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MEYVE ATIKLARININ İKİNCİ NESİL BİYOETANOL ÜRETİMİNDE 

KULLANIM KAPASİTELERİNİN BELİRLENMESİ 
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Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

 

 

Danışman : Prof. Dr. Sevgi Ertuğrul KARATAY 

 

Lignoselülozik biyokütle, ucuz ve bol bir hammadde olarak biyoteknolojik uygulamalar 

açısından büyük avantajlar sunmaktadır.   

 

Bu çalışma, yeni izole edilen ksiloz/glukoz birlikte fermantasyonu yapabilen 

Hanseniaspora uvarum mayası kullanılarak dut posasından biyoetanol üretmeyi 

amaçlamıştır. Bu amaçla, önce mayanın ksiloz tüketim kapasitesi, sentetik ksiloz içeren 

bir ortamda karbon kaynağı olarak test edilmiş ve Hanseniaspora uvarum'un ksilozu 

etanol üretmek üzere etkili bir şekilde fermente ettiği görülmüştür. Daha sonra, 

Hanseniaspora uvarum, dut posasının seyreltik asit ön işlemi sonucu elde edilen sıvı 

hidrolizatının fermantasyonunda kullanılmıştır. Ayrıca, ön işlem görmüş dut posasının 

ardından enzimatik hidroliz işlemi uygulanarak bu işlemin etkisi araştırılmıştır.   

 

Bu kapsamda, başlangıç biyokütle konsantrasyonu (50–500 g/L), azot kaynakları veya 

mineral tuzları içeren iki farklı dut posası ortamında optimize edilmiştir. Ön işlem görmüş 

dut posasının enzimatik hidrolizi, 400 g/L başlangıç biyokütle yüküyle, çözünür soya 

proteini eklenerek veya eklenmeden gerçekleştirilmiş ve fermente edilebilir şeker 

konsantrasyonlarında önemli bir artış gözlemlenmiştir. Seyreltik asit ön işlemi sırasında 

400 g/L biyokütle yükü kullanıldığında ve ardından 15 FPU/g selüloz ile enzimatik 

hidroliz yapıldığında, en yüksek şeker konsantrasyonu 159,6 g/L olarak tespit edilmiştir.   

 

Ayrıca, seyreltik asit ön işlemi ve enzimatik hidroliz sonrasında, Hanseniaspora uvarum 

tarafından üretilen etanol miktarı 61,3 g/L (0,153 g/gbiyokütle) seviyesine ulaşmıştır ki 

bu değer, literatüre göre verimli bir damıtma için yeterli bir miktardır. Sonuçlar, 

ksiloz/glukoz birlikte fermantasyonu yapabilen Hanseniaspora uvarum mayasının ve dut 

posasının, ikinci nesil biyoetanol üretimi için uygun olduğunu göstermektedir. 
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ABSTRACT 
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DETERMINATION OF USE CAPACITIES OF FRUIT WASTES IN SECOND 

GENERATION BIOETHANOL PRODUCTION 

 

Hüseyin Kaan KABADAYI 

 

Ankara University 

Graduate School of NaturelandAppliedSciences 

Department of Biology 

 

 

Supervisor : Prof. Dr. Sevgi Ertuğrul KARATAY 

 

Lignocellulosic biomass as a cheap and abundant raw material offers great advantages in 

terms of biotechnological applications. The current study aimed to produce bioethanol 

from mulberry pomace by newly isolated xylose/glucose co-fermenter 

Hanseniaspora uvarum.  

 

For this purpose, the xylose consumption capacity of the yeast was first tested using the 

synthetic xylose-containing medium as a carbon source, and Hanseniaspora uvarum 

effectively fermented xylose into ethanol. Afterward, Hansenispora uvarum was used for 

the fermentation of the liquid hydrolysate obtained by dilute acid pretreatment of 

mulberry pomace.  

 

Furthermore, a subsequent enzymatic hydrolysis of the pretreated mulberry pomace was 

performed to investigate its effect. For this purpose, initial biomass concentration (50–
500 g/L) for fermentation was optimized in two different mulberry pomace media 

containing nitrogen sources or mineral salts. Enzymatic hydrolysis of pretreated mulberry 

pomace was performed at 400 g/L initial biomass loading with or without soluble soy 

protein addition, and a significant increase in fermentable sugar concentrations was 

observed. The highest sugar concentration was observed as 159.6 g/L when 400 g/L 

biomass loading was used during dilute acid pretreatment, and subsequent enzymatic 

hydrolysis was performed using 15 FPU/g cellulose. Moreover, after dilute acid 

pretreatment and enzymatic hydrolysis, ethanol production of Hanseniaspora uvarum 

reached 61.3 g/L (0.153 g/gbiomass) which is a sufficient amount for efficient distillation 

according to literature. Results show that xylose/glucose co-fermenter Hanseniaspora 

uvarum and mulberry pomace can be considered for second-generation bioethanol 

production. 

 

April 2025, 112 pages 

Key Words: Hanseniaspora uvarum  Mulberry pomace  Bioethanol  Enzymatic 

hydrolysis 
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1. GİRİŞ 

Alternatif enerji kaynaklarının varlığına karşın; 21. yüzyıl itibariyle dahi fosil yakıtların, 

küresel ölçekte en fazla kullanılan enerji kaynağı olması söz konusudur. Bununla birlikte 

geleneksel enerji kaynaklarını kapsayan fosil yakıtların; dünya genelinde nüfusun hızla 

artmaya devam etmesi doğrultusunda, her geçen gün rezervleri azalmaktadır. Neticesinde 

de fosil yakıtlar; küresel ısınma ile beraberinde getirdiği iklim değişikliklerinin ve 

kuraklığın etkilerini artırmakta ve birçok başka çevre sorununu da beraberinde 

getirmektedir. Bu doğrultuda geleneksel enerji kaynaklarının hem tükenmeye başlaması 

hem de çevresel etkilerinin bertaraf edilebilmesi amacıyla, alternatif enerji kaynaklarının 

belirlenmesi ve kullanılması zorunluluğu gündeme gelmiş durumdadır. Yenilenebilir 

enerji kaynakları ise; bu süreçte, geleneksel enerji kaynaklarına alternatif olması beklenen 

enerji kaynakları kapsamında değerlendirilmektedir. 

 

21. yüzyıl itibariyle özellikle gelişmiş ülkelerin hem ekonomik hem de çevresel 

sürdürülebilirliğin olanaklı kılınabilmesi açısından, yenilenebilir alternatif enerji 

kaynakları arayışında yer almaları söz konusudur (Jambo vd. 2016). Genel olarak 

yenilenebilir enerji kaynakları içerisinde; güneş, rüzgâr, hidrojen, jeotermal kaynaklar ve 

biyokütle gibi enerji kaynakları değerlendirilebilmektedir. Bu kapsamda da biyoyakıtlar, 

biyokütleden üretilen ve geleneksel enerji kaynaklarına alternatif olabileceği öngörülen 

önemli bir yenilenebilir enerji kaynağını ifade etmektedir (Koppram vd. 2014). 

Biyoetonal ise;  ham petrol kullanımının azaltılmasına ve ekonomik ve çevresel 

sürdürülebilirliğin geliştirilmesine katkı sağlaması dolayısıyla, küresel ölçekte 

biyoyakıtlar içerisinde en yaygın kullanılan yenilebilir enerji kaynağı olma niteliği 

taşımaktadır. 

 

Biyoetanolün yakıt ya da yakıt katkı maddesi olarak kullanılması ile yenilenebilir enerji 

kaynaklarının çeşitlendirilmesi, enerji ihtiyacının karşılanması sürecinde alternatif enerji 

kaynağına sahip olunabilmesi, sera gazı etkisinin artmasına neden olan fosil yakıtlara 

duyulan ihtiyacın ve bu doğrultuda fosil yakıtların kullanılmasından kaynaklanan 

olumsuz çevresel etkilerin azaltılabilmesi ve tarım sektörü için yeni bir pazar ve istihdam 

alanı yaratılabilmesi gibi avantajlar elde edilebilmektedir. 
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Biyoetanol; genel olarak şeker, nişasta ve lignoselülozik esasları kaynakların, bir dizi ön 

işleme ve fermantasyon proseslerine tabi tutulmaları ile elde edilmektedir. Bununla 

birlikte şeker ve nişasta esaslı kaynakların büyük bir bölümünün aynı zamanda gıda 

maddesi olarak tüketilmesi, bu kapsamdaki biyokütlenin biyoetanol üretiminde 

kullanılması sürecinde sınırlılıkları da beraberinde getirmektedir. Ancak lignoselülozik 

esasları kaynaklar; genel olarak endüstriyel artıkları ve/veya atıkları ifade etmesi 

doğrultusunda, biyoetanol üretimi sürecinde çok daha sık tercih edilmektedir. 

 

Tarımsal ürünlerin işlenmesi ile ortaya çıkan endüstriyel artıklar ve/veya atıklar; 

biyoetanol üretiminde, lignoselülozik biyokütle hammaddesi olarak kullanılabilmektedir. 

Karadut (Morus nigra L.) da; biyoetanol üretiminde, lignoselülozik biyokütle 

hammaddesi olarak değerlendirilebilecek ürünler arasında yer almaktadır. Bu yönüyle 

karadut; bağışıklık sistemini destekleyen ve vücudun enfeksiyonlara karşı korunmasını 

sağlayan tarımsal bir ürün olmak doğrultusunda, birçok endüstri işletmesi tarafından da 

hammadde olarak kullanılmaktadır. Karadutun endüstri işletmeleri tarafından 

işlenmesinin ardından, posasının atık haline gelmesi söz konusudur. Karadut atıklarının 

biyoetanol üretiminde değerlendirilmesi de, posasının işlenmesi ile olanaklı hale 

gelmektedir. 

 

Çalışma kapsamında da bu doğrultuda; yeni izole edilen ksiloz/glikoz ko–fermentörü 

Hanseniaspora uvarum ile dut posasından biyoetanol üretilmesi amaçlanmış ve 

biyoetanol üretimi için hammadde olarak kullanım potansiyeli araştırılmıştır. Buna 

yönelik olarak çalışma kapsamında; karadut posasının seyreltik asit ön işlemiyle elde 

edilen sıvı hidrolizatın fermantasyonu için, Hansenispora uvarum kullanılmış ve etkisinin 

araştırılması için ön işleme tabi tutulan dut posasının enzimatik hidrolizi 

gerçekleştirilmiştir. 

 

Söz konusu edilen bu kapsamı itibariyle çalışmanın; yeni izole edilen geleneksel olmayan 

maya Hanseniaspora uvarum ile dut posasından biyoetanol üretiminin amaçlanması ile 

konu ile ilgili literatüre katkı sağlaması ve araştırmacılara yol gösterici olması 

bakımından önemli olması beklenmektedir. 
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

2.1 Yakıtlar 

Tarihsel süreçte, farklı türdeki enerji kaynaklarından yararlanılması ve enerji 

kaynaklarından elde edilen enerjinin de mevcut formundan, farklı formdaki yakıtlara 

dönüştürülmesi ile ısınma, soğutma ve hareket etme sistemlerinde kullanılması söz 

konusudur. Enerji kaynaklarının, insanoğlunun yaşamını devam ettirebilmesi için 

alternatifsiz bir önemde olması ve 21. yüzyıl itibariyle de enerji tüketiminin bir önceki 

yüzyıla göre yaklaşık dörtte bir oranında artması doğrultusunda, farklı enerji kaynaklarına 

ihtiyaç duyulması gündeme gelmiş durumdadır. 

Enerji kaynaklarına sahip olunması ve mevcut enerji kaynaklarının etkin ve verimli 

kullanılabilmesi, ülkelerin ekonomik gelişmişlik göstergeleri içerisinde önemli bir 

parametre olarak değerlendirilmektedir. Tarihsel süreçte küresel ölçekli ekonomik 

krizlerin de genel olarak, petrol maliyetlerinin artması ve dünya genelinde enerji krizi 

yaşanması ile gündeme geldiği görülmektedir. Bununla birlikte özellikle de 20. yüzyılın 

sonları ve 21. yüzyılın başı itibariyle küresel ölçekte yaşanan enerji krizleri ile birlikte; 

alternatif enerji kaynaklarına sahip olunması konusunun, devletler tarafından bir ulusal 

güvenlik sorunu olarak algılanmaya başlandığı belirlemesinde bulunulabilmektedir 

(Horn, 2010; Karagöl ve Kavaz, 2017). 

Enerji kaynakları, “birincil enerji kaynakları” ve “ikincil enerji kaynakları” kapsamında 

incelenebilmektedir. Birincil enerji kaynakları; kullanılabilmesi için herhangi bir işleme 

tabi tutulmasına ihtiyaç bulunmayan, direkt olarak kullanılabilen ve ikincil enerji 

formuna dönüştürülebilen doğal kaynakları ifade etmektedir (Şahin vd., 2021). Birincil 

enerji kaynakları, “yenilenemez ya da geleneksel enerji kaynakları” ve “yenilenebilir 

enerji kaynakları” bağlamında iki grupta değerlendirilebilmektedir. Yenilenemez ya da 

geleneksel enerji kaynakları; kömür, doğal gaz, petrol ve nükleer enerji gibi, rezervleri 

sınırlı düzeyde olan enerji kaynakları kapsamında ifade edilebilmektedir (Akyüz, 2017). 
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Yenilenebilir enerji kaynakları; yenilenemez ya da geleneksel enerji kaynaklarından 

farklı olarak, rezervleri sınırlı düzeyde olmayan enerji kaynaklarıdır. Bu bağlamda da 

yenilenebilir enerji kaynakları; kullanılmalarına karşın tamamıyla tükenmeyen, 

yenilenebilme özelliğine sahip olan ve güneş ışığı, rüzgâr, yağmur, gel – gitler, 

hidroelektrik ve jeotermal ısı gibi doğal kaynakları ifade etmektedir (Bohrmann vd., 

2003; Cambaz vd., 2022). 

İkincil enerji kaynakları ise, birincil enerji kaynaklarının fiziksel dönüşümüne endeksli 

olarak elde edilen ve yakıtlar kapsamında ifade edilebilen enerji kaynaklarıdır. 

Yenilenemez ya da geleneksel enerji kaynaklarının ikincil enerji kaynaklarına 

dönüştürülmesi ile hidrokarbon ve yüksek oranlarda karbon içeren kömür, doğal gaz ve 

petrol kapsamındaki fosil yakıtlar elde edilmektedir. Ancak fosil yakıt tüketiminin hem 

tüm yaşam alanlarını bütünüyle etkileyen yıkıcı ürünler ortaya çıkarması hem de sınırlı 

düzeyde olması, alternatif enerji kaynaklarına duyulan ihtiyacın artmasına neden 

olmaktadır (Öztürk ve Kaya, 2012; Fawzy vd., 2020). Yenilenebilir enerji kaynaklarının 

ikincil enerji kaynaklarına dönüştürülmesi ile de; güneş enerjisi, rüzgâr enerjisi, jeotermal 

enerji, hidroelektrik enerjisi ve biyokütle enerjisi kapsamında yeni enerji kaynakları elde 

edilmektedir (Karaosmanoğlu, 2006). 

Biyokütle, biyolojik kökenli ve fosil kaynaklı olmayan organik madde kitlesini ifade 

etmektedir. Biyokütle; 100 yıldan daha kısa süre içerisinde yenilenebilen ve karada ve 

suda yetişen bitkiler, orman ürünleri, hayvan artıkları, gıda endüstrisi atıkları ve kentsel 

atıklar kapsamında ifade edilebilen tüm organik maddeleri içermektedir. Temel 

bileşenleri karbo–hidrat bileşikleri olan bitkisel ya da hayvansal kökenli tüm doğal 

maddeler, biyokütle enerji kaynağı ve ifade edilen nitelikteki doğal maddelerden elde 

edilen enerji ise, biyokütle enerjisi olarak nitelendirilmektedir. Biyokütle enerjisinden 

yararlanılması doğrultusunda; doğada yaygın olarak bulunan tarımsal ürünlerin farklı 

fiziksel, kimyasal ve biyolojik yöntemlere tabi tutulmaları ile ticari değere sahip ve belirli 

özellikleri standartlaştırılan katı, sıvı ve gaz yakıtlara dönüştürülmesi olanaklı 

olabilmektedir (Hall, 1997; Balat, 2005; de Vries vd., 2007; Wang vd., 2019). 
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Biyokütle enerjisinden yararlanılması doğrultusunda; ısı ve elektrik ile birlikte, taşıtlar 

için yakıt üretilebilmektedir. Biyokütleden ısı ve elektrik elde edilmesi sürecinde; 

geleneksel yöntemler ve endüstriyel yöntemler kapsamında yakma yöntemleri ile dolaylı 

yakma yöntemlerinden yararlanılabilmektedir. Biyokütleden üretilen ve fosil yakıtlarla 

eşdeğer düzeyde kullanılabilen katı, sıvı ve gaz yakıtlar ya da biyoyakıtlar ise; direkt 

yakma yöntemlerine ya da fiziksel ve kimyasal süreçlere tabi tutularak 

kullanılabilmektedir (Searchinger vd., 2008; Snäll vd., 2017; Thorn vd., 2018). 

2.2 Biyoyakıtlar 

Biyoyakıtlar; çeşitli biyokimyasal ya da termokimyasal dönüşüm süreçlerini tamamlayan 

tarımsal ürünlerden ve farklı türdeki organik atıklardan elde edilen ve katı, sıvı ve gaz 

halinde olabilen yakıtları ifade etmektedir. Bu doğrultuda biyoyakıtlar, hacminin 

minimum %80’i canlı organizmalardan elde edilen yakıtları kapsamaktadır. Biyokütle 

enerjisinin kullanılmasını olanaklı kılan biyoyakıtlar; fosil yakıtlardan farklılık 

göstermesi doğrultusunda, yenilenebilir enerji kaynağı olma niteliği taşımaktadır (Ranius 

vd., 2018; Moose vd., 2019). 

Bioyakıtların; odun ve odun parçalarının ısınma ve pişirme amaçlı kullanılmaları 

doğrultusunda, insanlık tarihinin en eski dönemlerinden itibaren enerji kaynağı olarak 

kullanıldığı görülmektedir. Sıvı biyoyakıtların ise; kastor tohumu yağının lambalarda 

aydınlatma yakıtı olarak kullanılması bağlamında, ilk olarak Eski Mısırlılar tarafından 

kullanılması söz konusudur. Sıvı biyoyakıt olma niteliği taşıyan biyodizel de ilk olarak, 

1893 yılı itibariyle Rudolf Diesel tarafından ve yer fıstığı yağından üretilmiştir. Diesel 

(1893) tarafından yer fıstığından üretilen yağ ile dizel motorların çalıştırılabilmesi ile de, 

bitki yağlarının yakıt olarak dönüştürülebilmesine ve kullanılabilmesine yönelik 

araştırmalar ve çalışmalar hızlandırılmıştır. Bununla birlikte tarihsel süreçte gübrenin de 

yakılarak ve ısınma amacıyla kullanılması, biyoyakıt kullanımını örneklendirmektedir 

(Lindenmayer vd., 2012; Mason ve Zapponi, 2016; Hiron vd., 2017). 

 



 

 

 

 

6 

 

“Haline Göre Biyoyakıtların Sınıflandırılması” ile ilgili belirlemeler, Şekil 2.1.’de yer 

almaktadır. 

 

Şekil 2.1 Haline göre biyoyakıtların sınıflandırılması (Horuz vd. 2015) 

 

Biyohidrojen ve biyogaz, gaz biyoyakıtlar içerisinde değerlendirilebilmektedir. Biyoetol 

de, sıvı biyoyakıtlar arasında yer almaktadır. 

2.3 Etanol ve Biyoetanol Elde Yöntemleri 

Kimyasal formülü C2H5OH olan etanol (etil alkol); eski çağlardan beri şekerin 

mayalanması ile elde edilen temiz, renksiz, yanıcı ve oksijenatlı bir hidrokarbon olma 

niteliği taşımaktadır. Etanolün elde edilmesi sürecinde, öncelikli olarak tarımsal 

ürünlerde var olan nişasta şekere dönüştürülmekte ve ardından da şekere mayalama işlemi 

uygulanmaktadır. Etanol; çok farklı hammadde kaynaklarından üretilebilmekle birlikte, 

genel olarak üretiminde tahıl ürünleri, meyveler, melas ve selüloz sıklıkla 

kullanılmaktadır (Yüksel ve Yüksel, 2004; Cordier vd., 2007). 
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Joseph Louis Gay – Lussac (1915) tarafından (C6H12O6         2C2H5OH + 2CO2) 

kapsamındaki fermantasyon formülünün ortaya konulması ve Lavoisier tarafından 18. 

yüzyılın sonlarına doğru gerçekleştirilen çalışmalar kapsamında, şekerin fermantasyonu 

sırasında etanol ve CO2 oluştuğunun belirlenmesi ile etanolün elde edilmesi sürecinin 

anlaşılması söz konusudur (Bengisu, 2014). 

Etanol üretiminde hammadde olarak hangi tarımsal ürün kullanılırsa kullanılsın; genel 

olarak etanol fermantasyonunda hammadde olarak, basit (monomerik) şekere ve mayaya 

(Saccharomyces cerevisiae) ihtiyaç duyulması söz konusudur. Bu doğrultuda da 

geleneksel maya fermantasyonunda; glikoz, manoz ya da sakaroz gibi herhangi bir altı 

karbonlu ve 1 kg ağırlığındaki şekerden, 0,51 kg etanol üretilmesi olanaklı olabilmektedir 

(Yang vd., 2009). 

“Nişasta ve Selüloz Hidrolizinin Ardından Glikozun Maya (Saccharomyces cerevisiae) 

Kullanılarak Etanole Dönüştürülmesi” ile ilgili belirlemeler, Şekil 2.2.’de yer almaktadır. 

