen şeker miktarı 0.45 g/g olarak bulurken, enzim konsantrasyonu 80 FPU’ya 

çıkartıldığında indirgen şeker miktarının 0.55 g/g’a yükseldiğini göstermiştir. 

Hammadde olarak şeker kamışının kullanıldığı bir diğer çalışmada ise üç farklı enzim 

miktarının (7.5, 15, 30 FPU/g) iki farklı ön-işlem üzerine etkileri araştırılmış ve 

kullanılan en yüksek enzim miktarı olan 30 FPU/g enzim konsantrasyonunun diğer 

konsantrasyonlara göre daha yüksek indirgen şeker açığa çıkarttığı gösterilmiştir 

(Berner-.Oviedo vd. 2018).  

Enzimatik hidroliz sonrası gerçekleştirilen fermentasyon deneylerinde ise S. cerevisiae 

mayası en yüksek etanol üretimini 120 FPU/g substrat enzim varlığında 

gerçekleştirirken, K. marxianus mayası ise en yüksek etanol üretimini 60 FPU/g substrat 

enzim konsantrasyonunda gerçekleştirmiş, 120 FPU’da ise belirgin bir inhibisyon 

saptanmıştır. Bu durum, Zafar ve Owais (2006) yaptığı çalışmadaki gibi K. 

marxianus’un yüksek indirgen şekere sahip ortamlarda inhibisyona uğradığı sonucuyla 

örtüşmektedir. Ek olarak, buğday samanı kullanılarak gerçekleştirilen bir başka 

çalışmada ise, enzim konsantrasyonunun 2.5- 3.5 FPU/mL’yi geçtiğinde K. 

marxianus’un büyümesini inhibe ettiği gözlenmiştir (Tomas-Pejo vd. 2009). 

5.6 Çözünür Soya Unu Proteininin Etanol Üretimine Etkisi 

Enzimatik hidroliz sırasında çeşitli kimyasallar (PEG, Tween 80 vb.) veya sığır serumu 

albümini gibi moleküller, enzim ile lignin arasındaki verimsiz bağları azaltmak için 

kullanılmaktadır (Seo vd. 2011). Bu moleküllerin yüksek maliyetleri nedeniyle verimsiz 

bağları azaltacak düşük maliyetli moleküller yoğunlukla araştırılmaktadır (Brondi vd. 
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2020).  Soya unu proteininin lignin bloke edici aktivitesi daha önce yapılan çalışmalar 

ile gösterilmiştir (Florencio vd. 2016). Soya ununun suda düşük çözünürlükte olması, 

enzimatik hidroliz için olumsuz bir durum oluşturmaktadır. Bu nedenle Luo vd. (2019) 

soya unundan, farklı konsantrasyonlarda çözünür soya unu proteinleri (ÇSUP) ekstrakte 

ederek, bu moleküllerin enzimatik hidrolizi arttırdığını göstermiştir fakat söz konusu 

çalışmada biyoetanol üretimine ilişkin herhangi bir veri sunulmamıştır. Bu sebepten 

dolayı, tez çalışmasının ana motivasyon kaynağı çözünür soya unu proteinlerinin 

(ÇSUP) etonol üretimine etkisinin araştırılması olmuştur. Deneyler 60 FPU/g substrat 

enzim varlığında yapılmıştır. 60 FPU’dan yüksek enzim konsantrasyonlarının 

kullanılması lignoselülozik hammaddelerin ticari amaçlı etanol üretiminde 

kullanılmasında ekonomik olarak önemli bir engel teşkil etmektedir (Volynets vd. 

2017). Bu nedenden dolayı enzim maliyetini azaltmak ve verimi arttırarak yüksek etanol 

elde etmek amacıyla, tez çalışmasında ÇSUP kullanımının etanol üretimi ve indirgen 

şeker üzerindeki etkileri 60 FPU enzim varlığında araştırılmıştır. Bu durumun en temel 

sebeplerinden biri ise soya unun proteininin 1.25/ kg protein dolar (yaklaşık 10 TL) gibi 

ucuz bir maliyete sahip olması ve bol bulunmasıdır (Florencio vd. 2016). 