 

Şekil 2.2 Nişasta ve selüloz hidrolizinin ardından glikozun maya (Saccharomyces  

                cerevisiae) kullanılarak etanole dönüştürülmesi 

 

Şekerlerin direkt olarak etanole dönüştürülmeleri olanaklı olabilmekteyken; nişasta ve 

selüloz gibi daha karmaşık yapıdaki karbonhidratların, maya fermantasyon işleminin 

gerçekleştirilmesinden önce basit şekerler olarak parçalanması gerekmektedir. Bununla 
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birlikte ağaçlar otlar ve tarımsal atıklar gibi; nişasta içermeyen ve besin zincirinde yer 

almayan hammadde kaynakları, daha fazla verimlilik elde edilmesini ve maliyetlerin 

minimize edilmesini sağlamaktadır. Aynı şekilde selülozik hammaddelerin de; 

enzimlerin ve yeni teknolojilerin, selülozun parçalanması ve şekere dönüştürülmesi 

amacıyla kullanılması doğrultusunda da etanol elde edilebilmektedir (Oberoi vd., 2010; 

Zabed vd., 2016). 

 

“Bitki Hücre Duvarı” ile ilgili görsel, Şekil 2.3.’te yer almaktadır. 

 

 

Şekil 2.3 Bitki hücre duvarı (Abdulvahitoğlu, 2019) 

 

Etanol; biyokütle enerjisini ifade etmesi ve yenilenebilir enerji kaynağı olması 

doğrultusunda, yakıt olarak kullanılması ile karbondioksit (CO2) emisyonunun 

azaltılabilmesine katkı sağlamaktadır. Bununla birlikte, etanolün de yanması ile fosil 

yakıtlarda olduğu gibi, atmosfere CO2 salınması söz konusudur. Ancak etanol üretiminde 

kullanılan hammadde kaynakları, etanolün yanması ile atmosfere salınan CO2’nin 

emilmesini sağlamakta ve bu doğrultuda da etanolün yanmasından kaynaklanan CO2 nötr 

kabul edilmektedir. Söz konusu edilen bu husus ise; etanolden elde edilen motor 

yakıtının, fosil yakıtlara alternatif kullanılmasını beraberinde getirmektedir (Xing – Cai 

vd., 2004; Tye vd., 2016). 
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Etanolün yakıt olarak; “Susuz Etanol (%100 etanol)”, “Sulu Etanol (%5 su ve %95 

etanol)”, “Susuz Etanol – Benzin Karışımları (benzin içerisinde %10 ile %20 arasında 

değişen oranda etanol” ve “Etil Tersiyer Bütil Eter (ETBE)” hammaddesi olarak dört 

farklı şekilde kullanılabilmesi olanaklıdır (Adıgüzel, 2013; Abdulvahitoğlu, 2019). 

Biyoetanol; molekül ağırlığı 46,07 g/mol, yoğunluğu 0,789 g/cm3, erime noktası –114 ºC 

ve kaynama noktası 78 ºC olan bir sıvıdır. Etanolün ve biyoetanolün, kimyasal olarak 

aynı formüle sahip olmaları söz konusudur. Biyoetanolün üretilmesi sürecinde 

kullanılabilen hammaddeler, genel olarak aşağıda verilen kapsamda 

değerlendirilebilmektedir (Cao vd., 2o012; Adıgüzel, 2013): 

 Şeker kamışı ve şeker pancarı gibi sukroz içeren hammaddeler; 

 Mısır, pirinç ve buğday gibi nişasta içeren hammaddeler ve 

 Mısır sapı ve buğday çöpü gibi tarımsal atıklar ile odun ve odun parçaları gibi 

lignoselülozik hammaddeler. 

 

20. yüzyılın başları itibariyle, biyoetanolün taşıt yakıtı olarak kullanılması 

yaygınlaşmasına karşın; İkinci Dünya Savaşı’nın ardından, biyoetanolün daha az 

kullanılması söz konusudur. Bununla birlikte Yom Kippur Savaşı’nda Amerika Birleşik 

Devletleri’nin (ABD) İsrail Ordusu’na destek vermesi dolayısıyla; 15 Ekim 1973 tarihi 

itibariyle, “Petrol İhraç Eden Arap Ülkeleri Birliği (Organization of Arab Petroleum 

Exporting Countries – OAPEC)” tarafından petrol ambargosu uygulanmaya başlanmış ve 

1973 Petrol Krizi’nin yaşanması gündeme gelmiştir. Neticesinde de 1973 Petrol Krizi ile 

birlikte, taşıt yakıtı olarak biyoetanol kullanımının yaygınlaştırılması konusu tekrar 

gündeme gelmiştir (Vallejos vd., 2017; Shakellya vd., 2023). 

 

Söz konusu edilen bu belirlemeler doğrultusunda; 1975 yılı itibariyle Brezilya Hükümeti 

tarafından finanse edilen, “Şeker Kamışından Biyoetanol Üretimi Programı” 

başlatılmıştır. Bu çerçevede de Brezilya’da biyoetanol endüstrisinin, küresel ölçekte 

önemli addedilmesi söz konusudur. 1978 yılı itibariyle ise, ABD tarafından mısırdan 

biyoetanol üretilmesine yönelik geniş kapsamlı çalışmalar başlatılmıştır. Brezilya’nın ve 

ABD’nin ardından da; Kanada, Çin, Avustralya, İspanya, Fransa ve İsveç tarafından 
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biyoetanol üretim programlarının uygulanmasına başlanmıştır (Lynd vd., 2005; Achinas 

ve Euverink, 2016). 

 

Biyoetanol üretimi sürecinde ilk olarak, hidroliz yönteminin kullanılması ve süreç 

içerisinde de hidroliz yönteminin yerini, enzim üretimi yöntemine bırakması söz 

konusudur. “Tarihsel Süreçte Biyoetanol Üretim Yöntemleri” ile ilgili belirlemeler, Şekil 

2.4.’te yer almaktadır. 

 

 

Şekil 2.4 Tarihsel süreçte biyoetanol üretim yöntemleri (Lal, 2009) 

 

Biyokütlenin biyoetanole dönüştürülmesi süreci, aşağıda verildiği şekilde dört aşamalı 

bir sürece endekslidir (Hammond vd., 2008; Yunoki ve Saito, 2009; Pohit vd., 2009): 
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1. Aşama: Güneş enerjisinin fotosentez ile kimyasal enerjiye dönüştürülmesi ve 

depolanması doğrultusunda, biyokütlenin üretilmesi aşamasını ifade etmektedir. 

2. Aşama: Birinci aşama kapsamında üretilen biyokütlenin, farklı üretim prosesleri 

ve teknolojiler kapsamında kullanılabilecek hammaddelere dönüştürülmesini 

ifade etmektedir. 

3. Aşama: İkinci aşama kapsamında dönüştürülen biyokütlenin, biyoetanol 

üretilebilmesine yönelik olarak ve katalizatörler kullanılarak fermente edilmesini 

ifade etmektedir. 

4. Aşama: Üçüncü aşama kapsamında fermente edilen ve yakıt üretilebilmesi için 

biyokütleden elde edilen fermantasyon ürünlerinin, biyoetanole dönüştürülmesini 

ve yan ürünler olarak geri kazanılmasını ifade etmektedir. 

 

“Biyokütlenin Biyoetole Dönüştürülmesi Süreci” ile ilgili belirlemeler, Şekil 2.5.’te yer 

almaktadır. 

 

 

Şekil 2.5 Biyokütlenin biyoetole dönüştürülmesi süreci 

 

Biyoetanol elde yöntemleri; “Dört Teknoloji Platformu Yöntemi”, “Kuru Öğütme ile 

Etanol Üretimi Yöntemi”, “Yaş Öğütme ile Etanol Üretimi Yöntemi” ve “Şeker 

Mayalama İşlemine Endeksli Yöntem” kapsamında incelenebilmektedir. 

Dört teknoloji platformu yöntemi: Biyoetanol üretiminde Dört Teknoloji Platformu; 

“Konsantre Asit Hidrolizi Yöntemi”, “Seyreltik Asit Hidrolizi Yöntemi” ve “Enzimatik 
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Hidroliz Yöntemi” kapsamında, biyokütleden şeker elde edilmesi ve şekerin 

mayalanması ile etanol üretilmesi ve “Biyokütlenin Gazlaştırılması ve Fermantasyon 

Yöntemi” kapsamında, biyokütleden hidrojen ve CO gazı ile ardından mayalama ve 

etanol üretimine yönelik termal yöntemlerin kullanılması bağlamında dört temel yönteme 

endeksli değerlendirilebilmektedir. 

Konsantre asit hidrolizi yöntemi:Konsantre asit hidrolizi yöntemi ya da asit hidroliz 

toplama yöntemi; %10 nem içeriğine sahip olan biyokütleye, %70 ile %77 arasında 

değişen oranda sülfürik asit eklenerek gerçekleştirilmektedir. Bu süreçte karışımın 

sıcaklığı 50 ºC’de tutulmakta ve %20 ile %30 arasında değişen oranda asit elde 

edilebilmesi amacıyla, karışıma su eklenmektedir. Su eklenerek elde edilen yeni karışım 

ise, 1 saat süresince 100 ºC’ye maruz bırakılmaktadır. Sürecin sonunda elde edilen jel, 

asit ve şeker karışımının elde edilebilmesine yönelik olarak preslenmektedir (Demirbaş, 

2008; Dias vd., 2009). 

Konsantre asit hidrolizi yönteminin temelini; şekerlerden asidin ayrıştırılması, asidin geri 

kazanılması ve yeniden konsantre getirilmesi oluşturmaktadır. İfade edilen bu kapsamda 

uygulanan konsantre asit hidrolizi yöntemine endeksli olarak bu doğrultuda, 

fermantasyon işlemi ile şekerin etanole dönüştürülmesi söz konusudur. Konsantre asit 

hidrolizi yöntemi kapsamında dekristalizasyon işleminin uygulanmasından önce ise; 

hemiselülozun ayrıştırılmasına yönelik olarak, seyreltik asit ile ön uygulamada 

bulunulmaktadır. Söz konusu edilen ön uygulamanın ardından da; biyokütle, sülfürik asit 

eklenmeden önce ve asidin absorbe edilebilmesi amacıyla kurutulmaktadır. Belirtilen 

kapsamdaki işlemler, hidroliz reaktörlerinde gerçekleştirilmektedir (Botella vd., 2009; 

Talebnia vd., 2010; Wolfaardt vd., 2020). 

Seyreltik asit hidrolizi yöntemi: Seyreltik asit hidrolizi yöntemi ya da sulandırılmış asit 

hidrolizi yöntemi, biyokütleden etanol oluşturulması amacıyla kullanılan en eski ve en 

verimli yöntem olarak değerlendirilmektedir. Seyreltik asit hidrolizi yöntemi kapsamında 

sulandırılmış asidin, biyokütleye sakroza hidroliz edilmesi amacıyla kullanılması söz 

konusudur. Buna yönelik olarak da seyreltik asit hidrolizi yöntemi kapsamında ilk 

aşamaya endeksli olarak; biyokütlede bulunan yarı selülozun hidroliz edilebilmesi için, 
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180 ºC sıcaklık ve %0,7 oranında sülfürik asit kullanılmaktadır. Seyreltik asit hidrolizi 

yöntemi kapsamında ikinci aşama ise, daha dirençli selüloz parçalarının dağıtılmasının 

amaçlandığı aşamayı ifade etmektedir. Bu doğrultuda da seyreltik asit hidrolizi 

yönteminin ikinci aşaması kapsamında, 215 ºC sıcaklık ve %0,4 oranında sülfürik asit 

kullanılması söz konusudur (Hu vd., 2012; Üçüncü vd., 2013; Bhagia vd., 2016; Ariffin 

vd., 2020). 

Seyreltik asit hidrolizi yöntemi, biyokütlenin hemiselüloz ve selüloz kısmından elde 

edilen şeker düzeyinin maksimize edilebilmesine yönelik olarak iki aşama kapsamında 

uygulanmaktadır. Seyreltik asit hidrolizi yönteminin birinci aşaması kapsamında, 

hemiselüloz hidrolizinin daha ılımlı koşullar altında gerçekleştirilmesi söz konusudur. 

Seyreltik asit hidrolizi yönteminin ikinci aşaması kapsamında ise, daha dayanıklı 

selülozun hidroliz edilmesine yönelik optimizasyonu söz konusu olmaktadır. 

Fermantasyon sürecinden de, teorik olarak %90 oranında etanol elde edilmesi 

beklenmektedir (Sanchez vd., 2004; Kumar ve Gayen, 2011; Zhang vd., 2012; Jang vd., 

2018). 

“Seyreltik Asit Hidrolizi Yönteminin Aşamaları” ile ilgili belirlemeler, Şekil 2.6.’da yer 

almaktadır. 

 
Şekil 2.6 Seyreltik asit hidrolizi yönteminin aşamaları 
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Enzimatik hidroliz yöntemi: Enzimatik hidroliz yöntemi; biyokütlenin sakroza hidroliz 

edilmesi sürecinde asit yerine, enzimlerin kullanıldığı yöntemi ifade etmektedir. Bununla 

birlikte enzimatik hidroliz yöntemi hem diğer yöntemlere göre daha fazla maliyete 

katlanılmasını gerektirmesi hem de hâlihazırda gelişim sürecinde olması dolayısıyla 

yaygın olarak kullanılmamaktadır. Enzimatik hidroliz yöntemi kapsamında biyoetanol 

üretilmesi sürecinde; odunun hidrolizine yönelik ilk enzim uygulaması, basit bir selüloz 

enzim hidroliz aşaması ile selüloz asit hidrolizinin yer değiştirmesi aşamasına endeksli 

gerçekleştirilmektedir (Ruiz vd., 2008; Bura vd., 2009; Zhao vd., 2011). 

 

“Enzimatik Hidroliz Yönteminde Hidroliz ve Fermantasyon Süreci” ile ilgili belirlemeler, 

Şekil 2.7.’de yer almaktadır. 

 

 

Şekil 2.7 Enzimatik hidroliz yönteminde hidroliz ve fermantasyon süreci 

 

Enzimatik hidroliz yöntemi kapsamında sakkarifikasyon ve fermantasyon işleminin 

eşzamanlı geliştirilmesi, biyokütlenin enzimatik hidrolizi için önemli bir proses 

modifikasyonu olma niteliği taşımaktadır. Buna yönelik olarak enzimatik hidroliz 

yöntemi kapsamında; biyokütlenin enzimatik hidrolizine yönelik olarak, selüloz ve 

fermente edici organizmalar birleştirilmekte ve şekerlerin ortaya çıkması ile birlikte, 

fermente edici organizmalar şekerleri etanole dönüştürmektedir. Bu süreçte biyokütlenin 

ön uygulamaya tabi tutulmasının, selülozun enzimler için daha reaktif hale getirilebilmesi 

için gerekli olması söz konusudur. Bu temelde de biyokütlenin hem termal hem de 
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kimyasal işlemlere tabi tutulması gibi, birçok ön uygulamada bulunulması olanaklı 

olabilmektedir (Slizyte vd., 2005; Thuy vd., 2014). 

 

“Enzimatik Hidroliz Yönteminde Sakkarifikasyon ve Fermantasyon Süreci” ile ilgili 

belirlemeler, Şekil 2.8.’de yer almaktadır. 

 

 

Şekil 2.8 Enzimatik hidroliz yönteminde sakkarifikasyon ve fermantasyon süreci 

 

Biyokütlenin gazlaştırılması ve fermantasyon yöntemi: Biyokütlenin yüksek 

sıcaklıkta gazlaştırılması ile CO, CO2 ve H2 gibi sentez gazlarına dönüştürülmesi 

sağlanabilmektedir. Bu süreçte ayrıca anaerobik bakteri de, sentez gazlarının biyoetanole 

dönüştürülmesi amacıyla kullanılmaktadır. Biyokütlenin gazlaştırılması sürecinin ya da 

gazlaştırma işleminin uygulanmasının, teknik açıdan herhangi bir problem teşkil etmesi 

söz konusu değildir. Bununla birlikte söz konusu edilen işlemin yüksek maliyetlere 

katlanılmasını gerektirmesi dolayısıyla, biyokütlenin gazlaştırılması ve fermantasyon 

yönteminin yaygın olarak kullanılmadığı görülmektedir (Kumar vd., 2009; Klinghoffer 

vd., 2012; Mai ve Nguyen, 2020). 

 

Kuru öğütme ile etanol üretimi yöntemi: Kuru Öğütme ile Etanol Üretimi Yöntemi; 

kuru öğütme işlemine endeksli olması doğrultusunda, çekiç öğütme sisteminin 

kullanılması ile mısır tanelerinin küçük parçalar halinde kırılmasına, temizlenmesine ve 

un kıvamında mızır tozu üretilmesine dayanmaktadır. Söz konusu işlem kapsamında elde 
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edilen mısır tozu; mısır tohumu, nişasta ve fiber içermektedir. Mısır tozundan şeker 

solüsyonu elde edilebilmesi amacıyla da; karışımın enzim ve sulandırılmış asitler 

kullanılarak, sakroza hidrolize edilmesi söz konusudur. Sürecin sonucunda karışım 

soğutulmakta ve etanol elde edilmesine yönelik mayalanmaktadır (Murthy vd., 2005; 

Singh vd., 2006; Taylor vd., 2010; Kumar ve Singh, 2016). 

 

“Kuru Öğütme ile Etanol Üretimi Yönteminin Aşamaları” ile ilgili belirlemeler, Şekil 

2.9.’da yer almaktadır. 

 

 

Şekil 2.9 Kuru öğütme ile etanol üretimi yönteminin aşamaları 

 

Yaş öğütme ile etanol üretimi yöntemi: Mısırın, yaş ya da kuru öğütme ile etanole 

dönüştürülmesi olanaklı olabilmektedir. Yaş Öğütme ile Etanol Üretimi Yöntemi 

kapsamında; proteinlerin ortaya çıkmasını, nişastanın salınmasını ve öğütme süreci için 

mısır tanelerinin yumuşatılmasını sağlamaya yönelik olarak, mısır taneleri ılık suya 
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batırılmaktadır. Ilık suya batırılan mısır tohumları ise; fiber ve yapışkan ezme kısmının 

oluşturulması amacıyla, santrifüj ve sakkarifikasyon işlemlerine tabi tutulmaktadır. 

Sürecin sonunda ayrım işleminin ardından ise, etanol elde edilmektedir (Owisa vd., 2023; 

Katanski vd., 2024). 

 

“Yaş Öğütme ile Etanol Üretimi Yönteminin Aşamaları” ile ilgili belirlemeler, Şekil 

2.10.’da yer almaktadır. 

 

 

Şekil 2.10 Yaş öğütme ile etanol üretimi yönteminin aşamaları 

 

Şeker mayalama işlemine endeksli yöntem: Şeker mayalama işlemine endeksli yöntem 

kapsamında hidroliz aşaması ile mısır ve selüloz kısımlarının, sonrasında etanole 

mayalanacak olan şeker karışımlarını hidrolize etmektedir. Bu süreçte maya eklenmekte 
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ve karışım ısıtılmaktadır. Söz konusu edilen bu süreç; katalizör etkisi yapmakta ve 

sakrozun, glikoz ve früktoza dönüştürülmesini kolaylaştırmaktadır. Yöntem kapsamında 

ayrıca, früktozun ve glikozun “zymase” adlı enzimle reaksiyona girmeleri söz konusudur. 

Zymase enzimi, etanol ve CO2 üretilebilmesine yönelik olarak mayanın içerisinde yer 

almaktadır. Mayalama işlemi, yaklaşık üç gün sürmekte ve 250 ºC ile 300 ºC arasında 

değişen sıcaklıkta gerçekleştirilmektedir (Wang vd., 2016; Lips, 2021). 

2.4 Nesillerine Göre Biyoetanol Üretimi 

Nesillerine göre biyoetanol üretimi, üretim türü ve hammadde seçimi bağlamında; 

“Birinci Nesil Hammaddelerden Biyoetanol Üretimi”, “İkinci Nesil Hammaddelerden 

Biyoetanol Üretimi”, “Üçüncü Nesil Hammaddelerden Biyoetanol Üretimi” ve 

“Dördüncü Nesil Hammaddelerden Biyoetanol Üretimi” kapsamında 

değerlendirilebilmektedir. 

2.4.1 Birinci nesil hammaddelerden biyoetanol üretimi 

Birinci nesil hammaddelerden biyoetanol üretimi; şeker ve nişasta içeren tarımsal 

ürünlerden ya da birinci nesil (first generation – 1G) hammaddelerden biyoetanol 

üretilmesini ifade etmektedir. 1G hammaddelerden biyoetanol üretilmesi sürecinde; genel 

olarak fermantasyon, transesterifikasyon ve anaerobik sindirim gibi basit süreçlerin 

kullanılması söz konusudur (Clark, 2007; Chisti, 2008). 

1G hammaddelerden biyoetanol üretiminin, 1G kapsamında ifade edilen hammaddelerin 

gıda stoklarına zarar verilmemesi ve biyoçeşitliliğin tehdit edilmemesi amacıyla 

sınırlandırılmıştır. 1G kapsamındaki hammaddelerin fermantasyon, transesterifikasyon 

ve anaerobik sindirim süreçlerine tabi tutulması ile biyoetanol elde edilmesi ile birlikte; 

1G kapsamındaki tarımsal ürünlerden elde edilen yağ ile de, biyodizel elde 

edilebilmektedir (Guimarães vd., 2023; Yerizam vd., 2023). 



 

 

 

 

19 

 

2.4.2 İkinci nesil hammaddelerden biyoetanol üretimi 

İkinci nesil hammaddelerden biyoetanol üretimi; gıda olarak tüketilemeyen bitkiler, 

tarımsal kalıntılar, kentsel atıklar ve orman atıkları gibi, lignoselülozik nitelik taşıyan ve 

ikinci nesil (second generation – 2G) hammaddeler olarak nitelendirilen hammaddelerden 

biyoetanol üretilmesini ifade etmektedir. 1G hammaddelerin gıda olarak da 

tüketilebilmeleri dolayısıyla, biyoetanol üretilmesi sürecinde kullanılmalarının tartışma 

konusu olması söz konusudur. Bununla birlikte 2G hammaddeler gıda dışı biyokütleye 

endeksli olduklarından, 2G hammaddelerden biyoetanol üretilmesi daha avantajlı 

değerlendirilmektedir (Hemansi vd., 2018; Hemansi vd., 2019). 

Biyoyakıtlara duyulan ihtiyacın artması doğrultusunda, biyoetanol üretiminde 2G 

hammaddelerin kullanılmaya başlanması söz konusudur. Bununla birlikte 2G 

hammaddelerden üretilen biyoetanolün sera gazı emisyonu oranının, 1G 

hammaddelerden üretilen biyoetanolün sera gazı emisyonu oranından daha düşük 

düzeyde olduğu görülmektedir. 2G hammaddelerden biyoetanol üretimi ile biyoetanol 

üretimi sürecinde hammadde çeşitliliğinin sağlanması, enerji verimliliğinin artırılması ve 

tarımsal atıklar ile orman atıklarının değerlendirilmesi amaçlanmaktadır (Gupta vd., 

2009; Barros vd., 2014). 

2G hammaddelerden üretilen biyoetanol; lignoselülozik hammaddelerden fermantasyon, 

gazlaştırma ve Fischer – Tropsch (FT) Sentezi ile elde edilmektedir. 2G hammaddelerden 

üretilen biyoetanol ya da lignoselülozik hammadde kullanımı ile biyoetanol üretilmesi, 

çevresel atık birikiminin önlenmesini sağlaması açısından da önemli addedilmektedir. 

Bununla birlikte yapısal bütünlüğün sağlanmasını olanaklı kılan selüloz, hemiselüloz ve 

lignin içeriğini sahip olan lignoselülozik hammaddelerin; biyoetanol üretimi sürecinde 

kullanılan şeker içerikli ve nişasta içerikli hammaddelere göre, çok daha bol ve ucuz 

olması söz konusudur (Melikoǧlu ve Albostan, 2011; Kataria ve Ghosh, 2014). 

“Lignoselülozik Hammaddeler ve Selüloz, Hemiselüloz ve Lignin İçerikleri (%)” ile ilgili 

belirlemeler, Çizelge 2.1.’de yer almaktadır. 
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Çizelge 2.1 Lignoselülozik hammaddeler ve selüloz, hemiselüloz ve lignin içerikleri  

                     (%) 

 
Kaynak: Sun ve Cheng, 2002 

 

Konu ile ilgili çalışmalar doğrultusunda da, farklı lignoselülozik biyokütlelere endeksli 

olarak biyoetanol üretilmesi söz konusudur. Bu doğrultuda Kaar ve Holtzapple (2000), 

Tucker vd. (2003), Schell vd. (2003), Varga vd. (2004) Chena vd. (2007), Öhgren vd. 

(2007), Yan vd. (2008), Kumar ve Wyman (2009), Qing vd. (2010), Eckard vd. (2013), 

Eckard vd. (2014), Wang vd. (2014), Yarbrough vd. (2015) ve Lu vd. (2016), mısır 

koçanından biyoetanol üretilmesine yönelik çalışmalarını gerçekleştirmiştir. 
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Kristensen vd. (2007), Gao vd. (2012), Agarawal vd. (2017) ve Alarcón vd. (2021), 

çalışmaları kapsamında, buğday sapından biyoetanol üretmişlerdir. Cao vd. (2012), tatlı 

sorgumdan biyoetanol üretilmesine yönelik çalışmada bulunmuşlardır. Oberoi vd. (2010), 

Abraham vd. (2016), Satlewal vd. (2017) ve Phitsuwan vd. (2017) tarafından 

gerçekleştirilen çalışma kapsamında, pirinç sapından biyoetanol üretilmiştir. 

Tye vd. (2016) tarafından gerçekleştirilen çalışma kapsamında ise; %80 selüloz içeriğine 

sahip olmak doğrultusunda pamuğun, diğer lignoselülozik hammaddelere göre biyoetanol 

üretimi açısından çok daha fazla potansiyel sağladığı belirlenmiştir. 

2.4.3 Üçüncü nesil hammaddelerden biyoetanol üretimi 

Üçüncü nesil hammaddelerden biyoetanol üretimi; genel olarak yüksek verimlilik 

sağlayan algler ya da üçüncü nesil (third generation – 3G) hammaddeler kullanılarak 

biyoetanol üretilmesini ifade etmektedir. 3G hammaddelerden elde edilen biyoetanolün, 

1G ve 2G hammaddelerden elde edilen biyoetanole göre daha fazla verimlilik sağlaması 

söz konusudur. Bununla birlikte 3G hammaddeler; CO2 salınımı ve atık üretimi gibi çevre 

sorunlarına neden olmamaları ve yetiştikleri sulak alanlarda, su içerisinde bulunan zararlı 

içerikleri bünyelerine alarak suyu temizlemeleri dolayısıyla, çevresel sürdürülebilirliğin 

sağlanması açısından önemli görülmektedirler (Schultz – Jensen vd., 2013; Sitompul ve 

Maftuhin, 2020). 

 

3G hammaddelerden biyoetanol üretilmesi süreci, alglerin mayalanması ile açığa çıkan 

karbonhidratların kullanılmasına dayanmaktadır. Bu doğrultuda 3G hammaddelerden 

biyoetanol üretilmesi ile lignoselülozik kaynaklardan selülozik kaynaklara geçilmesinin 

ve entegre biyorafineri teknolojilerinin kullanılması doğrultusunda, çok daha yüksek 

oranda yağ ve selüloz içeren genetiği değiştirilmiş bitkiler ile alglerin kullanımının 

sağlanması amaçlanmaktadır (Behera vd., 2015; Neifar vd., 2016). 
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2.4.4 Dördüncü nesil hammaddelerden biyoetanol üretimi 

Dördüncü nesil hammaddelerden biyoetanol üretimi; yeni nesil ya da dördüncü nesil 

(fourth generation – 4G) hammaddeler olarak nitelendirilen hammaddelerden, ultra temiz 

karbon negatif biyoyakıtlar üretilmesini ifade etmektedir. 4G hammaddelerden 

biyoetanol üretilmesi sürecinde; mükemmelleştirilmiş hammaddelerin kullanılması ile 

elde edilen biyoyakıtların, karbon tutma ve depolama teknolojilerine endeksli olarak 

atmosfere CO2 salgılamaması öngörülmektedir (Alalwana vd., 2019; Cavelius vd., 2023). 

 

4G hammaddelerden biyoetanol üretilmesi ile sürdürülebilir enerji üretiminin sağlanması, 

CO2’nin tutulması ve depolanması amaçlanmaktadır. Bu kapsamda elde edilen 

biyoyakıtlar ise; karbon tutma ve depolama özelliğine sahip olmaları doğrultusunda, aynı 

zamanda karbon negatif biyoyakıtlar olarak nitelendirilmektedir. 4G hammaddelerden 

biyoetanol üretilmesinin, 2030’lu yıllardan yaygınlaştırılmasının öngörülmesi söz 

konusudur (Sharma ve Sharma, 2018; Lin ve Lu, 2021). 

2.5 Biyoetanol Üretiminde Kullanılan Biyokütleye Uygulanan Ön İşlemler 

Biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye uygulanan ön işlemler ile lignoselülozik 

hammaddede mevcut olan selüloz ve hemiselüloz fraksiyonunun depolimerize edilerek, 

fermente şekerlere dönüştürülmesi sağlanmaktadır (Sørensen vd., 2008; Rahaman vd., 

2023; Juneja vd., 2023). 

 

“Biyoetanol Üretiminde Kullanılan Lignoselülozik Hammaddeye Uygulanan Ön İşlem 

Sonucu Yapısal Değişim” ile ilgili belirlemeler, Şekil 2.11.’de yer almaktadır. 
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Şekil 2.11 Biyoetanol üretiminde kullanılan lignoselülozik hammaddeye uygulanan ön  

                  işlem sonucu yapısal değişim 

 

Biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye uygulanan ön işlemler; “Fiziksel ve 

Fizikokimyasal Ön İşlemler”, “Kimyasal Ön İşlemler” ve “Biyolojik Ön İşlemler” 

kapsamında incelenebilmektedir. 

2.5.1 Fiziksel ve fizikokimyasal ön işlemler 

Biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye uygulanan ön işlemler kapsamında fiziksel 

ön işlemler ile biyokütlenin tane büyüklüğünün ve selüloz kristalinitesinin azaltılması 

sağlanmaktadır. Fiziksel ön işlemler ile biyokütlenin tane büyüklüğünün azaltılması ise, 

yüzey alanında artışa neden olmaktadır. Biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye 

uygulanan fiziksel ön işlemler ile genel olarak; biyokütlenin öğütülmesi, kırılması, 

ultrasonik hücre bozulmalarının sağlanması ve diğer mekanik yöntemlerin kullanılması 

doğrultusunda parçalanması kapsamında gerçekleştirilmektedir (Wang vd., 2016; Khan 

vd., 2022). 

 

Biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye uygulanan bazı mekanik ön işlemler; 

biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye uygulanacak kimyasal ön işlemlerden ya da 
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biyolojik ön işlemlerden önce, biyokütlede partikül boyutunun elde edilebilmesi 

açısından ön koşulu niteliği taşımaktadır. Bununla birlikte biyoetanol üretiminde 

kullanılan biyokütleye uygulanan mekanik ön işlemler kapsamında gerçekleştirilen; 

bilyalı değirmende öğütme işlemi gibi bazı kapsamlı mekanik ön işlemlerin, selüloz 

kristalliğinin parçalanması ile biyokütlenin parçalanabilirliğini artırdığı ve bu doğrultuda 

da tek başına kullanılabildiği görülmektedir. Ancak söz konusu edilen mekanik ön 

işlemin yüksek güç tüketimine neden olması dolayısıyla, sıklıkla kullanılması olanaklı 

olamamaktadır (Zhu vd., 2010; Zheng vd., 2014). 

 

Biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye uygulanan mekanik ön işlemler, bilyalı 

değirmende öğütme haricinde; “iki silindirli öğütme”, “kolloid freze değirmeni ile 

öğütme ya da kolloid frezeleme”, “çekiç ile öğütme ya da çekiç frezeleme” ve “vibrasyon 

motoruyla ve titreşim enerjisiyle öğütme ya da vibro enerji frezelemesi” kapsamında 

değerlendirilebilmektedir (Taherzadeh ve Karimi, 2008; Zhou vd., 2018). 

 

Biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye uygulanan fiziksel ön işlemler, 

“Ekstrüzyon” ve “Piroliz” kapsamında incelenmektedir. 

 

Ekstrüzyon: Biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye uygulanan ve diğer ön 

işlemlerle kıyaslandığında, göreli yeni bir uygulamayı ifade eden fiziksel ön işlem 

yöntemidir. Biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye uygulanan ekstrüzyon fiziksel 

ön işlem yöntemi kapsamında; biyokütlelerin ekstrüder boyunca geçişleri sürecinde 

fiziksel ve kimyasal değişikliklere maruz kalmalarını sağlayacak ısıtma, karıştırma ve 

kesme işlemlerine tabi tutulmaları söz konusudur (Kadam ve McMillan, 2003; 

Karunanithy vd., 2013). 

 

Ekstrüzyon proseslerinin uygulanması sürecinde; verimliliğin maksimize edilebilmesine 

yönelik olarak, farklı biyoreaktör parametrelerinin gözetilmesi gerekmektedir. Konu ile 

ilgili çalışmalar doğrultusunda da; ekstrüzyon fiziksel ön işlemi sürecinde enzimlerin 

uygulanmasının, biyoetanol üretimi açısından önemli bir teknoloji olma niteliği taşıdığı 

belirlenmiştir (Varga vd., 2003; Hu ve Wen, 2008; Lee vd., 2009). 
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Piroliz :Biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütlenin 300 °C ve üzerindeki 

sıcaklıklarda işlenmesi doğrultusunda, bozundurulması ile parçalanması fiziksel ön işlem 

yöntemini ifade etmektedir. Piroliz fiziksel ön işlem yöntemi, oksijensiz ortamda 

uygulanmakta ve bu doğrultuda da, biyokütlenin bozundurulması işleminin olabildiğince 

yavaş gerçekleşmesi sağlanmaktadır. 300 °C’den daha düşük sıcaklıklarda ise 

biyokütlenin ayrışmasının yavaş olması dolayısıyla, oluşan ürünlerin daha az uçucu 

olması gündeme gelmektedir (Yu vd., 2014; Verardi vd., 2018). 

 

Konu ile ilgili çalışmalar doğrultusunda; piroliz fiziksel ön işlem yönteminden elde edilen 

ürünlerin hafif asit hidrolizinin, %50 ile %80 arasında değişen oranlarda indirgen 

şekerlere ve %80 ile %85 arasında değişen oranlarda selüloza dönüşümünün sağlanması 

ile daha ileri düzeyde bir işlem gerçekleştirilebildiği belirlenmiştir (Singh vd., 2014; Torr 

vd., 2016; Soam vd., 2018). 

 

Biyokütle – FT – biyoetanol eldesi sürecine yönelik uygulanan ön işlemler kapsamında 

talaşlamanın, topaklaştırmanın, pirolizin ve torrefekasyonun etkinliğinin ve 

verimliliğinin karşılaştırıldığı çalışmalar doğrultusunda; piroliz ön işleminin, talaşlama 

ve topaklaştırmadan ön işlemlerinden ve torrefekasyon ön işleminin de, piroliz ön 

işleminden çok daha etkin ve verimli sonuç elde edilmesini sağladığı bulgulanmıştır 

(Zwart vde., 2006; Luque vd., 2012; Ail ve Dasappa, 2016; Mahmoudi vd., 218). 

 

Biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye uygulanan fizikokimyasal ön işlemler ise; 

“Buhar Patlaması (Otohidroliz)”, “Sıcak Su Ekstraksiyonu”, “Amonyak Fiber Patlaması 

(Ammonia Fiber Explosion – AFEX)” ve “CO2 Muamelesi” kapsamında 

incelenebilmektedir. 

 

Buhar Patlaması (Otohidroliz) Biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye uygulanan 

fizikokimyasal ön işlemler içerisinde en yaygın olarak kullanılan yöntemi ifade 

etmektedir. Buhar patlaması yöntemi kapsamında, biyokütle yüksek basınçlı doymuş 

buharla işlemden geçirilmekte ve ardından da basıncın hızla azalması sağlanmaktadır. 

Söz konusu edilen bu süreç ise, biyokütlenin patlayıcı bir dekompresyona uğramasına 

neden olmaktadır (Foust vd., 2009; Bals vd., 2012). 
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Buhar patlaması genel olarak; biyokütlenin atmosfer basıncına maruz kalmasının 

ardından birkaç saniye ile birkaç dakika arasında değişen bir süre, 160 °C ile 260 °C 

arasındaki sıcaklıkta ya da basınç değeri karşılığı olarak, 0.69 MPa ile 4.83 MPa 

arasındaki basınçta başlatılmaktadır. Bu kapsamda buhar patlaması işlemi ile yüksek 

sıcaklığa maruz bırakılmasıyla, hemiselülozun bozunması ve ligninin dönüşümü 

sağlanmaktadır. Neticesinde de bu süreç ile selülozun hidroliz olma potansiyeli 

artırılmaktadır. Söz konusu edilen bu kapsamda da buhar patlaması ön işlem yönteminin 

işlem prosesleri; işlem süresi, tane büyüklüğü, sıcaklık ya da basınç ve ne içeriği gibi 

parametreleri bağlamında ifade edilebilmektedir (Duff ve Murray, 1996; Dey ve 

Bhaskarwar, 2021). 

 

Hemiselülozun optimal çözündürme ve hidroliz işlemleri; 270 °C gibi yüksek bir 

sıcaklıkta ve 1 dakika gibi kısa bir işlem süresinde ya da 190 °C gibi daha düşük bir 

sıcaklıkta ve 10 dakika gibi daha uzun bir işlem süresinde gerçekleştirilebilmektedir 

(Palve vd, 2021; Sharma vd., 2021). Konu ile ilgili çalışmalar ise; hemiselülozun 

çözündürme ve hidroliz işlemlerinin daha düşük sıcaklıkta ve daha uzun işlem süresinde 

gerçekleştirilmesinin, daha elverişli sonuçlar sağladığını göstermektedir (Patil vd., 2021; 

Bordoloi vd., 2021). 

 

Buhar patlaması ön işlem yöntemi; yüksek oranda biyokütle girişi sağlaması, daha düşük 

enerji ihtiyacı gerektirmesi ve kimyasal içermeyen bir sürece endeksli olması 

doğrultusunda, birçok avantaja sahip bir ön işlem yöntemi olma niteliği taşımaktadır. 

Bununla birlikte buhar patlaması ön işlem yöntemi proseslerinin; özellikle büyük ölçekli 

projelerin uygulanması sürecinde, mayalarda toksik bileşikler oluşması ve ölçeklendirme 

esnasında teknik risk oluşturabilmesi açısından hassasiyetle değerlendirilmesi 

gerekmektedir (Sydney vd., 2021; Dias vd., 2021). 

 

Sıcak Su Ekstraksiyonu: Biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye hızlı 

dekompresyon yapılmasını ve herhangi bir katalizör kullanılmasını gerektirmeyen bir 

hidrotermal ön işlem yöntemi olarak ifade edilebilmektedir. Sıcak su ekstraksiyonu 

sürecinde biyokütleye basınç; suyun, 160 °C ile 240 °C arasında değişen yüksek bir 

sıcaklıkta sıvı halde tutulabilmesi ve lignoselülozun yapısında değişiklik 
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oluşturulabilmesi amacıyla uygulanmaktadır. Sıcak su ekstraksiyonu sürecinde sıcak 

suyun sıvı halde tutulmasının amacı ise; selülozun erişilebilirliğinin artırılmasını olanaklı 

kılmak ve inhibitörlerin oluşumunun önlenebilmesine yönelik olarak, başlangıçta 

hemiselülozun çözündürülmesini sağlamak olarak ifade edilmektedir (Shamsuddin vd., 

2021; Shrestha vd., 2021). 

 

Söz konusu edilen bu kapsamda sıcak su ekstraksiyonu sürecinde; katı selüloz 

bakımından zengin bir fraksiyon ve hemiselülozdan türetilmiş şekerler açısından zengin 

sıvı bir fraksiyon olmak üzere, biyokütleden filtrelenebilir iki bulamaç fraksiyonu elde 

edilmektedir. Bu süreçte inhibitörlerin oluşumunun önlenebilmesi amacıyla da, ön işlem 

kapsamında pH değerinin 4 ile 7 arasında değişen bir düzeyde belirlenmesi söz konusudur 

(Saqib vd., 2021; Reshmy vd., 2021). 

 

Amonyak Fiber Patlaması (Ammonia Fiber Explosion – AFEX):  Amonyak Fiber 

Patlaması (Ammonia Fiber Explosion – AFEX); lignoselülozik biyokütleye, 60 °C ile 

100 °C arasında değişen düşük bir sıcaklıkta ve belirli bir süre yüksek basınçta sıvı 

amonyak ile muamele edilen ve etki derecesi yüksek olan bir fizikokimyasal ön işlem 

yöntemi olarak ifade edilebilmektedir. Bu kapsamda AFEX sürecinde; basıncın 

düşürülmesi ile birlikte, amonyak gazının hızlı bir şekilde genleşmesi sağlanmakta ve bu 

doğrultuda da biyokütlenin liflerinin şişmesi ve fiziksel bozunması ile selülozun kısmen 

kristalleşmesi olanaklı kılınmaktadır (Mallakpour ve Naghdi, 2021; Ananno vd., 2021). 

 

Konu ile ilgili çalışmalar doğrultusunda; AFEX’in otsu bitkiler gibi düşük lignin içeriğine 

sahip olan biyokütleler üzerinde, odun gibi yüksek lignin içeriğine sahip olan 

biyokütlelere göre daha etkili olduğu bildirilmiştir (Fernández – Ochoa vd., 2021; Rashid 

vd., 2021). 

 

Buhar patlaması gibi ön işlemlerin, katı ve sıvı fraksiyonlara ayrılabilen bir biyokütle 

bulamacı üretilmesini sağlamaları söz konusudur. Bununla birlikte AFEX ile sadece 

önceden muamele edilen bir katı madde üretilmesi olanaklı olabilmektedir. Bu doğrultuda 

AFEX sürecinde; katı maddenin küçük bir bölümünün çözünür hale getirilmesi ve 
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hemiselüloz ile ligninden uzaklaştırılması söz konusu olmaktadır (Khatiwada vd., 2021;  

Santana vd., 2021). 

 

AFEX sürecinde ayrıca; hemiselülozun deasetilasyonu da gözlemlenmekte ve sürecin 

ardından, biyokütlenin parçalanabilirliği artmakta ve bu doğrultuda enzimatik hidroliz 

daha yüksek verimle gerçekleştirilebilmektedir. AFEX ön işlemi ile yüksek uçuculuğu 

bulunmasına karşın, amonyak geri kazanımı olanaklı olabilmektedir. Ancak amonyak 

geri kazanımının kompleks ve zor olması, AFEX ön işleminin en önemli dezavantajı 

olarak nitelendirilmektedir (Bwapwa, 2021; Akubude vd., 2021). 

 

CO2 Muamelesi: CO2 muamelesi ön işlem yöntemi; CO2’nin gaz halinin kullanılmasına 

dayanmakla birlikte, kritik noktanın üzerindeki sıcaklıklarda sıvıya benzer bir yoğunluğa 

kadar sıkıştırılması ile süperkritik akışkan olarak kullanılabilmesine dayanan bir ön işlem 

yöntemini ifade etmektedir. Süperkritik CO2 (SC – CO2), genel olarak ekstraksiyon 

çözücüsü olarak kullanılmaktadır. Bununla birlikte SC – CO2’nin, sağladığı birçok 

avantaj dolayısıyla sadece ekstraksiyon amacıyla kullanılmaması söz konusudur (Evans 

ve Egharevba, 2021; Adetunji vd., 2021). 

 

Sulu çözeltide CO2 polimerler, hidrolizin desteklenmesini sağlayan karbonik asit 

oluşturmasını olanaklı kılmaktadır. Bununla birlikte CO2 molekülleri; büyüklük 

açısından su ve amonyak ile mukayese edilebilmekte ve biyokütlenin küçük 

gözeneklerine nüfuz edebilmektedir. Neticesinde de bu süreç, yüksek basınç ile 

kolaylaştırılabilmektedir. CO2 muamelesi ile selüloz ve hemiselüloz yapısının bozunması 

sağlanabilmekte ve sürecin sonunda, fermente edilebilir şeker üretimi 

gerçekleştirilebilmekte ya da enzimatik ön işlem gibi ön işlemler için uygun ortama 

oluşturulabilmektedir (Mehmood vd., 2021; Palvasha vd., 2021). 