Çözünür soya unu proteininin enzimatik hidrolize etkilerinin araştırıldığı bu kısımda 

%20 Katı-sıvı elma posası fraksiyonunda dört farklı ÇSUP konsantrasyonu ve kontrol 

için ÇSUP içermeyen ortam (0, 20, 40, 60, 80 ve 160 mg/g selüloz) kullanılmıştır ve 

ortama salınan indirgen şeker miktarları Çizelge 4.7’de verilmiştir. ÇSUP kullanımının 

enzimatik hidrolizi olumlu etkilediği ve ortama salınan indirgen şeker miktarını belirgin 

bir şekilde artırdığı gözlenmiştir. Ek olarak, en yüksek indirgen şeker miktarının 80 

mg/g selüloz ÇSUP eklenen ortamda 176 g/L olduğu bulunmuştur. Bu durum enzim 

miktarı yarıya indirildiğinde dahi besiyerine ÇSUP katkılanması sonucunda şeker 

miktarının %13.5 arttığını göstermektedir. Bir çalışmada bambu, okaliptüs ve mason 

çamının enzimatik hidroliz sonrası substrat miktarları sırasıyla %57, %54 ve %45 mg/g 

glukan olarak hesaplanmış ve daha sonra ortama 80 mg/g glukan çözünür soya unu 

proteini eklendiğinde, substrat miktarlarının %87, %94 ve %86 mg/g glukan’ya 

yükseldiğini göstermiştir (Luo vd. 2019). Yapılan tez çalışmasında ise ÇSUP 

kullanımının biyoetanol üretimini arttırdığı gösterilmiştir. S. cerevisiae 120 FPU enzim 

varlığında 52.4 g/L etanol üretirken, enzim konsantrasyonu yarıya indirildiğinde (60 
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FPU) ve ortama 80 mg/g selüloz ÇSUP eklendiğinde 53.1 g/L biyoetanol ürettiği 

gösterilmiştir. Aynı koşullarda K. marxianus’un etanol üretimi 24.4 g/L’den 29.5 g/L’ye 

yükseldiği tespit edilmiştir. S. cerevisiae’ya soya unu eklenip, 60 FPU enzim varlığında 

etanol konsantrasyonunun %9.03 arttığı gözlenmiştir. Bununla birlikte, 120 FPU ile 

karşılaştırıldığında ise soya unu eklenip enzim miktarı yarıya düşürüldüğünde dahi 

etanol miktarını %1.33 arttığı saptanmıştır. Aynı şekilde 60 FPU’da K. marxianus’un 

etanol miktarı %20.92 arttığı gözlenmiştir. 

Yapılan çalışmada, enzimatik hidroliz ortamına çözünür soya unu proteini 

katkılanmasının enzim konsantrasyonunu azaltarak daha yüksek indirgen şeker ve 

biyoetanol konsantrasyonlarına neden olduğu bulunmuştur. Benzer bir çalışmada 

Sindhu vd. (2011), şeker kamışında enzimatik hidrolizi artırmak için yüzey aktif 

maddesi olarak Tween 80 kullanmış ve 0.68 g/g indirgen şeker ve 11.3 g/L etanol 

üretmiştir. Kleingesinds vd. (2018) ise %10 mısır koçanı besiyerinde kullanılan enzim 

miktarını Tween 80 katkılaması ile %41.6 oranında azaltmış ve bu koşullarda S. stipitis 

mayasından 26.6 g/L etanol elde etmiştir.   

 

5.7 Sonuç Ve Öneriler 

Yapılan tez çalışmasında, elma posası asidik ön-işlem ile parçalanmış, ayrıca elma 

posaları enzimatik hidrolize tabi tutularak indirgen şekerler elde edilmiş ve bu 

şekerlerden etanol üretilebileceği gösterilmiştir. Bununla birlikte fermentasyon 

deneyleri için önemli bazı parametreler optimize edilmiş ve ÇSUP kullanılarak enzim 

konsantrasyonu yarıya indirilmiş, buna karşın şeker miktarı %13.5, etanol miktarı ise % 

1.33 arttırılarak fermentasyon etkinliği belirgin bir şekilde iyileştirilmiştir.  Elde edilen 

sonuçlar ışığında çözünür soya unu proteininin (ÇSUP) enzimatik hidrolizin 

iyileştirmesi adına ekonomik bir materyal olduğu gösterilmiş ve bu sayede etanol 

üretiminin arttırılabileceği ilk kez ispatlanmıştır. Sonuç olarak tez çalışması, çözünür 

soya unu proteininin etanol üretimi için son derece umut vaat eden bir materyal 

olduğunu göstermektedir. İleride yapılacak metabolizma mühendisliği gibi çalışmalarla 

elma posasının etanol üretim verimliliğini arttırmak mümkündür. 
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