2.5.2 Kimyasal ön işlemler 

Biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye uygulanan ön işlemler kapsamında 

kimyasal ön işlemler ile biyokütlenin moleküllerine hidrolize edilmesi ve hidroklorik asit, 

sülfürik asit ve sodyum hidroksit gibi bir asit ya da alkali ajanın eklenmesi söz konusu 
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olmaktadır. Biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye uygulanan kimyasal ön 

işlemler kapsamında asitler, ligninin ayrıştırılabilmesi ve selülozun enzimatik hidrolize 

uğraması amacıyla kullanılmaktadır. Biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye 

uygulanan asit ön işleminin ise; derişik asitlerle, seyreltik asitlerle ve zayıf organik 

asitlerle gerçekleştirilmesi söz konusudur. Bu süreçte derişik ve seyreltik formlardaki 

sülfürik asit ve hidroklorik asit gibi güçlü asitler, biyokütlenin fraksiyonlanmasında 

kullanılmaktadır (Abraham vd., 2014; Sahoo vd., 2021). 

 

Konu ile ilgili araştırmalar doğrultusunda; biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye 

uygulanan kimyasal ön işlemler kapsamında alkali ön işleminin, farklı biyokütle besleme 

stoklarının arıtılabilmesi açısından verimli sonuç elde edilmesini sağladığı bildirilmiştir. 

Bu temelde biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye uygulanan kimyasal ön işlemler 

kapsamında alkali ön işleminin, daha düşük sıcaklı ve basınç olanağı sağlaması 

dolayısıyla tercih edilmesi söz konusudur. Bununla birlikte alkali ön işlemi; fermantasyon 

sırasında inhibisyon derecesini azaltmakta ve biyoetanol üretiminde kullanılan 

biyokütleye uygulanan kimyasal diğer ön işlemlere göre, maliyet avantajı sağlamaktadır 

(Zhao vd., 2013; Afolabi vd., 2017; Yu vd., 2017). 

 

Konu ile ilgili çalışmalar doğrultusunda ayrıca; biyoetanol üretiminde kullanılan 

biyokütleye uygulanan kimyasal ön işlemler kapsamında sodyum hidroksit (NaOH) ile 

gerçekleştirilen ön işlemin, selülozik kristallikte ve polimerizasyon derecesinde azalmaya 

neden olan şişmeye yol açtığı bildirilmiştir (Yeh vd., 2016; Xiu vd., 2017; Zhang vd., 

2020). 

 

Bununla birlikte konu ile ilgili çalışmalara endeksli olarak; biyokütlenin yüzey alanındaki 

artışın, lignin ve karbonhidratlar arasındaki yapısal bağların kırılmasının ve lignin 

yapısının bozulmasının, seyreltik sodyum hidroksit ile gerçekleştirilen ön işlemle olanaklı 

olabileceği gösterilmektedir. Bu kapsamda asit ön işlemlerinin, selülozik hammaddelerin 

dönüştürülmesi sürecinde daha yüksek verimlilik sağladığı ve bu doğrultuda da daha fazla 

tercih edildiği belirtilmektedir. Asit ön işlemi sürecinde oluşan toplam fermantasyon 

şeker miktarını; sıcaklık, süre, substrat miktarı ve asit konsantrasyonu kapsamındaki 
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çeşitli parametreler önemli ölçüde etkilemektedir (Widodo vd., 2015; Thompson vd., 

2016; Wang vd., 2019). 

 

Seyreltik Asit Ön İşlemi: Biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye uygulanan 

seyreltik asit ön işlemi, biyokütlenin selüloz yapısının kristalin özelliğini bozmak olanaklı 

olmaktadır. Bu süreçte ise hemiselüloz, büyük ölçüde fermente edilebilir şekerlere 

parçalanmaktadır. Süreç kapsamında ayrıca; fermantasyon basamağındaki 

mikroorganizma metabolizmasını etkileyebilecek düzeyde ve furfural bozunum bileşiği, 

hidroksimetil furfural bozunum bileşiği ve aromatik lignin bozunum bileşiği gibi 

bozunum bileşikleri oluşabilmektedir (Thanh vd., 2013; Sugumaran vd., 2014). 

 

Seyreltik asit ön işlemi; gereksinim duyulan ön işlemin şiddetine endeksli olarak, bir süre 

120 °C ile 200 °C arasında değişen geniş bir sıcaklık aralığında 

gerçekleştirilebilmektedir. Bu kapsamda seyreltik asit ön işlemi, yüksek reaksiyon hızı 

ve hidroliz verimliliği sağlayabilmektedir. Bununla birlikte seyreltik asit ön işlemi; 

nötralizasyon ve atık su arıtımı gerektirmesi dolayısıyla yüksek miktarda bozunma 

ürünleri, ekipman korozyonu ve proses karmaşıklığı gibi birtakım dezavantajlara da sahip 

olan bir ön işlem olma niteliği taşımaktadır (Sparrevik vd., 2014; Sobieszuk vd., 2017). 

 

Alkali Ön İşlemi: Biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye uygulanan alkali ön 

işlemi; NaOH, KOH, Ca(OH)2 ve amonyak gibi çözeltiler kullanılması doğrultusunda, 

daha kısa süreye endeksli olarak yüksek sıcaklık değerlerinde ya da daha uzun süreye 

endeksli olarak oda sıcaklığında gerçekleştirilmektedir. Alkali ön işlemi ile biyokütlenin 

şişmesinin sağlanması, iç yüzey alanının artmasının olanaklı kılınması ve selüloz 

kristalinitesinin azaltılması ile yüzey alanına bağlı olarak parçalanma veriminin 

artırılması amaçlanmaktadır (Ruiz vd, 2016; Powell vd., 2016). 

 

Konu ile ilgili çalışmalar doğrultusunda; alkali ön işleminin, tarımsal kalıntılar gibi düşük 

lignin içeriğine sahip olan biyokütle ile daha etkin sonuçlar elde edilmesini olanaklı 

kıldığı gösterilmiştir. Bununla birlikte konu ile ilgili çalışmalarda; alkali ön işleminin, 

ağaç gibi yüksek lignin içeriğine sahip olan biyokütle ile daha az etkin sonuçlar elde 

edilmesine neden olduğu bildirilmiştir (Ouda vd., 2016; Periyasamy vd., 2018). 
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Oksidatif Ön İşlem: Biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye uygulanan oksidatif 

ön işlem; selülozun basit şekerlere dönüşümünün artırılabilmesine yönelik olarak, oksijen 

ve hidrojen peroksit gibi oksidanlar kullanılarak lignin ve hemiselülozun 

uzaklaştırılmasını ifade etmektedir. Oksidatif ön işlem sürecinde ligninin bozunmasını 

sağlamaya yönelik kullanılan mekanizmalar, reaksiyon koşullarına ve kullanılan 

oksidanlara bağlı olarak değişkenlik göstermektedir (Mukherjee vd., 2008; Ning vd., 

2018). 

 

Oksidatif ön işlem; ozon ön arıtımının sağlanmasına yönelik, ozon konjuge çift bağlara 

ve yüksek elektron yoğunluğuna sahip olan fonksiyonel gruplara karşı oldukça reaktif 

etkide bulunmaktadır. Bu doğrultuda da oksidatif ön işlem ile doymamış bağlarla 

zenginleştirilen ligninin; aromatik asitler ve alifatik karboksilik asitler de dahil olmak 

doğrultusunda, daha az molekül ağırlığına sahip olan çözünür asidik bileşikler 

oluşturulabilmesi amacıyla ozon ile okside olma ihtimalinin artırılması olanaklı 

olmaktadır (Monlau vd., 2013; Liu vd., 2019). 

 

Oksidatif ön işlem; biyokütlenin in vitro parçalanabilirliğinde artış sağlamakta ve diğer 

kimyasal ön işlemlerden farklı olarak, zehirli atıklar üretmemektedir. Oksidatif ön işlem; 

buğday samanı, yeşil saman, pamuk saman, küspe, çam, yer fıstığı ve kavak testeresi gibi 

biyokütlelerde, lignin ve hemiselülozun parçalanabilmesi amacıyla kullanılabilmektedir. 

Oksidatif ön işlem sürecinde genel olarak ligninin parçalanması söz konusu olmakla 

birlikte, hemiselülozun da bu süreçte az da olsa etkilenmesi sağlanabilmektedir. Bununla 

birlikte oksidatif ön işlemin, selülozu etkilemesi olanaklı olamamaktadır (Koutinas vd., 

2014; Liu vd., 2015). 

 

Konu ile ilgili çalışmalar doğrultusunda; oksidatif ön işleminin kullanılması ile ligninin 

%60 oranında uzaklaştırılmasıyla, enzimatik hidroliz oranının beş kat artırılabildiği ve 

enzimatik hidroliz veriminin, %57’ye yükseltilebildiği bildirilmiştir. Konu ile ilgili 

çalışmalar doğrultusunda ayrıca; ozonoliz kavak talaşının oksidatif ön işleme tabi 

tutulmasının ardından enzimatik hidroliz oranının, lignin oranının %29’dan %8’e 

düşürülmesi ile artırıldığı gösterilmiştir (Ji vd., 2017; Ho vd., 2018). 
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Oksidatif ön işlemi, reaksiyonların oda sıcaklığında ve normal oksidatif ön basınçla 

gerçekleştirilmesini sağlaması bakımından avantajlı bir ön işlem yöntemi olarak 

değerlendirilmektedir. Bununla birlikte oksidatif ön işlem; yüksek seçiciliğe sahip 

olmasına ve olumlu çevresel etkilerine karşın, kütle transferi sorunları ve maliyet avantajı 

sağlamaması dolayısıyla ön işlem sürecinin büyük oranda sınırlanmasına neden 

olmaktadır (García – Cubero vd., 2009; Hidalgo vd., 2015). 

 

Organik Çözücü Ön İşlemi: Biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye uygulanan 

organik çözücü ön işlemi; lignin ve hemiselülozun çıkartılabilmesine yönelik olarak 

etanol, metanol, etilen, aseton ve glikol gibi organik çözücülerin ya da bu organik 

çözücülerin katalizörlü veya katalizörlü olmayan karışımlarını içeren organik çözücülerin 

kullanıldığı ön işlem yöntemini ifade etmektedir. Bu doğrultuda organik çözücü ön işlemi 

ile selülozun yüzey alanı ve gözenek hacmi artmaktadır (Gwak vd., 2017; Fan vd., 2017). 

 

Organik çözücü ön işlemi ile nispeten saf bir lignin ve karbonhidratlar, sırasıyla katılar 

ve şurup olarak izole edilebilmektedir. Bununla birlikte organik çözücü ön işlemi ile yan 

ürünlerin geri kazanılması olanaklı olabilmektedir. Bununla birlikte organik çözücü ön 

işlemi; organik çözücünün uçucu olması dolayısıyla, kimyasal geri kazanım sorununu 

gündeme getirmektedir. Bu durum ise; organik çözücü ön işleminin, endüstriyel ölçekte 

ve yaygın ölçüde kullanılmasını engelleyen bir durum olarak değerlendirilmektedir (Zhao 

vd., 2009; Degfie vd., 2019). 

 

2.5.3 Biyolojik ön işlemler 

Biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye uygulanan biyolojik ön işlemler; 

mayalanabilir şekerlerin serbest bırakılması amacıyla, biyokütlenin dönüştürülebilmesi 

için mikroorganizma ve enzimlerin kullanılmasını ifade eden bir ön işlem yöntemidir 

(Datta vd., 2018; Chen vd., 2018). Konu ile ilgili çalışmalar doğrultusunda; biyoetanol 

üretiminde kullanılan biyokütleye uygulanan biyolojik ön işlemlere endeksli olarak, bazı 

mantar ve bakterilerin lignin ile bazı hemiselülozları biyokütleden ayırma yeteneğine 

sahip olduğu bildirilmiştir. Konu ile ilgili çalışmalar doğrultusunda ayrıca; lignin ile bazı 

hemiselülozları biyokütleden ayırma yeteneğine sahip olan bazı mantar ve bakterilerin, 
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selüloz üzerinde çok az etkiye sahip olduğu gösterilmiştir. Zira selülozun biyolojik ön 

işleme tabi tutulabilmesi için, biyokütlenin diğer kısımlarına göre daha fazla direnç 

uygulanması gerekmektedir (Barakat vd., 2014; Chalima vd., 2017; Bušić vd., 2018). 

 

Biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye uygulanan biyolojik ön işlemler 

kapsamında biyokütle ön muamelesinde; kahverengi mantar, beyaz mantar ve yumuşak 

çürük mantarlar gibi farklı mantar türleri kullanılabilmektedir. Bu doğrultuda da 

biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye uygulanan biyolojik ön işlemler, proses 

aşamasının tamamlanma süresinin uzatılmasını olanaklı kılan düşük hidroliz oranı 

sağlamaktadır (Harun ve Danquah, 2011; Anukam vd., 2019). 

 

Biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye uygulanan biyolojik ön işlemler 

kapsamında; ligninin bozulmasını sağlayabilen mikroorganizmaların, biyokütle üzerinde 

büyümesine izin verilmekte ve bu doğrultuda da, lignin bozulma süreci 

hızlandırılmaktadır. Biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye uygulanan ana 

biyolojik ön işlemler, mantarları ve enzimlerini içermektedir. Söz konusu edilen bu 

kapsamda da biyolojik ön işlemler ile lignin hidrolizi sürecinde, hemiselülozun ksilan ve 

mannan bileşenleri önemli oranda giderilebilmektedir (Angosto vd., 2015; Zhu vd., 

2015). 

 

Biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye uygulanan ana biyolojik ön işlemler, 

biyokütleye uygulanan en verimli ön işlem yöntemleri olarak nitelendirilmektedir. Zira 

biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye uygulanan ana biyolojik ön işlemler ile 

ağırlıklı olarak kahverengi mantar, beyaz mantar ve çürükçül mantar mikroorganizmaları 

kullanılarak, lignin ve hemiselülozları seçici bir şekilde parçalanabilmekte ve geri kalan 

katıların ise, enzimatik sindirilebilirliği artırılmaktadır (Shuping vd., 2010; Valdez vd., 

2014). 

 

Konu ile ilgili çalışmalar doğrultusunda; beyaz çürük mantarların peroksidazlar ve 

lakkazlar gibi lignin parçalayıcı enzimlerin üretilmesi aracılığıyla, ligninin indirgenmesi 

için en etkili mantar olduğu bildirilmiştir. Zira beyaz çürük mantarların, lignini 

parçalaması sürecinde çok etkili ve seçici olması söz konusudur. Bununla birlikte beyaz 
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çürük mantarların biyolojik ön işlem sürecindeki hidroliz oranının, endüstriyel prosesler 

açısından oldukça düşük olduğu görülmektedir (Akbaş ve Stark, 2016; Dos Santos vd., 

2016). 

 

Biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye uygulanan biyolojik ön işlemler; genel 

olarak maliyet avantajı sağlamakta ve düşük enerji kullanımı ile çevreye zarar 

vermemektedir. Bununla birlikte biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye uygulanan 

biyolojik ön işlemler, biyolojik materyallerin genel olarak düşük hidroliz verimine sahip 

olması dezavantajını da beraberinde getirmektedir (Gonzales vd. 2005; İbrahim vd., 

2018). 

 

2.6 Lignoselülozik Materyallerin Yapısı ve Lignoselülozik Materyallere Uygulanan 

Hidroliz Yöntemleri 

Lignoselülozik materyallere uygulanan hidroliz yöntemleri; biyoetanol üretiminde 

kullanılan biyokütleye uygulanan ön işlemlerin ardından, besleme stoklarının biyoetanol 

üretebilmesi için fermente olabilen şekerlere dönüştürülebilmesi amacıyla 

gerçekleştirilen işlemleri kapsamaktadır. Hidroliz işlemine ilişkin reaksiyon, aşağıda 

verildiği gibidir (Shalsh vd., 2016): 

 

(C6H10O5)n + nH2O → nC6H12O6 

 

Hidroliz işleminde; karbonhidratların yapısına 1 molekül su eklenmesi ile lignoselülozik 

materyal parçalanmakta ve basit şekerlere ayrıştırılmaktadır. Hidroliz işleminin ardından 

selüloz ve hemiselüloz; 5 ya da 6 karbonlu monosakkaritlere ya da basit şekerlere 

dönüştürülmektedir. Asidik hidroliz ve enzimatik hidroliz, en yaygın kullanılan hidroliz 

yöntemlerini ifade etmektedir. Bununla birlikte asidik hidroliz, en eski hidroliz yöntemi 

olarak kabul edilmektedir (Shalsh vd., 2016). 
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2.6.1 Kimyasal hidroliz 

Kimyasal hidroliz; “Seyreltik Asit Hidrolizi” ve “Derişik Asit Hidrolizi” kapsamında, iki 

şekilde gerçekleşebilmektedir. 

 

Seyreltik Asit Hidrolizi: Seyreltik asit hidrolizi; düşük asit konsantrasyonu kullanılması 

doğrultusunda, daha yüksek sıcaklıkta gerçekleştirilmektedir. Lignoselülozik 

biyokütlenin asit ile hidrolizi sürecinde; pentoz şekerlerin heksoz şekerlere oranla daha 

hızlı bozunması dolayısıyla, bazı durumlarda iki aşamalı bir hidroliz işleminin 

gerçekleştirilmesi gerekmektedir. Seyreltik asit hidrolizi, hemiselülozun hidrolize 

edilmesine yönelik olarak ve birinci aşama kapsamında kullanılmaktadır (Fu ve Peiris, 

2008; Zong – Wen vd., 2011). 

 

Derişik Asit Hidrolizi:  Derişik asit hidrolizi; yüksek asit konsantrasyonu kullanılması 

doğrultusunda, daha düşük sıcaklıkta gerçekleştirilmektedir. Derişik asit hidrolizi; iki 

aşamalı hidroliz işlemi sürecinde, selülozun hidrolize edilmesine yönelik olarak ve ikinci 

aşama kapsamında kullanılmaktadır. Derişik asit prosesi, daha kısa sürede ve yaklaşık 

%90 gibi yüksek bir oranda şekere ayrışma sağlamaktadır. Derişik asit ile hidroliz 

işleminde ayrıca; ligninin fenollere dönüştürülmesi ve oranı ve karbonhidratların 

karbonize olma riski, seyreltik asit hidrolizine göre daha yüksek olması söz konusudur 

(Slininger vd., 2006; Paulo vd., 2010). 

 

2.6.2 Enzimatik hidroliz 

Enzimatik hidroliz yöntemi, selülozun hidrolizine yönelik olarak yüksek kompleks 

enzimler kullanılmasını ifade eden bir hidroliz yöntemi olarak değerlendirilebilmektedir. 

Enzimler; selülozun, fermente edilebilen şekerler haline gelmesine yardımcı olmakta ve 

doğal olarak meydana gelen bitki proteinlerini ifade etmektedir. Enzimatik hidroliz 

yöntemi kapsamında kullanılan enzimler, dönüşüm verimliliğinin artırma ve bu 

doğrultuda da, üretim potansiyelini geliştirme etkisine sahiptir (Senthilraja vd., 2011; 

Kalhorinia vd., 2014). 
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Biyolojik yaklaşımlar kapsamında; enzimatik hidroliz yöntemi ve doğrudan mikrobiyal 

dönüşüm yöntemi olmak üzere, iki temel yöntemin kullanılması söz konusudur. 

Enzimatik hidroliz yönteminde; “endo–β–1,4–glukanaz”, “selobiohidrolaz” ve “β–

glukozidazlar” kapsamındaki üç tip enzim, selüloz yıkımına yönelik yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Selilaz enziminin aktivitesi, enzim konsantrasyonuna ve kaynağına 

göre belirlenmektedir. Bununla birlikte selilaz enziminin aktivitesi, reaktörlerde yüksek 

şeker verimi ile sonuçlanabilecek korozyon problemine neden olmamaktadır. Enzimatik 

hidroliz yönteminin etkinliği; süre, sıcaklık, pH değeri, substrat konsantrasyonu ve enzim 

yükleme gibi koşullara bağlı olarak değişkenlik göstermektedir. Enzimatik hidroliz 

yönteminin dezavantajı ise, maliyet avantajı sağlamaması olarak ifade edilmektedir (Yu 

ve Zheng, 2006; Hou, 2012; Jairam vd., 2016). 

 

2.7 Fermantasyon Teknikleri 

Fermantasyon teknikleri ile biyoetanol üretiminde kullanılan biyokütleye uygulanan ön 

işlemlerden ve lignoselülozik materyallere uygulanan hidroliz yöntemlerinden elde edilen 

hidrolizat bulunmaktaysa, bir seri inhibe edici materyalin uzaklaştırılmasının ardından 

fermantasyona tabi tutulması söz konusudur. Bu kapsamda fermantasyon teknikleri; 

fermente edilebilir nitelikteki şekerlerin, mikroorganizmalar aracılığıyla son ürün olarak 

biyoetanole dönüştürülmesini sağlamaktadır (Lotze – Campen vd., 2014; Abdullah ve 

Hussein, 2020). 

 

Fermantasyon tekniklerinin uygulanması sürecinde ise; organik asitler gibi olası yan 

ürünlerin oluşumunun engellenebilmesi amacıyla, en uygun mikroorganizmanın 

seçilmesi önem arz etmektedir. Saccharomyces cerevisiae gibi mayaların; fermantasyon 

tekniklerine tabi tutulmak doğrultusunda ve birincil fermentatif suş olarak, mısır bazlı ve 

şeker bazlı biyoetanol üretiminde kullanılması söz konusudur (Batog vd., 2008; Khare 

vd., 2015). 
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2.7.1 Ayrı enzimatik hidroliz ve fermantasyon (separate hydrolysis and 

fermentation – SHF) 

Ayrı Enzimatik Hidroliz ve Fermantasyon (Separate Hydrolysis and Fermentation – SHF) 

Tekniği, enzimatik hidroliz ile fermantasyon işlemlerinin birbirlerinden bağımsız 

yürütüldüğü tekniği ifade etmektedir. Bu kapsamda SHF ile ön işleme tabi tutulan 

lignoselülozik biyokütlenin; birinci aşama kapsamında, enzimler aracılığıyla glikoz ve 

ksiloz gibi monomer birimlerine indirgenmesi ve ikinci aşama kapsamında da, şekerlerin 

fermantasyonunun gerçekleştirilmesi söz konusudur (Szambelan vd., 2018). 

 

SHF sürecinde selülozik malzeme; öncelikli olarak optimal koşullarda, selülaz ve 

hemizelülaz enzimleri ile indirgen şekerlere hidroliz edilmektedir. SHF sürecinde iki 

aşama kapsamında ise; hidrolizatlarda bulunan şekerlerin, maya ya da diğer fermantasyon 

bakterileri tarafından ve farklı çalışma koşullarına endeksli olarak biyoetanole 

dönüştürülmesi söz konusudur. SHF’nin en önemli avantajı hem enzimatik hidrolizin 

hem de fermantasyonun, kendilerine özgü optimal koşullarda işlev görmelerinin olanaklı 

olabilmesi şeklinde ifade edilmektedir. SHF’nin dezavantajı ise, enzim aktivitesini inhibe 

eden şekerlerin birikmesi ile biyoetanol verimliliğinin düşmesi kapsamında söz konusu 

olabilmektedir (Vohra vd., 2014; Hawrot – Paw ve Stańczuk, 2023). 

2.7.2 Eşzamanlı sakarifikasyon ve fermantasyon (Simultaneous Saccharification 

and Fermentation – SSF) 

Eşzamanlı Sakarifikasyon ve Fermantasyon (Simultaneous Saccharification and 

Fermentation – SSF); enzimatik hidroliz ve fermantasyon sürecinin, lignoselülozik 

materyale aynı anda uygulandığı tekniği ifade etmektedir. SSF sürecinde optimal 

sıcaklığın; fermantasyon için kullanılacak olan mikroorganizmalara endeksli olarak 

hidroliz için 45 °C ile 50 °C arasında değişen düzeyde ve fermantasyon içinse, 20 °C ile 

40 °C arasında değişen düzeyde olması gerekmektedir (Vohra vd., 2014; Arokiasamy vd., 

2016). 

 

SSF’nin en önemli özelliği, şekerlerin hızla etanole dönüştürülmesi ile indirgenen 

şekerlerin birikiminin azaltılmasının sağlanması olarak ifade edilmektedir. SSF sürecinde 
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selülozun hidrolizinden ya da sakarifikasyonundan üretilen şekerler; eşzamanlı olarak 

etanolde fermente edildiklerinden, hidroliz ile ürün inhibisyonu büyük oranda 

azaltılmaktadır. Hem enzimlerin hem de mikroorganizmaların işlem parametrelerinin 

eşzamanlı optimizasyonuna ilişkin güçlükler ise, SSF’nin dezavantajı olarak ifade 

edilmektedir. Bu bağlamda enzim hidrolizi için selülozik enzimlerin, en fazla 50 °C’de 

çalışmaları söz konusudur. Bununla birlikte etanol fermantasyonu için 

mikroorganizmalara en uygun koşulların, 28 °C ile 37 °C arasında değişen bir sıcaklıkta 

sağlanması olanaklıdır (Vasquez vd., 2007; Vohra vd., 2014). 

 

Selülozun glikoza dönüştürülebilmesi için uzun süreye gereksinim duyulması da, SSF’nin 

bir diğer dezavantajı olarak ifade edilmektedir. Bu doğrultuda SSF’nin; substrat türüne 

endeksli olarak, 3 ile 7 gün arasında değişen bir süre gerektirmesinden söz 

edilebilmektedir. Zira hidrolizin genel olarak, SSF sürecinde hızın sınırlandırılmasına 

yönelik bir etkisi bulunmaktadır (Hernandez – Salas vd., 2009; Sills ve Gossett, 2011). 

2.7.3 Eşzamanlı Sakkarifikasyon ve Ko–Fermentasyon (Simultaneous 

Saccharification and Co–Fermentation – SSCF) 

Eşzamanlı Sakkarifikasyon ve Ko–Fermentasyon (Simultaneous Saccharification and 

Co–Fermentation – SSCF); lignoselülozik biyokütlenin ön işlem ve hidroliz süreçlerinde, 

önceden salınan tüm şekerlerin metabolize edilebilmesine yönelik kullanılan bir tekniği 

ifade etmektedir. SSCF sürecinde; yüksek dönüşüm sağlanabilmesi ve etanol verimine 

izin verilebilmesi amacıyla hem heksozların hem de pentozların en iyi şekilde metabolize 

edilmesini olanaklı kılan ve eşzamanlı fiziksel koşullarda uyum içerisinde yaşayabilen 

tek bir mikroorganizmanın kullanılması söz konusudur (Sánchez ve Cardona, 2008; 

Ghosh vd., 2018). 

 

SSCF; maliyet avantajı sağlaması, daha kısa çalışma süresi olanağı sunması, enzimatik 

hidroliz sürecinde daha az problem yaşanmasına neden olması ve daha düşük 

kombinasyon riski dolayısıyla yaygın olarak kullanılmaktadır (Koppram vd., 2013; 

Choudhary vd., 2018). 



 

 

 

 

39 

 

2.7.4 Konsolide Biyoproses (Consolidated Bioprocessing – CBP) ile Fermantasyon 

Konsolide Biyoproses (Consolidated Bioprocessing – CBP) ile Fermantasyon; 

biyokütlenin, etanolün dönüşümü için gereken ve ön işlem, hidroliz, ayırma ve 

fermantasyon kapsamında ifade edilebilen tüm reaksiyonları tek bir biyoreaktörde 

bütünleştirmesi olarak ifade edilebilmektedir. CBP ile fermantasyon hem enzim 

üretiminin hem de fermantasyonun gerçekleştirilmesini sağlaması ya da enzimlerin 

üretiminin, enzimatik hidrolizin ve fermantasyonun tek adımda gerçekleştirilmesini 

olanaklı kılması bakımından, diğer fermantasyon tekniklerinden farklılık göstermektedir 

(Lynd vd., 2005; Vohra vd., 2014). 

 

Enzim üretimi için herhangi bir işlem maliyetine katlanılmasını gerektirmemesi ve 

şekerlerin serbest bırakılması için tüm substratın kullanılması, CBP ile fermantasyonun 

avantajları arasında ifade edilmektedir. Bununla birlikte enzimatik işlemler ile 

fermantasyon işlemlerinin birbirleriyle uyumlu yürütülmesinin olanaklı olması, CBP ile 

fermantasyonun bir diğer avantajını ifade etmektedir. Aynı şekilde termofilik 

mikroorganizmalar; geleneksel mayalara göre, hammaddenin bir miktarını doğrudan 

kullanabilmeleri ve yüksek sıcaklıklara dayanabilmeleri dolayısıyla belirgin bir avantaj 

sağlamaktadır (Alkasrawi vd., 2006; Vohra vd., 2014). 

2.8 Karadut (Morus nigra L.) 

Karadut (Morus nigra L.); ılıman, tropik ve subtropik iklim bölgelerinde yetişmektedir. 

Bununla birlikte Karadut’un (Morus nigra L.), İran ve Kafkaslardan orijinlendiği 

bildirilmektedir (Datta, 2002). Dut (Morus spp.); “Urticales” takımının, “Moraceae” 

familyası ve “Morus” cinsi kapsamında değerlendirilmektedir. Yaygın olarak bilinen dut 

(Morus spp.) türleri ise; Beyaz dut (Morus alba L.), Karadut (Morus nigra L.), Mor dut 

(Morus rubra L.) ile “Morus australis L.”, “Morus atifolia L.”, “Morus multicaulis L.”, 

“Morus ihou L.”, “Morus Kagayamae L.” ve “Morus bombycis L.” kapsamında ifade 

edilebilmektedir (Ercişli ve Orhan, 2007; Ercişli ve Orhan, 2008). 
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Karadut (Morus nigra L.) meyveleri; 2 cm ile 3 cm arasında değişen uzunluğa ve 

kendisine özgü bir renge, hafif ekşi lezzete ve sulu özelliğe sahiptir. Bununla birlikte 

karadut (Morus nigra L.) meyveleri genel olarak; %48 oranında fruktoz ve %52 oranında 

glukoz olmak doğrultusunda şeker ile %92 oranında sitrik asit ve %8 oranında malik sit 

gibi organik asitlerden, fenolik astilerden ve anstosiyaninlerden oluşmaktadır (Elmacı ve 

Altuğ, 2002; Ercişli ve Orhan, 2008). 

Konu ile ilgili çalışmalar kapsamında, karadut (Morus nigra L.) meyvelerinin bileşimi 

aşağıda verildiği şekilde ifade edilmektedir (Zhumatov, 1996; Elmacı ve Altuğ, 2002; 

Akbulut vd., 2006; Ercişli ve Orhan, 2007; Ercişli ve Orhan, 2008; Özgen vd., 2009; 

Imran vd., 2010; Gündoğdu vd., 2011; Hepsağ vd., 2012; Kara ve Erçelebi, 2013; 

Koyuncu vd., 2014; Tarko vd., 2014; Sánchez – Salcedo vd., 2015): 

 Karadut (Morus nigra L.) meyveleri, %12,5 ile %29,5 arasında değişen oranda 

kuru madde içermektedir. 

 Karadut (Morus nigra L.) meyveleri, %0,12 ile %1,04 arasında değişen oranda 

kül içermektedir. 

 Karadut (Morus nigra L.) meyveleri, %0,9 ile %2,64 arasında değişen oranda 

protein içermektedir. 

 Karadut (Morus nigra L.) meyveleri, %2,5 ile %6,79 arasında değişen düzeyde 

ham yağ oranına sahiptir. 

 Karadut (Morus nigra L.) meyveleri, %3,30 ile %5,65 arasında değişen oranda 

pH değerine sahiptir. 

 Karadut (Morus nigra L.) meyveleri, %14,30 ile %30,80 arasında değişen 

düzeyde suda çözünürlük oranına sahiptir. 

 Karadut (Morus nigra L.) meyvelerinin mineral bileşimi incelendiğinde, 

potasyumun (K) en baskın mineral olduğu belirlenmektedir. Karadut (Morus 

nigra L.) meyvelerinin mineral bileşimi; %1,27 mg/g ile %15 mg/g arasında 

değişen oranda K, %0,40 mg/g ile %5,8 mg/g arasında değişen oranda fosfor (P), 

%0,21 mg/g ile %6,6 mg/g arasında değişen oranda kalsiyum (Ca), %0,02 mg/g 

ile %12 mg/g arasında değişen oranda çinko (Zn), %0,91 mg/g ile %3,29 mg/g 
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arasında değişen oranda sodyum (Na) ve %0,37 mg/g ile %2,40 mg/g arasında 

değişen oranda magnezyum (Mg) kapsamında ifade edilebilmektedir. 

 Karadut (Morus nigra L.) meyvelerinin şeker içeriği incelendiğinde, glukoz ve 

fruktozun baskın olduğu belirlenmektedir. Karadut (Morus nigra L.) 

meyvelerinde; %6,39 mg/100g ile %7,75 mg/100g arasında değişen oranda 

glukoz ve %3,40 mg/100g ile %5,77 mg/100g arasında değişen oranda fruktoz 

bulunmaktadır. 

 Karadut (Morus nigra L.) meyvelerinde, baskın üç yağ asit içeriğinden 

bulunmaktadır. Karadut (Morus nigra L.) meyvelerinin yağ asidi içeriği 

incelendiğinde; %13,6 ile %64,41 arasında değişen oranda linoleik asit, %11,36 

ile %22,7 arasında değişen oranda palmitik asit ve %2,33 ile %16 arasında değişen 

oranda oleik asit olduğu belirlenmektedir. 

 Karadut (Morus nigra L.) meyvelerinde baskın organik asitler, malik asit ve sitrik 

asit kapsamında ifade edilebilmektedir. Karadut (Morus nigra L.) meyvelerinde, 

%1,4 mg/g ile %218 mg/g arasında değişen oranda malik asit ve %8,80 mg/g ile 

%670 mg/g arasında değişen oranda sitrik asit bulunmaktadır. 

 

Türkiye’de yetiştirilen dutların (Morus spp.); %95 oranında Beyaz dut (Morus alba L.), 

%3 oranında Mor dut (Morus rubra L.) ve %2 oranında da Karadutdur(Morus nigra L.) . 

Türkiye’de 2023 yılı itibariyle ise; toplam 83.240 ton karadut (Morus nigra L.) üretilmiş 

ve bu üretimin, 2430 ton düzeyindeki bölümü ihraç edilmiştir. Türkiye’de 2023 yılı 

itibariyle, 44 ülkeye Karadut (Morus nigra L.) ihraç edilmiş ve yaklaşık 8 Milyon ABD 

Doları gelir elde edilmiştir (Oğuz, 2023). 

 

Bununla birlikte Türkiye’de 2023 yılı itibariyle iller bazında karadut (Morus nigra L.) 

üretim miktarları incelendiğinde, 9.520 ton üretim miktarı ile Malatya’nın ilk sırada yer 

aldığı ve toplam karadut (Morus nigra L.) üretiminin yaklaşık %12’sinin Malatya’da 

gerçekleştirildiği belirlenmektedir. Türkiye’de 2023 yılı itibariyle iller bazında karadut 

(Morus nigra L.) üretim miktarları incelendiğinde ayrıca; Malatya’nın ardından sırasıyla 

Erzincan’ın, Elazığ’ın, Adıyaman’ın, Erzurum’un, Ankara’nın ve diğer illerin geldiği 

görülmektedir (Oğuz, 2023). 
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2.8.1 Karadutun endüstride kullanımı ve atıkları 

Karadut (Morus nigra) genel olarak, sofralık ve kurutmalık olarak değerlendirilmektedir. 

Bununla birlikte Türkiye’ye özgü olmak doğrultusunda; karaduttan (Morus nigra L.) 

pekmez, sirke, sucuk ve pestil gibi birçok farklı ürün de üretilebilmekte ve karadut (Morus 

nigra L.) farklı geleneksel tüketim şekillerine konu edilebilmektedir. Bununla birlikte 

özellikle son dönemlerde; küresel ölçekte doğal ürünlerin tüketilmesine yönelik ilginin 

artmasına endeksli olarak, karaduttan (Morus nigra L.) üretilen alternatif ve geleneksel 

ürünlerin sadece iç tüketime konu edilmesi değil, aynı zamanda ihraç edilmesi de söz 

konusudur (Yıldız ve Yılmaz, 1999; Ercişli, 2004; Özelçi ve Yiğit, 2022). 

 

Türkiye’de karadutun (Morus nigra) değerlendirilme şekilleri göz önünde 

bulundurulduğunda; yaklaşık %50’sinin sofralık, %45’inin kurutmalık ve yaklaşık 

%5’inin de diğer şekillerde tüketildiği belirlenmektedir. Bu hususlar da karadutun (Morus 

nigra); sadece taze olarak tüketilen bir meyve olmadığını ve farklı tüketim şekillerine 

konu edilmesi ile tüketicilerin isteklerinin farklı şekillerde karşılanabilmesine yönelik çok 

yönlü bir meyve olduğunu ortaya koymaktadır (Oğuz, 2023). 

 

Konu ile ilgili çalışmalar doğrultusunda ise; karadutun (Morus nigra), endüstriyel 

kullanım bağlamında farklı alanlarda hammadde olarak kullanılabildiği belirlenmektedir. 

Bu bağlamda karadut (Morus nigra); eczacılık ve kozmetik endüstrisi ile birlikte, aynı 

zamanda genel olarak kimya endüstrisi bağlamında da özellikle tercih edilmektedir 

(Habib vd., 2003; Vural vd., 2008; Zaki vd., 2011; Ahalya, 2020; Özelçi ve Yiğit, 2022). 

 

Karadut (Morus nigra) ürünleri üretilen fabrikaların atıklarının ve karaduta (Morus nigra) 

ilişkin tarımsal atıkların ya da genel olarak atıkların değerlendirilmesine yönelik konu ile 

ilgili çalışmalar doğrultusunda ise; karadut (Morus nigra) atıklarının, yeni üretim 

teknolojilerine konu edilebildiği ve bu teknolojiler bağlamında hammadde olarak 

kullanılabildiği gösterilmiştir (Erkaleli ve Dalkılıç, 2006; Vural vd., 2008; Zaki vd., 2011; 

Sánchez – Salcedo vd., 2015; Minhas vd., 2016). 

 



 

 

 

 

43 

 

Konu ile ilgili çalışmalara endeksli olarak bu doğrultuda, sahip olduğu özellikler 

doğrultusunda karadut (Morus nigra) atıklarından; biyoetanol üretimi için enerji kaynağı 

olarak yararlanılabilmesi haricinde, aktif karbon ve kimyasal madde üretimi sürecinde de 

etkin olarak yararlanılabildiği belirlenmiştir. Dolayısıyla da karadut (Morus nigra) 

atıklarından yararlanılması ile temiz ve yenilenebilir enerji üretimi, atıkların uygun bir 

şekilde bertaraf edilmesinin sağlanması ve düşük maliyetli hammadde eldesi gibi birçok 

avantaj sağlanabilmektedir (Minhas vd., 2016; Yuan ve Zhao, 2017; Aidynova vd., 2020; 

Taherzadeh – Fini ve Fattahi, 2021). 

 

2.9 Hanseniaspora uvarum ve Biyoetanol Eldesinde Kullanılan Diğer 

Mikroorganizmalar 

Hanseniaspora, “apiculatus mayaları” olarak da adlandırılmakta ve “Kloeckera” türlerini 

içermektedir. Hanseniaspora’nın çoğalması, bipolar tomurcuklanma ile gerçekleşmekte 

ve çoğalma sürecinde, limon şekilli hücreler oluşmaktadır. Hanseniaspora’nın, ask 

içerisinde 2 ile 3 adet arasında değişen sporları bulunmakta ve Hanseniaspora ile şekerler 

fermente edilebilmektedir. Hanseniaspora; özellikle incir, üzüm, karadut, domates, 

turunçgiller ve çilek gibi meyvelerde bulunmakta ve kakao fermantasyonu sürecinde 

ortaya çıkmaktadır (Pietrafesa vd., 2020; Matraxia vd., 2021; Pirrone vd., 2022). 

 

“Saccharomyces” ve “Zygosaccharomyces” türleri ile birlikte; “Metschnikowia”, 

“Candida” ve “Hanseniaspora / Kloeckera” maya türleri de biyoetanol eldesinde 

kullanılan mikroorganizmalar arasında değerlendirilebilmektedir (Hu vd., 2019; Bourbon 

– Melo vd., 2021; Huang vd., 2022; Seixas vd., 2023). Hanseniaspora genusunda yer 

alan türler, aşağıda verilen kapsamda ifade edilebilmektedir: 

 Hanseniaspora valbyensis (Klöcker, 1912); 

 Hanseniaspora guilliermondii (Pijper, 1928); 

 Hanseniaspora uvarum (Niehaus) (Shehata vd., 1955); 

 Hanseniaspora osmophila (Niehaus) (Phaff, Miller and Shifrine, 1956); 

 Hanseniaspora vineae (van der Walt ve Tscheuschner, 1957); 

 Hanseniaspora occidentalis (Smith, 1974); 

 Hanseniaspora lachancei (Čadež vd., 2003); 
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 Hanseniaspora clermontiae (Čadež vd., 2003); 

 Hanseniaspora meyeri (Čadež vd., 2003); 

 Hanseniaspora opuntiae (Čadez vd., 2003); 

 Hanseniaspora pseudoguilliermondii (Čadež vd., 2006); 

 Hanseniaspora nectarophila (Čadež vd., 2014); 

 Hanseniaspora mollemarum (Groenewald vd., 2018); 

 Hanseniaspora gamundiae (Cadež vd., 2019); 

 Hanseniaspora lindneri (Klöcker) (Čadež ve Libkind, 2019); 

 Hanseniaspora smithiae (Čadež vd., 2021). 

 

Hanseniaspora uvarum, hedef hücrenin β-1,6–Glukan reseptörüne karşı etkili olan bir 

katil toksin içermektedir (Hu vd., 2019; Bourbon – Melo vd., 2021; Huang vd., 2022; 

Seixas vd., 2023). “Hanseniaspora uvarum” ile ilgili görsel, Şekil 2.12’de yer almaktadır. 

 

 

Şekil 2.12 Hanseniaspora uvarum 

 

Karadut fermantasyonuna yönelik yapılan birçok çalışma kapsamında; Saccharomyces 

olmayan ve özellikle de Hanseniaspora uvarum, Kloeckera apiculata ve Candida stellata 

kapsamındaki türlerin fermantasyon süresince önemli ölçüde hayatta kaldıkları, bununla 

birlikte düşük etanol toleransları dolayısıyla fermantasyon sonunda genel olarak ayırt 

edilemedikleri belirlenmiştir (Pramateftaki vd., 2006; Giorello vd., 2018; Prestianni vd., 

2022). 
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Konu ile ilgili çalışmalar doğrultusunda ayrıca; Saccharomyces olmayan ve 

Hanseniaspora uvarum, Kloeckera apiculata ve Candida stellata kapsamındaki türlerin, 

önemli düzeyde proteolitik aktiviteye sahip oldukları belirlenmiştir. Bununla birlikte 

konu ile ilgili çalışmalar kapsamında; Hanseniaspora uvarum, Kloeckera apiculata ve 

Candida stellata kapsamındaki türlerin de, Saccharomyces cerevisiae gibi ihtiyaç 

duyulan aminoasidi salgılayabildikleri saptanmıştır (Zironi vd., 1993; Wang vd., 2015; 

Watcharawipas vd., 2022; Fathiah vd., 2023). Fermente karadut suyundan elde edilen 

Saccharomyces cerevisiae ve Hanseniaspora uvarum izole mayalarının da, fermantasyon 

sürecinde üstünlük sağladığı ve bu doğrultuda da, fermantasyonu devraldıkları 

varsayılmaktadır (Tristezza vd., 2009; Tristezza vd., 2016). 

 

Hanseniaspora uvarum haricinde biyoetanol eldesinde kullanılan diğer 

mikroorganizmalar; “Candida”, “Cryptococcus”, “Debaryomyces”, “Hansenula”, 

“Kluyveromyces”, “Pichia”, “Saccharomyces”, “Ustilago”, “Williopsis” ve 

“Zygosaccharomyces” kapsamında değerlendirilebilmektedir. 

 

Candida: Candida; ilk kez 1923 yılı itibariyle tanımlanmıştır ve kompozisyonel 

özelliklerine endeksli olarak, elektroforetik karyotipine göre üç temel grup kapsamında 

değerlendirilmektedir. Candida, “parlayan beyaz” anlamına gelmektedir ve Candida 

hücreleri, karotenoid pigment içermemektedir. Candida; tanımlandığı ilk dönemler 

itibariyle “Torulopsis” olarak adlandırılan “Ascomycetes imperfecti” türleri içerisinde 

düzenlenmekteyken, zaman içerisinde anaformik özellik gösteren Candida türleri 

“Kluyveromyces” ve “Pichia” cinsi içerisine aktarılmıştır. Bu süreçte “Saccharomycopsis 

lipolytica” da, “Candida lipolytica” olarak adlandırılmaya başlanmıştır (Shin vd., 2000; 

Zheng vd., 2009; Whaley vd., 2017). 

 

Bazı Candida türleri; kefir, bira, kakao ve meyve sularının fermantasyonunda rol 

oynamaktadır. Candida tropicalis ise, genel olarak en sık rastlanan Candida türleri türünü 

ifade etmektedir. Diğer Candida türleri ise; “Candida famata (eski ismi Torulopsis 

candida ya da Torulopsis famata)”, “Candida kefyr (eski ismi Candida pseudotropicalis 

ya da Torulopsis kefyr veya Torulopsis Cremoris)”, “Candida stellata (eski ismi 
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Torulopsis stellata)” ve “Candida holmii (eski ismi Torulopsis holmii)” kapsamında 

değerlendirilebilmektedir (Rajagopalan vd., 1996; Özdemir vd., 2011; Lai vd., 2012). 

 

Cryptococcus: Cryptococcus cinsinin üyeleri, çok yönlü tomurcuklanma yoluyla 

çoğalmakta ve artrospor oluşturabilmektedir. Cryptococcus miselleri, kırmızı ya da 

turuncu renklidir ve Cryptococcus genel olarak, bitki ve toprak ile çilek gibi kırmızı renkli 

meyvelerde bulunmaktadır (Furman – Kuklińska vd., 2009; Gayretli – Aydın vd., 2023). 

 

Debaryomyces: Debaryomyces türü mayalar, askospor oluşturmakta ve çok yönlü 

tomurcuklanma ile çoğalmaktadır. Bununla birlikte Debaryomyces türü mayalar, bazen 

de yalancı misel oluşturmaktadırlar. İlk tanımlandıkları dönemler itibariyle 

“Debaryomyces subglobosus” ve “Torulaspora hansenii” olarak Debaryomyces türleri, 

zaman içerisinde “Debaryomyces hansenii” olarak adlandırılmaya başlanmıştır. 

Debaryomyces hansenii; gıda kaynaklı en önemli mayalar arasında değerlendirilmektedir 

ve %24 NaCl’de ve 0,65 gibi düşük su aktivitesinde gelişebilmektedir. Bununla birlikte 

Debaryomyces hansenii, özellikle portakal suyu konsantratlarında bozulmalara neden 

olmaktadır (Ricaurte ve Govind, 1999; Prista vd., 2007; Ramos – Moreno vd., 2019). 

 

Hansenula: Hansenula mrakii; hücre membranının geçirgenliğine zarar vermekte ve 4 

ile 11 arasında değişen geniş bir pH aralığında ve yüksek sıcaklıkta stabil olma özelliği 

göstermektedir. Bununla birlikte Hansenula mrakii, Saccharomyces cerevisiae tarafından 

üretilen K1 toksininden daha küçük olma özelliğine sahiptir. HM–I toksini; Hansenula 

mrakii’den salgılanan polipeptik yapılı bir toksindir ve genel olarak da DNA, RNA, 

protein ve yağ sentezi üzerinde etkili olmayan, ancak β–1,3–Glukan sentezini engelleyen 

duyarlı maya suşlarının ölmesine neden olmaktadır (Ashida vd., 1983; Takasuka vd., 

1995). 

 

Kluyveromyces: Kluyveromyces, askospor oluşturan maya cinsini ifade etmektedir ve 

yalancı misel oluşturabilmektedirler. İlk tanımlandığı dönemlerde “Kluyveromyces 

marxianus”; “Kluyveromyces fragilis”, “Kluyveromyces lactis”,” “Kluyveromyces 

bulgaricus”, “Saccharomyces lactis” ve “Saccharomyces fragilis” olarak bilinen türler 

kapsamında değerlendirilmiştir. Genel olarak Kluyveromyces türleri, b–galaktozidaz 
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enzimi üretme yeteneğine sahiptir ve şekerleri fermente edebilmektedirler (Atalay vd., 

2021; Qiu vd., 2023). 

 

Kluyveromyces cinsine ilişkin mayalar taksonomi kapsamında, “Ascomycetes” sınıfında 

değerlendirilmekte ve “Saccharomycetes” sınıfının “Saccharomycetaceae” familyasına 

dâhil edilmektedir. Kluyveromyces cinsi kapsamındaki mayalar, oldukça heterojen bir 

yapı arz etmektedir ve hâlihazırda 16 türe endeksli olarak tanımlanmaktadır. Bununla 

birlikte Kluyveromyces cinsi kapsamındaki mayaların 10 tanesi; filogenetik bağlamda 

“Saccharomyces”, “Zygosaccharomyces”, “Arxiozyma” ve “Candida” cinsleri 

içerisinde değerlendirilen maya türleri ile karışmış durumdadır (Silva – Santisteban vd., 

2009; Rocha vd., 2011). 

 

Kluyveromyces cinsi kapsamında yer alan birçok mayanın, 1990’lü yılların başları 

itibariyle tanımlanmıştır. Genel olarak da Kluyveromyces cinsi kapsamında yer alan 

mayalar; oval, küresel ya da uzamış hücre fenotiplerine sahip olabilmektedirler. Bununla 

birlikte Kluyveromyces cinsi kapsamında yer alan mayalar, vejetatif olarak 

tomurcuklanma ile üretmektedirler. Diploid olan Kluyveromyces cinsi kapsamında yer 

alan mayalar ise, spor oluşturabilmektedirler (Fonseca vd., 2007; Mazutti vd., 2010). 

 

Kluyveromyces cinsi kapsamında yer alan mayalar ile Saccharomyces cinsi kapsamında 

yer alan mayalar, genetik olarak büyük benzerlik göstermektedirler. Buna karşın 

Kluyveromyces cinsi kapsamında yer alan mayalar, Saccharomyces cinsi kapsamında yer 

alan mayaların hücrelerinden daha küçük yapıda olabilmektedirler. Kluyveromyces 

marxianus, türe özgü değişkenlik gösteren ve 6 ile 12 arasında değişen kromozom 

içermektedir. Kluyveromyces marxianus var. marxianus, 10 kromozoma sahiptir ve 

genom büyüklüğü 14 Mb olarak belirlenmiştir. Bununla birlikte Kluyveromyces 

marxianus var. marxianus’un genom büyüklüğünün 14 Mb olması, Saccharomyces 

cerevisiae ile arasında anlamlı bir fark oluşmasına neden olmamaktadır (Rajoka vd., 

2004; Foukis vd., 2012). 

 

“Kluyveromyces lactis”, “Kluyveromyces lactis var. drosphilarum”, “Kluyveromyces 

marxianus”, “Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus” ve “Kluyveromyces 
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thermotolerans” kapsamındaki Kluyveromyces türleri, endüstriyel amaçlar için yaygın 

olarak kullanılmaktadırlar. Özellikle de Kluyveromyces marxianus mayasının; hızlı 

büyüme oranı, sıcaklığa dayanıklı olma, geniş yelpazedeki şeker türlerini asimile etme 

kapasitesi, çok az besine ihtiyaç duyma, b–galaktosidaz, b–glukozidaz inülinaz ve 

poligalakturonaz kapsamındaki enzim özellikleri, aroma maddeleri üretebilme, tek hücre 

proteinine sahip olma, biyoremediasyon ve tıp uygulamalarında kullanılabilme, 

parçalayıcı enzimleri bulundurma ve fermantasyon ile etanol üretiminde kullanılabilme 

gibi özellikleri bağlamında, biyoteknolojik uygulamalarda yaygın olarak kullanılmasını 

olanaklı kılan birçok özelliğe sahip olması söz konusudur (Tovar – Castro vd., 2008; 

Gupte ve Nair, 2010; Löser vd., 2015). 

 

Kluyveromyces marxianus türleri, 52 ºC’ye kadar olan yüksek sıcaklıklarda dahi 

büyüyebilmektedirler. Bununla birlikte Kluyveromyces marxianus genel olarak; 37 ºC’de 

zenginleştirilmiş kültür ortamında, 1 saat içerisinde yaklaşık iki katı düzeyinde 

büyüyebilmektedir. Kluyveromyces marxianus; karbon kaynağı olarak glikoz, mannoz, 

galaktoz, ksiloz, laktoz ve arabinoz gibi çeşitli şekerleri kullanabilmektedir (Wang vd., 

2018; Zeng vd., 2024). 

 

Pichia: Pichia; oval ve silindirik hücrelere sahiptir ve türlerinin, yalancı misel ve 

artrospor oluşturulabilmesi söz konusudur. Pichia cinsi kapsamında yer alan mayaların 

çoğalmaları, çok yönlü tomurcuklanma ile gerçekleşmekte ve mayalar, şapka formunda 

spor meydana getirmektedirler. Pichia cinsi kapsamında yer alan mayalardan bazıları; il 

tanımlandıkları dönemler itibariyle “Williopsis” türleri içerisinde 

değerlendirilmekteyken, yeni taksonomi içerisinde “Debaryomyces” cinsi içerisine 

aktarıldıkları görülmektedir (Wang vd., 2010; Spohner vd., 2015). 

 

İlk tanımlandığı dönemlerde “Candida guilliermondii” olarak adlandırılan maya, zaman 

içerisinde “Pichia guilliermondii” olarak ve “Candida valida” olarak adlandırılan maya 

ise, zaman içerisinde “Pichia membranaefaciens” olarak adlandırılmaya başlanmıştır. 

Pichia guilliermondii ve Pichia membranaefaciens; oksidatif maya olma özelliği 

göstermekte, sıvı ortamlarda yüzeyde zar tabakası oluşturmakta ve asidik gıdalarda 

bozulmalara neden olmaktadır (Kobayashi vd., 2000; Goodrick ve Kurtzman, 2009). 
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Saccharomyces: Saccharomyces cinsi kapsamında yer alan mayalar; askospor 

üretebilmekte ve oval, yuvarlak ve uzun hücreler oluşturmaktadırlar. Saccharomyces 

cinsi kapsamında yer alan mayaların çoğalmaları; çok yönlü tomurcuklanma ve 

içerisinde, 1 ile 4 arasında değişen oranda spor bulunan asklarla gerçekleşmektedir. 

Saccharomyces cinsi kapsamında, endüstri açısından büyük önem taşıyan mayalar yer 

almaktadır. Saccharomyces cinsi kapsamında yer alan mayalar; başta üzüm olmak üzere, 

birçok meyve ve sebzede bulunmaktadır (Peter vd., 2018; Parapouli vd., 2020). 

 

Saccharomyces cinsi kapsamında yer alan mayalar; şekerleri fermente ederek, alkol ve 

CO2 oluşturmaktadırlar. Saccharomyces cerevisiae; başta bira olmak üzere tütsülenmiş 

kuru salam, şampanya, şarap, alkol ve ekmek üretiminde kullanılmaktadır. İlk 

tanımlandıkları dönemler itibariyle Saccharomyces kapsamında değerlendirilen 

“Saccharomyces bisporus” ve “Saccharomyces rouxii”, zaman içerisinde 

“Zygosaccharomyces” içerisinde ve ilk tanımlandığı dönem itibariyle Saccharomyces 

kapsamında değerlendirilen “Saccharomyces rosei” ise, “Torulaspora” cinsi içerisinde 

değerlendirilmeye başlanmıştır (Bojsen vd., 2014; Furuya vd., 2023). 

 

Saccharomyces cerevisiae, gıdalarda nadiren bozulmaya neden olmaktadır. 

Saccharomyces bailli ise; alkolsüz içeceklerde, meyve sularında, şarapta, salata 

soslarında ve mayonezde bozulma meydana getirmektedir. Bununla birlikte 

Saccharomyces bailli, benzoat ve sorbat gibi kimyasal koruyuculara karşı direnç 

göstermektedir (Herbrecht ve Nivoix, 2005; Fadhel vd., 2018). 

 

Saccharomyces cerevisiae; tomurcuklanarak çoğalmaktadır ve hücre çapları 5 µm ile 10 

µm arasında değişen yuvarlak biçimli ökaryotik bir maya türünü ifade etmektedir. 

Saccharomyces cerevisiae; çok eski dönemlerden itibaren alkollü içecek ve ekmek 

yapımında kullanılmaya başlanmıştır ve doğada birçok yerde bulunmaktadır. 

Saccharomyces, mantarlar âleminin “Ascomycota” bölümünde yer almaktadır. Bununla 

birlikte Saccharomyces; ökaryotik mikroorganizmaların hücre biyolojisinin ve genetik 

bilgilerinin belirlenmesine yönelik çalışmaların temelinde yer almakta ve bu çalışmalar 

kapsamında, model mikroorganizma olarak kullanılmaktadır (Edwards – Ingram vd., 

2004; Schadeweg ve Boles, 2016) 



 

 

 

 

50 

 

Saccharomyces cerevisiae; hücre döngüsünün araştırılmasına yönelik çalışmalarda, 

elverişlilik arz etmesi açısından yaygın olarak kullanılmaktadır. Zira Saccharomyces 

cerevisiae hem kültürlenmesi kolay hem de ökaryot olması dolayısıyla, bitki ve 

hayvanların kompleks hücre içi yapılarına sahip bir mayadır. Saccharomyces 

cerevisiae’nın ya da ekmek mayasının içerisinde; kuru madde, protein, glusidler, lipidler 

ve mineral maddeler yer almaktadır (Sadineni vd., 2011; Heitmann vd., 2018). 

 

Saccharomyces cerevisiae, en yaygın olarak kullanılan etanol üreticisi maya olma niteliği 

taşımaktadır. Yüksek etanol üretimi sağlaması ve yüksek etanol derişimlerine karşı 

dirençli olması, Saccharomyces cerevisiae’in en önemli özellikleri arasında 

sayılabilmektedir. Bununla birlikte spesifik büyüme oranına sahip olması ile yüksek 

ozmotik faaliyetleri ve yüksek etanol üretim hızı da, Saccharomyces cerevisiae’in etanol 

üretimi sürecinde sıklıkla tercih edilmesini sağlamaktadır (Balat ve Balat, 2009; Buijs 

vd., 2013). 

 

Etanol fermantasyonu sürecinde, çok geniş bir aralıkta maya ve bakteri 

kullanılabilmektedir. Bununla birlikte Saccharomyces cinsi kapsamında yer alan 

mayalar; yüksek etanol verimi ve çeşitli şekerleri dönüştürebilme yetenekleri dolayısıyla, 

etanol fermantasyonunda yaygın olarak kullanılmaktadırlar. Bu doğrultuda 

Saccharomyces cerevisiae gibi Saccharomyces bayanus da, interspesifik hibrit olma 

niteliği taşımaktadır. Saccharomyces bayanus ile birlikte Saccharomyces pastorianus da; 

Saccharomyces cerevisiae gibi, özellikle alkollü içecek endüstrisi başta olmak üzere, 

genel olarak endüstriyel üretimde sıklıkla tercih edilmektedir (Viana vd., 2008; Viana 

vd., 2011; Vicky vd., 2023). 

 

Ustilago: Ustilago cinsi kapsamında yer alan mayalar ve özellikle de Ustilago maydis ile 

suşları, katil toksin üretmektedirler. İlk tanımlandığı dönemler itibariyle Ustilago 

maydis’in, “Totiviridae” kapsamında sınıflandırılması söz konusudur. Ustilago cinsi 

kapsamında yer alan mayaların bazı segmentleri, gizli polipeptitlerde kodlanmıştır. 

Bununla birlikte Ustilago cinsi kapsamında yer alan mayalar; genel olarak 

Saccharomyces cerevisiae mayası ile benzerlik göstermelerine karşın, daha iyi genomik 

çeşitlilik ortaya koymaktadırlar (Basse ve Farfsing 2006; Djamei vd., 2023). 



 

 

 

 

51 

 

Williopsis: Williopsis cinsi kapsamında yer alan “Williopsis mraaki” ve “Williopsis 

saturnus” maya türleri, kromozomal gen temelinde kodlanmış mayalardır. Bununla 

birlikte Williopsis saturnus ve Williopsis mraaki, toksin genine sahip mayalar olma 

niteliği taşımaktadır. Williopsis cinsi kapsamında yer alan tür ve suşlar ve özellikle de 

“Williopsis saturnus var. saturnus” ve “Williopsis mraaki var. mraaki”, meyve 

hastalıklarının biyolojik kontrolünde de kullanılabilmektedir (Yılmaztekin vd., 2008; 

Yılmaztekin vd., 2009). 

 

Zygosaccharomyces: Zygosaccharomyces, ozmofilik bir maya cinsi olma niteliği 

taşımaktadır ve şekerlerin fermente edilebilmesinde kullanılmaktadırlar. 

Zygosaccharomyces rouxii, Zygosaccharomyces cinsi kapsamında yer alan en önemli 

maya türü olarak değerlendirilmektedir. Bununla birlikte Zygosaccharomyces rouxii; 

0,62 gibi oldukça düşük bir su aktivitesinde gelişebilmesi dolayısıyla, Xeromyces 

bisporus’un ardından düşük su aktivitesi gelişebilen ikinci mikroorganizma olarak da 

ayrıca önemli kabul edilmektedir (Torriani vd., 2011; Peter, 2022). 

 

2.10 Literatür Özeti 

Konu ile ilgili literatür incelendiğinde; farklı lignoselülozik maddelerden biyoetanol 

üretimi kapsamında literatürde, birçok çalışmanın yer aldığı belirlenmektedir. Bununla 

birlikte konu ile ilgili literatür incelendiğinde; literatürde, karadut posasından biyoetanol 

üretimi ile ilgili çalışma yer almadığı belirlenmektedir. Bu çerçevede de çalışma 

kapsamında, konu ile ilgili literatürde yer alan ve farklı biyokütle kaynaklarından 

biyoetanol üretilmesi ile ilgili gerçekleştirilen çalışmaların bir bölümü ele alınmaktadır. 

 

Rodriguez vd. (2010) tarafından gerçekleştirilen çalışma kapsamında; üzüm ve şeker 

pancarı posalarından, katı hal fermantasyonu ile biyoetanol üretimi amaçlanmıştır. 

Çalışmaları doğrultusunda Rodriguez vd. (2010); katı hal fermantasyonu aracılığıyla, 

üzüm ve şeker pancarı posalarından biyoetanol üretmişlerdir. Çalışmaları doğrultusunda 

Rodriguez vd. (2010); üzüm ve şeker pancarı posasını substrat olarak kullanmışlar ve 

Saccharomyces cerevisiae ile SFF fermantasyon tekniğini kullanarak biyoetanol üretimi 

gerçekleştirmişlerdir. Rodriguez vd. (2010) tarafından çalışmada kullanılan kültür 
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ortamının başlangıç pH değeri, 4,5 olarak belirlenmiştir. Çalışmaları sonucunda 

Rodriguez vd. (2010); SFF ile en yüksek verimin alındığı sürenin 48 saat olduğunu ve bu 

sürenin ardından ise, %82’den fazla teorik verim değerine ulaşıldığını bulgulamışlardır. 

 

Koçoğlu – Soydan (2012) tarafından gerçekleştirilen çalışma kapsamında; buğday 

saplarının biyoetanol üretimi sürecinde, asit hidrolizin ve enzimatik hidrolizin etkisinin 

incelenmesi amaçlanmıştır. Çalışması doğrultusunda Koçoğlu – Soydan (2012); buğday 

saplarını substrat kaynağı olarak kullanmış ve buğday sapları öncelikli olarak, yüksek 

sıcaklıkta buhar basıncı ve asidik ön hidrolize tabi tutarak, ardından enzimatik hidrolizle 

monomer şekerlere parçalanmıştır. Koçoğlu – Soydan (2012); oluşan şeker içerikli sıvının 

içerisinde Saccharomycess cerevisiae maya hücreleri ekleyerek, etanol fermantasyonu 

gerçekleştirmiştir. Bu doğrultuda da Koçoğlu – Soydan (2012); %1 asit 

konsantrasyonunun, enzim aktivitesi ve etanol üretimi için optimum olduğunu 

belirlemiştir. Çalışma kapsamında Koçoğlu – Soydan (2012) tarafından ayrıca; üretilen 

glikoz miktarı 4 4 g/l’den 16 g/l’ye çıkartılmış ve etanol üretiminin teorik veriminin, 

yaklaşık %20 düzeyinde artırıldığı belirlenmiştir. 

 

Karagöz (2013) tarafından gerçekleştirilen çalışma kapsamında; lignoselülozik atıkların 

ko–fermantasyonla biyoetanole dönüştürülmesi sürecinde, ön arıtım ve fermantasyon 

proseslerinin incelenmesi ve iyileştirilmesi amaçlanmıştır. Çalışması kapsamında 

Karagöz (2013); buğday ve kanola saplarından biyoetanol üretimini incelemiş ve kesikli, 

sürekli ve serbest immobilize hücreleri ile gerçekleştirilen farklı fermantasyon prosesleri 

kullanmıştır. Çalışmasında Karagöz (2013); seyreltik asit ön arıtımı için en uygun şartlar 

altında arıtılan biyokütleden, %12.95 (gr/gr atık) oranında etanol üretimi 

gerçekleştirmiştir. Karagöz (2013); alkali peroksit arıtımına tabi tutulan buğday sapları 

için, en yüksek etanol üretim verimini %18,23 olarak bulgulamıştır. Karagöz (2013) 

tarafından ayrıca; alkali peroksit arıtım metodu ile arıtılan kanola saplarının ko–

fermantasyonu sonrasında, %11,66 oranında etanol üretimi gerçekleştirmiştir. 

 

Dönmez (2014) tarafından gerçekleştirilen çalışma kapsamında, yer fıstığı kabuğundan 

biyoetanol eldesi amaçlanmıştır. Çalışması kapsamında Dönmez (2014); yer fıstığı 

kabuğunu katı öğütücüde fiziksel ön işlemden geçirmiş ve H2SO4 asit çözeltisinin %0,5 
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(v/v) ile %3 (v/v) arasında değişen oranlarına endeksli olarak, hidrolize etmiştir. Elde 

ettiği hidrolizatta Dönmez (2014); Saccharomyces cerevisiae mayası ile fermantasyon 

sürecini gerçekleştirerek biyoetanol üretmiştir. Bu süreçte Dönmez (2014); fermantasyon 

ortamına CaO ekleyerek, maya gelişimini etkileyecek toksik bileşiklerin olumsuz etkisini 

azaltmıştır. Dönmez (2014) tarafından ayrıca; %4 yer fıstığı kabuğu içeren hidrolizatta, 

CaO ilavesi ile 7,384 g/L şeker tüketilerek 2,352 g/L biyoetanol elde etmiştir. Dönmez 

(2014) çalışmasında; en uygun hidroliz koşulu, %1 (v/v) derişimi olarak belirlemiştir. 

Neticesinde de çalışması Dönmez (2014); söz konusu edilen koşullara endeksli olarak, 

%8 (w/v) yer fıstığı kabuğu içeren besiyerine ilave katkılar ve CaO müdahalesinin 

ardından, 8,632 g/L şeker harcamak doğrultusunda ve %16 ile %18 arasında değişen bir 

artış ile 2,582 g/L elde etmiştir. 

 

Corbin vd. (2015) tarafından gerçekleştirilen çalışma kapsamında; karbonhidrat kaynağı 

olarak üzüm posası kullanılarak, biyoetanol üretimi amaçlanmıştır. Çalışmaları 

doğrultusunda Corbin vd. (2015) üzüm posasını substrat olarak kullanarak; kuru ağırlık 

bazında üzüm posasının ağırlıkça %31 ile %54 arasında değişen oranda karbonhidrattan 

oluştuğunu ve bu oranın ise, %47 ile %80 arasında değişen oranda sulu ortamda 

çözündüğünü bildirmişlerdir. Çalışmaları doğrultusunda Corbin vd. (2015) ayrıca; 0,5 M 

sülfürik asit ön işlemleri ile enzimatik sakkarifikasyon sonrasında, serbest bırakılmış 

glikoz miktarında %10 oranında artış sağlamışlardır. Corbin vd. (2015) tarafından 

gerçekleştirilen çalışma ile üzüm posasının fermantasyonuna endeksli olarak 

üretilebilecek teorik biyoetanol miktarı, 400 L/ton düzeyine kadar çıkartılmıştır. 

 

Dolğun (2016) tarafından gerçekleştirilen çalışma kapsamında; dallı darı bitkisinden 

(Panicum virgatum L.) biyoetanol üretiminde, seyreltik asit ve kireç ön uygulamalarının 

optimizasyonu ve bazı genotiplerin biyoetanol verimliliklerinin belirlenmesi 

amaçlanmıştır. Çalışması kapsamında Dolğun (2016); dallı darı bitkisini (Panicum 

virgatum L.) substrat kaynağı olarak kullanmak doğrultusunda, biyoetanol üretimi için 

seyreltik asit ve kireç ön uygulamaları ile optimizasyon çalışmaları yapmıştır. Çalışması 

kapsamında Dolğun (2016) ayrıca; 3 farklı enzim (Novozymes Cellic CTec2) kullanmak 

doğrultusunda, 7 gün süre ile hidroliz işlemi gerçekleştirmiş ve optimum süre ile optimum 

enzim konsantrasyonunu belirlemiştir.  Dolğun (2016) tarafından gerçekleştirilen 
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fermantasyon optimizasyon çalışmaları sonucunda; Saccharomyces cerevisiae ile 25 °C 

ve 30 °C kapsamındaki iki farklı sıcaklık değerine endeksli olarak, ile 4 gL–1 maya 

ekstraktı, ilaveli ve ilavesiz olmak üzere toplam dört farklı koşul bağlamında denemeler 

gerçekleştirilmiştir. Çalışması doğrultusunda Dolğun (2016); en yüksek etanol verimini, 

0.0966 g etanol/g dallı darı (Panicum virgatum L.) olarak belirlemiştir. 

 

Bahry vd. (2017) tarafından gerçekleştirilen çalışma kapsamında; keçiboynuzu atıklarının 

değerlendirilebilmesine yönelik olarak, ikinci nesil biyoetanol üretim sürecinin 

incelenmesi amaçlanmıştır. Çalışmaları doğrultusunda Bahry vd. (2017); keçiboynuzu 

katı atıklarını substrat olarak tercih etmelerine endeksli olarak, Saccharomyces cerevisiae 

ile derin (SF) ve katı hal fermantasyonu (SFF) avantajlarını ve dezavantajlarını 

karşılaştırmışlardır. Çalışmaları sonucunda Bahry vd. (2017); keçiboynuzu atıklarının, 

ikinci nesil biyoetanol üretimi açısından önemli bir hammadde kaynağı oluşturduğunu 

belirlemişlerdir. Bununla birlikte Bahry vd. (2017); Saccharomyces cerevisiae 

kullanılması ile SF ve SFF işlemlerinin karşılaştırılmasına endeksli olarak, 0.458 g 

etanol/g şeker tüketimi ile daha yüksek verimlilik elde edilmiştir. 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1 Materyal 

Çalışma kapsamında kullanılan karadut posası, Dutland Co. tarafından sağlanmış ve  70 

°C’de kurutulmuştur. Kurutulmuş karadut posaları; MP laboratuvar değirmeninde, 0,24 

cm parçacık boyutunda öğütülmüştür (MiproLab / Ankara). 

 

3.1.1 Karadut posası 

Etanol üretiminde hammadde konsantrasyonunun optimizasyonu, önemli bir basamaktır. 

Optimum konsantrasyon seviyelerinin üzerine çıkıldığında, yüksek şeker miktarı 

kaynaklı osmotik stres ya da fermantasyonu baskılayabilecek inhibitör bileşiklerin varlığı 

gibi sorunlarla karşılaşılabilmektedir. Bununla birlikte optimal değerlerin altında kalan 

konsantrasyonlarda, yetersiz şeker miktarı nedeniyle etanol verimi düşebilmektedir. Bu 

bağlamda da çalışmanın ilgili bölümünde; karadut posaları kullanılarak, etanol üretimi 

için en uygun başlangıç hammadde konsantrasyonunun belirlenmiştir. 

 

Başlangıç karadut posası miktarının artırıldığı çalışmalarda; artan konsantrasyonlarda 

hammadde (50 g/L, 100 g/L,150 g/L, 200 g/L, 300 g/L, 400 g/L ve 500 g/L) %1 H2SO4 

(v/v) 121 ºC sıcaklıkta ve 15 dakika otoklavlama ön işlemine tabi tutulmuştur. Karadut 

posaları %1 H2SO4 ile 121 ºC sıcaklıkta ve 15 dakika ön işleme tabi tutulmaları sonucu; 

seçili izolat için hazırlanan besiyerinde 50 g/L başlangıç biyokütle konsantrasyonunda 

28.01 g/L ve 100 g/L başlangıç biyokütle konsantrasyonunda 39.7 g/L ve 150 g/L’de ise, 

55.70 g/L heksoz şeker saptanmıştır. 

 

3.1.2 Hanseniaspora uvarum 

Mayaları izole etmek için, Ankara’daki yerel pazarların gıda atıklarından örnekler 

toplanmıştır. Toplanan örnekler seri olarak seyreltilerek; 1000 IU/mL penisilin G içeren 

Potato Dextrose Agar (PDA) Petri kaplarına, öze yardımı ile tek koloni elde etmek amacı 

ile ekim yapılmıştır. Kaplar; maya kolonilerinin optimum büyüme koşullarını sağlamak 
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üzere, 30±1 °C’de ve 7 gün süresince inkübe edilmiştir. PDA ortamında gelişen tek maya 

kolonileri; saflık elde etmek ve kontaminasyon riskini minimize etmek amacıyla, çizgi 

yöntemi ile tekrar tekrar saflaştırılmış ve daha sonra 4 °C’de saklanarak korunmuştur. 

 

3.2 Yöntem 

3.2.1 Karadut atığının özelliklerinin belirlenmesi 

Çalışma kapsamında karadut atığının özelliklerinin belirlenmesine yönelik olarak, su 

tutma kapasitesinin ölçülmesi ve lignin, selüloz ve hemiselüloz oranının belirlenmesi söz 

konusudur. 

 

3.2.1.1 Su tutma kapasitesinin ölçülmesi 

Su tutma kapasitesi tekrar deneyleri ile hesaplanmıştır. Deneyden önce boş tüplerin 

ağırlıkları kaydedildi; 500 mg kurutulmuş KP, 15 mL'lik Falcon tüplerine aktarmıştır ve 

numunelerin ağırlıkları kaydedildi; numunelere 3 mL distile su eklendi; elde edilen 

süspansiyonların çökmesi için 10 dakika beklendi ve karışım vortekslenerek 50 °C’de 1 

saat inkübe edilmiştir. Soğuduktan sonra tüplerin ağırlıkları tekrar ölçülmüştür. 

 

3.2.1.2 Lignin, selüloz ve hemiselüloz oranının belirlenmesi 

Karadut posası bileşimlerinin analizleri, aşağıda verilen kapsamda gerçekleştirilmiştir. 

 

Ekstraktif Madde Analizi: Analizlerde kullanılacak olan örnekten 12 g alınarak tartılmış 

ve 150 mL aseton üzerine eklenmiştir. Elde edilen karışım, 3 saat süre ile karıştırılıp 

kaynatılmış ve ekstrakt elde edilmiştir. Bu sürecin ardından; ağırlığı belirlenen süzgeç 

kâğıdı yardımı ile süzülerek elde edilen kalıntı, 80 °C sıcaklığa sahip etüvde sabit tartıma 

erişilene dek kurutulmuştur. Son aşamada ise, soğutularak tekrar tartılan eldenin 

ekstraktif madde miktarları hesaplanmıştır (Liu vd., 2004a; Liu vd., 2004b). 
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Hemiselüloz Analizi: Hemiselüloz analizi kapsamında; ekstraksiyon madde analizine 

yönelik işlem sürecinin ardından geriye kalan kalıntıdan örnek alınarak, üzerine 150 mL, 

0,5 M NaOH çözeltisi ilave edilmiştir. Hazırlanan karışım tekrar soğutucu altına alınarak, 

3,5 saat süre ile karıştırılmıştır. Ardından süzgeç kâğıdı ile süzülmelerinin sonrasında, 

nötral pH değerine ulaşana dek su ile yıkanmıştır. Yıkama işleminin ardından ise, etüve 

bırakılmış ve sabit tartıma gelmesi amacıyla kuruması sağlanmıştır. Etüvden alınan 

örnek, desikatörde soğutularak tartılmış ve hemiselüloz miktarları hesaplanmıştır (Liu 

vd., 2004a; Liu vd., 2004b). 

 

Lignin Analizi: Lignin analizi kapsamında; ekstraksiyon analizine yönelik 

gerçekleştirilen işlem sürecinin ardından kalan kalıntı, sabit tartıma erişilene dek 

kurutulmuş ve kurutulan örnekten 1 g tartılarak, üzerine %72 (v/v)’lik 30 mL H2SO4 

çözeltisi eklenmiştir. Hazırlanan karışım, 14 °C sıcaklıkta 14 saat süreyle bekletilmiştir. 

Bu işlemin ardından; 300 mL saf su, numune üzerine ilave edilerek soğutucu altında 1 

saat kaynatılmıştır. Kaynatılan karışım; süzgeç kâğıdında kurutulmasının ardından, sülfat 

iyonu bitene dek saf su ile yıkanmıştır. Geriye kalan kalıntı ise; etüvde kurutulup sabit 

tartıma erişmesi sonrasında, desikatörde soğutularak tartılmış ve lignin miktarı 

belirlenmiştir (Liu vd., 2004a; Liu vd., 2004b). 

 

Selüloz Analizi: Selüloz analizi kapsamında; selüloz miktarının belirlenebilmesine 

yönelik olarak, analizleri gerçekleştirilmiş lignin, hemiselüloz ve ekstraktif madde 

yüzdeleri toplanmış ve 100’den çıkartılarak hesaplanmıştır (Liu vd., 2004a; Liu vd., 

2004b). 

 

3.2.2 Karadut posasına uygulanan ön işlemler 

Karadut posasına uygulanan ön işlemler, öğütme ve asidik hidroliz ve optimizasyon 

gerçekleştirilmiştir. 
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3.2.2.1 Öğütme 

Daha öncesinde kurutma prosedürü uygulanan karadut posaları, KP laboratuvar 

değirmeninde 0,24 cm parçacık boyutunda öğütülmüştür. Öğütülen örnekler, 100 meshlik 

eleklerde elenmiş ve elenen fraksiyonlar, çalışma sürecinde kullanılması amacıyla ağzı 

kapaklı ve sızdırmaz kaplarda muhafaza edilmiştir. 

 

3.2.2.2 Asidik hidroliz ve optimizasyon 

Karadut posasının asidik hidrolizi için seyreltik H2SO4 analiz yöntemi kullanılmıştır. 

Karadut posasından fermantasyonunla alkol üretilmesi amacıyla; hammaddenin indirgen 

şekere dönüştürülebilmesi için, deneysel parametreler Design Expert Programı ve Cevap 

Yüzey Yöntemi (CYY – Response Surface Methodology – RSM) kullanılarak optimize 

edilmiştir. 

 

3.2.3 Etanojenik mayaların izolasyonu ve taranması 

Toplanan örnekler seri olarak seyreltilerek; 1000 IU/mL penisilin G içeren Potato 

Dextrose Agar (PDA) Petri kaplarına, öze yardımı ile tek koloni elde etmek amacı ile 

ekim yapılmıştır. Kaplar; maya kolonilerinin optimum büyüme koşullarını sağlamak 

üzere, 30±1 °C’de ve 7 gün süresince inkübe edilmiştir. PDA ortamında gelişen tek maya 

kolonileri; saflık elde etmek ve kontaminasyon riskini minimize etmek amacıyla, çizgi 

yöntemi ile tekrar tekrar saflaştırılmış ve daha sonra 4 °C’de saklanarak korunmuştur. 

 

3.2.4 Tür tayini  

Tür tayini için dış bir laboratuvardan pcr cihazı ile dizileme hizmeti alınmıştır. İzolatların 

katlanarak büyüyen kültür örnekleri, dâhili kopyalanmış aralayıcılar (Internal 

Transcribed Spacers – ITS) için kullanılmaktadır. Maya suşlarının hızlı tespit 

edilebilmesi ve tanımlanabilmesi amacıyla, ITS1 – ITS4 primerleri kullanılmıştır. DNA 

izolasyonu amacıyla da, “EurX GeneMATRIX Bakteriyel & Maya DNA Kiti (Polonya)” 
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kullanılmıştır. DNA saflık ve konsantrasyonu ise, “Thermo Scientific Nanodrop 2000 

(Massachusetts / ABD)” ile kontrol edilmiştir. ITS bölgeleri; ITS1 (5’ 

TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’) ve ITS4 (5’TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) ile 

güçlendirilmiştir (Glass ve Donaldson, 1995). 

 

PCR; ilk denatürasyon (1 dakika boyunca 94 °C), denatürasyon ile birlikte 40 döngüyle 

(45 saniye boyunca 95 °C), tavlama (45 saniye boyunca 57 °C) ve uzatma (60 saniye 

boyunca 72 °C) adımlarına endeksli gerçekleştirilmiştir. Son uzatma ise, 5 dakika 

boyunca 72 °C’de gerçekleştirilmiştir. PCR sonrasında numuneler alınmış ve 1X TAE ile 

agaroz jel elektroforezinde ayrılmıştır. 100 V’de 90 dakika tamponlama yapılmış ve daha 

sonra 100 V’de etidyum bromürlü UV lambası eşliğinde izlenmiştir. 

 

PCR ürünü, MAGBIO “HighPrep™ PCR Temizleme Sistemi” (AC – 60005) ile 

saflaştırılmıştır. DNA, ABI 3730XL’de (Applied Biosystems, Foster City, CA) BigDye 

Terminator v3.1 Cycle ile (Applied Biosystems, Foster City, CA) sıralama kiti ile 

dizilmiştir. Bu süreçte, dış laboratuvar desteği alınmıştır (BM Lab., Ankara). 

 

3.2.5 Hanseniaspora uvarum’un şeker tüketim profilinin karakterizasyonu 

Ksiloz ve glikoz tüketim profillerini belirlemek amacıyla; Hanseniaspora uvarum’un iki 

farklı sentetik besiyeri, sadece maya ekstraktı, pepton ve ksiloz (YPX) ya sadece maya 

karbon kaynağı olarak ekstrakt, pepton ve glikoz (YPD) kullanılmıştır (YPX 3 g/L maya 

ekstraktı, 5 g/L pepton ve 20 g/L ksiloz / YPD 3 g/L maya ekstraktı, 5 g/L pepton ve 20 

g/L glikoz). Ayrıca ön aşılama YPD ortamında hazırlanmış ve 24 saat boyunca 

sürdürülmüştür. Sıcaklık, 30 °C’ye ayarlanmış ve karıştırma hızı, 100 devir/dakika olarak 

belirlenmiştir. İnokulum hacmi %5 (v/v) olarak belirlenmiş ve tüm deneyler, üçlü 

kopyalarla gerçekleştirilmiştir. 
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3.2.6 Fermantasyon 

Fermantasyon işlemi öncesinde hazırlanan fermantasyon ortam sıvısı, 50 ml hidrolizat 

örneği için hazırlanmıştır. Kültür boyunca belirli sürelere endeksli olarak alınan 

numuneler; şeker ve alkol miktarlarının belirlenebilmesi amacıyla, şeker ve alkol 

analizlerine tabi tutulmuştur. 

 

3.2.7 Analiz yöntemleri 

Etanol konsantrasyonları (GC2010 / Shimadzu / Japonya) belirlenebilmesi amacıyla, gaz 

kromatografisi (gas chromatography – GC) kullanılmıştır. Analiz öncesinde; 1,5 mL’lik 

bir numune, 11.200 g ve 10 dakika boyunca santrifüj edilmiştir (Hettich / Universal 320R 

/ Almanya). Supernatant, 0,22 μm’lik membran filtresinden süzülmüş ve 1 μL numune, 

sistem üzerinden split modla enjekte edilerek, bölünme oranı 1/100 olarak ayarlanmıştır. 

Restek Rtx–Mum kolonu (60 m uzunluk ve 0,25 mm iç çap) ve alev iyonizasyon 

dedektörü (flame ionization detector – FID), ürün tespiti için kullanılmıştır. 

 

Enjeksiyon portu sıcaklığı 140 °C ve dedektör sıcaklığı 160 °C olarak ayarlanmıştır. 50 

°C olan başlangıç kolon sıcaklığı, 19 dakika içerisinde 150 °C’ye çıkartılmıştır (Wistara 

vd., 2016). Örnekler, 30 dakika boyunca analiz edilmiş ve toplam indirgeyici şeker, DNS 

yöntemi ile belirlenmiştir. Deneylerden önce numunelerin dilüsyonları yapılmış ve 

gereksinim duyulması durumunda, saf su kullanılmıştır. Bu süreçte 3 mL DNS reaktifi 

1,5 mL numuneye ilave edilmiş ve karışım, 5 dakika boyunca kaynatılmıştır (Miller, 

1959). 

Mikrobiyal büyümenin ölçümü için, Hanseniaspora uvarum bulanıklık düzeyi ölçülerek 

konsantrasyon belirlenmiştir (Aksu ve Dönmez, 2000). 

 

 

Etanol üretkenliği (Qp) Roca ve Olsson (2013)‘e göre aşağıdaki denklem kullanılarak 

hesaplanmıştır. 

𝐸𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙 Ü𝑟𝑒𝑡𝑘𝑒𝑛𝑙𝑖ğ𝑖 (𝑄𝑝) =
𝑀𝑎𝑘𝑠𝑖𝑚𝑢𝑚 𝐸𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙(𝑔/𝐿)

𝑡
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Verilen denklemde ―Maksimum Etanol (g/L) ifadesi belirli bir zamanda elde edilen maksimum 

etanol miktarını, ―t ise zamanı ifade etmektedir. 

Etanol verimi (YP/S)   ise aşağıdaki formüle göre belirlenmiştir (Wang vd. 2004). 

                             Etanol Verimi( Y P/S)g/g =
Maksimum Etanol(g/L)

𝐾𝑢𝑙𝑙𝑎𝑛𝚤𝑙𝑎𝑛 İ𝑛𝑑𝑖𝑟𝑔𝑒𝑛 Ş𝑒𝑘𝑒𝑟 (𝑔/𝐿)
 

Kinetik parametrelerde kullanılan denklemler Maksimum teorik etanol verimi aşağıdaki denklem 

kullanılarak hesaplanmıştır (Kim ve Lee 2007). 

Maksimum Teorik Etanol Verimi = 
𝐸𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙 (𝑔/𝐿) 

𝐵𝑎ş𝑙𝑎𝑛𝑔𝚤ç Ş𝑒𝑘𝑒𝑟𝑖 (𝑔/𝐿)𝑥 0.511 
 x 100  

KP’nin selüloz konsantrasyonu, ISO Protokolü’ne (ISO 5498 – 1981) göre belirlenmiştir. 

Selüloz tayini için, “Düzen Norwest (Ankara)” laboratuvarından dış laboratuvar desteği 

alınmıştır. Su tutma kapasitesi ise, tekrarlar halinde hesaplanmıştır. Deneyden önce boş 

tüplerin ağırlıkları kaydedilmiş ve 500 mg kurutulmuş KP, 15 mL’lik Falcon tüplerine 

aktarılarak, örneklerin ağırlıkları belirlenmiştir. Numunelere, 3 mL damıtılmış su ilave 

edilmiş ve elde edilen süspansiyonların 10 dakika boyunca oturmasına izin verilmiştir. 

Karışım vortekslenmiş ve 50°C’de 1 saat inkübe edilmiştir. Karışım, soğumasının 

ardından tüpler tartılmıştır (Petravić – Tominac vd., 2011). 

 

3.2.8 Hanseniaspora uvarum’un gelişiminin belirlenmesi 

Mikrobiyal gelişimin ölçülmesi amacı ile; KP’nin seyreltik asitle ön işleminden sonra, 

elde edilen hidrolizatta mevcut olan çeşitli fermente edilebilir şekerleri 

kullanabilmektedir. Çalışmanın amacı doğrultusunda; 50 g/L KP, 121°C’de ve 15 dakika 

boyunca %1 H2SO4 ile ön işleme tabi tutulmuştur. Bu süreçte 16 farklı maya izolatı 

taranmış ve fermantasyon sürecinde biyoetanol üretim yeteneğinin geliştirilmesine 

yönelik olarak besiyerleri hazırlanmıştır. 

 

Mayaların biyoetanol üretiminin, 4,95 gr/L ve 8,22 gr/L arasında değiştiği 

belirlenmektedir. Ayrıca izolatların OD600 değerlerinin 1,53 ile 3,68 arasında olduğu 

gözlenmiştir. 
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3.2.9 Şeker konsantrasyonunun belirlenmesi 

Şeker tayininden önce besiyerlerinden alınan 3 mL örnek 6000 rpm.‘de 10 dakika santrifüj 

edilmiştir. Nar kabuklarının şeker tiplendirilmesinde Yüksek Performanslı Sıvı Kromotografisi 

(HPLC/Shimadzu) cihazı kullanılmıştır. Analizler öncesinde örnekler seyreltilerek HPLC 

viallerine 0.45 µm por çapındaki membran filtrelerden süzülerek alınmıştır. Yürütücü faz 

olarak saf su kullanılmıştır. Örneklerin okunması için Refractive Index Dedector (RID) ve 

BioRad Aminex HPX-87-P kolondan yararlanılmıştır. Toplam akıŞ hızı 0.6 mL/dakika ve 

kolon sıcaklığı ise 80 ºC olarak ayarlanmıştır (Saha vd. 2019). HPLC deneylerinde kullanılan 

yürütücü faz vakum  pompasından geçirilerek sterilize edilmiştir. 

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

spektrofotometrede (Shimadzu) 540 nm. dalga boyunda belirlenmiştir. Standart şeker 

çözeltisinin hazırlanmasında beş karbonlu şeker standartı olarak ksiloz, altı karbonlu şeker 

standartı olarak ise glukoz kullanılmıştır. S. cerevisiae ve K. marxianus için altı karbonlu, P. 

stipitis için ise beş karbonlu şeker standartından faydalanılmıştır. 

3.2.10 Etanol konsantrasyonunun belirlenmesi 

Lignoselüloz, küresel ölçekte en fazla bulunan hammaddeyi ifade etmektedir. Bu 

doğrultuda da lignoselülozik hammadde içeren biyokütleden biyoetanol üretilmesi, bir 

anlamda zorunluluk arz etmektedir. Lignoselülozik malzemeler, yiyecek ve içecek 

endüstrilerinin ucuz ve bol miktarda bulunan bir yan ürünü ifade etmektedir. Her şeyden 

önce; meyve suyu ekstraksiyonundan sonra, meyve posalarından fermente edilebilir şeker 

ortaya çıkmaktadır. 

 

Çalışma kapsamında da bu doğrultuda; düşük su tutma kapasitesi ve düşük asetik, formik 

asit ve 5–hidroksimetilfurfural (HMF) konsantrasyonları, seyreltik asit ön işlemine tabi 

tutulmuştur. Çalışma kapsamında kullanılan hammaddenin su tutma kapasitesi (water – 

holding capacity – WHC), 6,85 g su/g kuru ağırlık (%14,6) olarak belirlenmiştir. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

4.1 Maya İzolasyonu ve Seçimi 

Bu tezin amaçlarından biri farklı şekerleri fermente edebilen biyoetanol üreticisi 

mikroorganizmalari izole etmektir. Bu amaçla, Ankara'daki yerel pazarların gıda 

atıklarından örnekler toplanmış ve toplanan örnekler seri olarak seyreltilerek, 1000 

IU/mL penisilin G içeren Potato Dextrose Agar (PDA) Petri kaplarına öze yardımı ile tek 

koloni elde etmek amacı ile ekim yapılmıştır. Kaplar, maya kolonilerinin optimum 

büyüme koşullarını sağlamak üzere 30±1 °C'de 7 gün süresince inkübe edilmiştir. PDA 

ortamında gelişen tek maya kolonileri, saflık elde etmek ve kontaminasyon riskini 

minimize etmek amacıyla çizgi yöntemi ile tekrar tekrar saflaştırmıştır ve daha sonra 4 

°C'de saklanarak korunmuştur. 

Maya izolatlarının biyoetanol üretim kapasiteleri, seyreltik asit ön işlemiyle elde edilen 

ve 1% H2SO4 (hacim/hacim) ile 121 °C'de 15 dakika muamele edilerek hazırlanan 50 g/L 

KP kullanılarak test edilmiştir. Bu ön işlem sonucunda, başlangıçta 28.95 g/L indirgen 

şeker içeren KP elde edilmiştir. Supernatant pH'ı, 10 N NaOH (Merck/Almanya) 

kullanılarak 5'e ayarlanmıştır. Ön kültür, g/L olarak 3 maya ekstraktı, 10 pepton ve 20 

glukoz içeren YPD besiyerinde gerçekleştirilmiştir. Hücreler 24 saat inkübe edildikten 

sonra, inokülasyon hacmi %5 (hacim/hacim) olarak ayarlanmıştır. KP fermantasyon 

ortamına 1 g/L (NH4)2SO4 ve 0.5 g/L KH2PO4 ilave edilmiştir. Sıcaklık 30 °C olarak 

belirlenmiş ve karıştırma hızı 100 rpm olarak ayarlanmıştır.  

Elde edilen izolatlar arasından en yüksek biyoetanol üretim kapasiteli sahip izolatın 

seçimi için, 50 g/L KP, %1 H2SO4 ile 121 °C'de 15 dakika ön işleme tabi tutulmuş ve 16 

farklı maya izolatı, KP ile hazırlanan fermantasyon ortamında biyoetanol üretme 

yetenekleri açısından taranmıştır. Test edilen mayalar arasında, en yüksek etanol üretimi 

8.22 g/L ile “G6” (burada 1 olarak verilmiştir) kodlu izolatta tespit edilmiştir. En düşük 

etanol üretiminin ise 11 numarali izolatta 4,95 g/L olduğu saptanmıştır. Bununla beraber, 

en yüksek mikrobiyal büyüme 16 numaralı izolatta 3.68 olarak gözlenirken, en düşük 

OD600 degerinin 3 numaralı izolatta 1,95 oldugu belirlenmiştir. Ek olarak, en yüksek 
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etanol üretimini sergileyen 1 numaralı izolatin 72 saat sonunda 1.92 g/l değerine ulaştığı 

görülmüştür. Bu durum, 1 numaralı izolatta karbon kaynaklarinin mikrobiyal büyümeden 

ziyade etanol üretimininde etkin bir şekilde gerçekleştiğini göstermektedir (Elshaghabee, 

F. M. Vd. 2016). 

Cizelge 4.1 İzole edilen mayaların etanol üretim kapasiteleri (Biyokütle Oranı:10%, pH 

5, çalkalama hızı: 100 devir/dakika; fermantasyon süresi: 72 saat) 

 

 

En yüksek etanol üretiminin 1 numaralı izolatta gözlenmesi üzerine bu izolat ileri 

çalışmalar için seçilerek ITS dizileri ile tür tanılaması yapılmıştır. Yapılan BLAST (Basic 

Local Alignment Search Tool) analizleri sonucu izolatin H. uvarum NX14, H. uvarum 

PL-51, or H. uvarum F1-H524-14 gibi  H. uvarum türleri ile %100 benzerlik gosterdiği 

anlaşılmıştır. Bu nedenle, bahsi gecen türün ITS dizileri NCBI gen bankasına OL685377 

erişim kodu ile kaydedilmiştir (Kabadayi vd. 2024). 

En yüksek etanol üreten izolatin H. uvarum olduğunun belirlenmesinden sonra bu izolatin 

lignoselülozik atıklarda en bol bulunan ikinci şeker olan ksilozu biyoetanol üretimi 

amacıyla kullanım kapasitesini bir dizi deney tasarlanmıştır. H. uvarum’un karbon 

kaynağı olarak sadece ksiloz içeren YPX besiyerindeki (3 g/L maya, 5 g/L pepton, 20 g/L 
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ksiloz) ve sadece glukoz içeren YPD besiyerindeki (3 g/L maya, 5 g/L pepton, 20 g/L 

glukoz) biyoetanol üretimi karşılaştırılmıştır. Elde edilen sonuclara gore H. uvarum 

ksilozu etkin bir şekilde fermente etmiş ve YPX besiyeri ile YPD besiyerinde benzer 

etanol üretim profili sergilemiştir. Çizelge 4.3’deki sonuçlara göre YPD ve YPX 

besiyerlerindeki en yüksek etanol konsantrasyonları 24 saat sonunda sırasıyla 9,01 g/L ve 

8,74 g/L olarak belirlenmiştir. Etanol üretiminin 24 saat sonunda en yüksek seviyeye 

çıkmasının ardından ise etanol miktarlarinda bir miktar düşüş gözlenmiştir. Ayrıca 72 

saat sonunda aynı besiyerlerinde kuru biyokütle sırasıyla 0,31 g/L ve 0,32 g/L olarak 

saptanmıştır. 

 

Çizelge 4.2 Artan karadut posası miktarlarının indirgen şeker ve inhibitör 

konsantrasyonları üzerindeki etkisi (ön işlem koşulları: %1 H2SO4, 121 °C'de 

15 dakika boyunca) 

 

 

 

 

 

 

 

 

İnhibitör 

Konsantrasyonu(g/L) 

Başlangış Karadut Konsantrasyonu(%) 

5 10 15 20 30 40 50 

Asetik Asit 0,188 0,214 0,331 0,352 0,372 0,414 0,696 

Formik Asit 0,067 0,070 0,118 0,144 0,259 0,273 0,318 

HMF 0,015 0,017 0,020 0,030 0,040 0,045 0,051 
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Çizelge 4.3  H. uvarum'un sentetik ksiloz (YPX, 3 g/L maya özütü, 5 g/L pepton, 20 g/L 

ksiloz) ve glikoz (YPD, 3 g/L maya özütü, 5 g/L pepton, 20 g/L glikoz) 

ortamlarında ksiloz ve glikoz tüketim profili ve etanol üretimi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H. uvarum’un hem glukoz hem de ksilozdan etkin bir şekilde etanol ürettiğinin 

belirlenmesinin ardından ise lignoselülozik bir hammadde olan karadut posası ile ilgili 

çalışmalara başlanmıştır.  
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4.2 Artan Karadut Posası Konsantrasyonlarinda Farklı Besiyeri Tiplerinin 

Mikrobiyal Büyüme ve Etanol Üretimine Etkisi 

Farklı besiyeri bileşenleri varlığında elde edilen kuru ağırlık miktarları çizelge 4.4’da 

gösterilmiştir. Besiyeri katkılamalarının olumlu etkileri mikrobiyal üreme üzerinde de 

gözlenmiştir. 50 g/L başlangıç karadut posası (KP) varlığında kontrol grubu, besiyeri 1 

ve besiyeri 2’de sırasıyla 0,25 g/L, 0,27 g/L ve 0,62 g/L kuru H. uvarum elde edilirken 

bu değerin 500 g/L baslangıç karadut posası varlığında aynı ortamlar için sırası ile 1,01 

g/L, 1,17 g/L ve 1,24 g/L seviyesine yükseldiği gözlenmiştir. Elde edilen sonuçlara göre 

en yüksek etanol konsantrasyonunun besiyeri 2 varlığında gözlenmesi nedeniyle çözunür 

soya unu proteininin enzimatik hidrolize olan etkilerinin araştırılması esnasında besiyeri 

2 kullanılmıştır.   

 

Çizelge 4.4 Artan karadut Posası miktarlarında farklı besiyeri bileşenlerinin etanol 

üretimine etkisi (pH 5, çalkalama hızı: 100 devir/dakika; fermantasyon 

süresi: 24 saat) 
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Çizelge 4.5 Artan karadut posası varlığında farklı besiyeri bileşenlerinin mikrobiyal 

üremeye etkisi (pH 5, çalkalama hızı: 100 devir/dakika; fermantasyon 

süresi: 24 saat) 

 
 

 

Farklı besiyeri bileşenlerinin etanol üretimine etkisini araştırmak adına 2 farklı besiyeri 

(besiyeri 1: 0.5 g/L KH2PO4, 1 g/L (NH4)2SO4, besiyeri 2: 0.5 g/L MgSO4.7H2O. 1 g/L 

KH2PO4. 0.1 g/L CaCl2 ve 0.05 g/L ZnSO4) hazırlanmış herhangi bir katkı içermeyen 

karadut posası besiyeri kontrol olarak kullanılmıştır. Çizelge 4.5’teki sonuçlara gore 50 

g/L başlangıç karadut posası kullanıldığında kontrol grubu, besiyeri 1 ve besiyeri 2’de 

sırasıyla 11.49 g/L, 8.77 g/L ve 9.59 g/L etanol saptanırken, karadut posası miktarının 

500 g/L’ye çıkartılmasıyla en yüksek etanol miktarı, besiyeri 2’de 58 g/L olarak 

saptanmış, besiyeri 1 ve kontrol grubunda ise sırasıyla 45 g/L ve 37.1 g/L etanol üretildiği 

gözlenmiş ve besiyeri 1 ve 2’de üretilen etanol miktarlarının kontrol grubuna kıyasla  

sırasıyla %21.1 ve %56.3 artış gösterdiği saptanmıştır. 

 

 

 

0,00

0,20

0,40

0,60

0,80

1,00

1,20

1,40

5 10 15 20 30 40 50

K
u

ru
 A

ğ
ır

lı
k

(g
/L

)

Başlangıç Karadut Posası Miktarı (%)

Kontrol Besiyeri 1 Besiyeri 2



 

 

 

 

69 

 

4.3 Karadut posasınin enzimatik hidrolizi ile biyoetanol üretimi ve kinetik 

parametrelerin karşılaştırılması  

 

Enzimatik hidroliz 500 g/L’de gözlenen kütle transfer kısıtlamaları nedeniyle 400 g/L 

baslangıç karadut posası ile gerçekleştirilmistir. Enzim miktari 15 FPU/gseluloz olarak 

ayarlanmış ve enzimatik hidroliz ortamina 40 mg/gseluloz çözunür soya unu protein 

katkılanmıştır. Tüm deneylerde besiyeri 2 kullanılmıştır. Enzimatik hidrolize tabi 

tutulmuş fakat çözünür soya unu katkılanmamış karadut posası ve enzimatik hidrolize 

tabi tutulup çözünür soya unu katkılanmış karadut posasına ait veriler Çizelge 4.6 ve 

çizelge 4.7’de verilmiştir. 

 

 

Çizelge 4.6 H. uvarum'un 400 g/L enzimatik olarak hidrolize edilmiş KP ortamı 2'de 

etanol üretimi, şeker tüketimi ve mikrobiyal büyümesi: (a) SSP ilavesiz KP 

(KP yüklemesi: 400 g/L, enzim yüklemesi: 15 FPU/g selüloz) 
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Çizelge 4.7 H. uvarum'un 400 g/L enzimatik olarak hidrolize edilmiş KP ortamı 2'de 

etanol üretimi, şeker tüketimi ve mikrobiyal büyümesi: SSP ilaveli KP (KP 

yüklemesi: 400 g/L, enzim yüklemesi: 15 FPU/g selüloz). 

 

 

 

Sonuçlara göre en yüksek indirgen şeker miktarı ÇSUP katkılanarak enzimatik hidrolize 

tabi tutulmuş karadut posasında 159.65 g/L şeklinde belirlenmiştir. Aynı koşullarda 

ÇSUP katkılanmamış ortamda ise 138.56 g/L indirgen şeker saptanmıştır. H. uvarum’un 

maksimum etanol üretimi ise ÇSUP katkılanmayan ortamda 50.65 g/L’ye ulaşırken 

ÇSUP katkılanan ortamda ise bu değerin 61.33 g/L’ye yükseldiği görülmüştür. Etanol 

üretimine benzer şekilde ÇSUP katkılanan enzimatik hidroliz ortamından elde edilen 

besiyerinde, mikrobiyal üremede de artış saptanmıştır (Çizelge 4.9). 108 saatlik 

fermentasyon sonunda ÇSUP katkılanmayan ortamda H. uvarum’un kuru ağırlığı 1.17 

g/L’ye ulaşılırken, aynı şartlarda ÇSUP katkılanan ortamda kuru ağırlık 1.25 g/L olarak 

ölçülmüştür. 
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Çizelge 4.8  Artan KP yüklemelerinin ve farklı ortam bileşimlerinin indirgen şeker ve H. 

uvarum'un maksimum etanol konsantrasyonları üzerindeki etkisi 

 

 

Gram biyokütle başına düşen etanol miktarları ve H. uvarum’a ait kinetik parametre 

verileri Çizelge 4.9‘da gösterilmiştir. Gram biyokütle başına düşen etanol 

konsantrasyonlarının besiyeri optimizasyonu ve enzimatik hidroliz ile beraber artış 

gösterdiği saptanmıştır. Gram biyokütle başına en düşük etanol miktari 400 g/L karadut 

posası varlığında herhangi bir katkılama içermeyen ortamda 0.077g/gbiyokütle şeklinde 

saptanmıştır. Bu değerin aynı karadut posası ve besiyeri 2’de enzimatik hidroliz 

olmaksızın 0.106g/gbiyokütle’ a ulaştığı belirlenmiştir. Dahası gram biyokütle başına düşen 

etanol miktari en yüksek değerine ÇSUP ile beraber enzimatik hidrolize tabi tutulan 

karadut posası kullanıldığında ulaşmış ve aynı değer 0.153g/gbiyokütle şeklinde 

hesaplanmıştır. Enzimatik hidroliz olmaksızın besiyeri 2 varlığında yapılan deneylerde 

teorik etanol verimi, volümetrik etanol verimi ve YP/S degerleri sırasıyla 86.1%, 1.21 

g/L.h, and 0.50 g/g şeklinde belirlenmiştir. Öte yandan aynı parametreler, besiyeri 2 

varlığında ÇSUP ile beraber enzimatik hidrolize tabi tutulan 400 g/L karadut posası 

varluğinda ise 75.2%, 0.85 g/L.h, and 0.44 g/g şeklinde gözlenmiştir. 400 g/L biyokütle 

içeren fakat herhangi bir katkılama içermeyen ve enzimatik hidrolize tabi tutulmamış 

ortamda ise teorik etanol verimi %51’e düsmüş, volumetrik etanol üretimi 1.29 g/L.h’a 
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yukselmiş ve etanol verimi 0.46 g/g olarak saptanmıştır, Bununla beraber 400 g/L 

biyokütle besiyeri 2 varlığında fermantasyona uğratıldığında aynı değerler %69.8, 0.88 

g/L.h ve 0.43 g/g olarak hesaplanmıştır. 

  

Çizelge 4.9 Farklı başlangıç Karadut Posası ortamlarında fermantasyon koşulları için 

tanımlanan kinetik parametreler 

 

Başlangıç 

KP 

miktarı 

(g/L) 

Enzimatik 

hidroliz 

ÇSUP 

miktarı 

(g/L) 

Başlangıç 

indirgen 

şeker 

Etanol 

(g/g 

biyokütle) 

Teorik 

etanol 

verimi 

Qp Yp/s 

Kontrol 
400 - - 119.03±6.1 0.077±0.1 51.0 1.29 0.46 

500 - - 131.86±5.2 0.074±0.1 55.2 0.77 0.48 

BY1 500 

 

-   0.090±0.1 66.8 0.94 0.48 

BY2 -   0.116±0.1 86.1 1.21 0.49 

BY2 
400 

 

- - 119.03±6.1 0.106±0.1 69.8 0.88 0.43 

+ - 138.56±4.2 0.126±0.1 71.1 0.70 0.48 

+ 40 159.65±0.2 0.155±0.1 75.1 0.85  0.43 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

Mayaların biyoetanol üretimi 4.95 ve 8.22 g/L arasında değişmiştir. Ayrıca, izolatların 

OD600 değerleri 1.53 ve 3.68 arasında gözlemlenmiştir. Test edilen mayalar arasında, 

“G6” olarak kodlanan izolat (burada 1 olarak verilmiştir) maksimum etanol üretimi olan 

8.22 g/L'yi sergilemiştir. Glikoz, ksiloz, galaktoz veya arabinoz gibi geniş spekturumdaki  

şekerlerin kullanması ile etanol üretimi, ikinci nesil biyoetanol üretimi için önemlidir. 

Ayrıca, ksiloz lignoselülozik biyokütlede en bol bulunan ikinci şekerdir. Bu anlamda, test 

edilen mayalar arasında en yüksek etanol üretimini gösteren H. Uvarum (G6) seçilmiştir. 

Ksiloz lignoselülozik atıklarda en bol bulunan ikinci indirgen şekerdir (Jagtap vd. 2018). 

Bu bağlamda izole edilen suşlar arasında G6 kodlu H. uvarum en yüksek etanol üretimini 

gerçekleştirmiştir ve bu nedenle ileri deneylerde bu suştan faydalanılmıştır. İlerleyen 

deneyler sırasında sadece glukoz içeren YPD besiyeri ile sadece ksiloz içeren YPX 

besiyeri kullanılmış ve H. uvarum’un ksilozu etkin bir şekilde etanole çevirdiği gözlenmiş 

ve hem YPD hem de YPX besiyerinde benzer etanol üretim performansı saptanmıştır. En 

yüksek etanol konsantrasyonu YPD ve YPX’te sırasıyla 9.01 g/L ve 8.74 g/L 

bulunmuştur. Etanol üretim potansiyeline rağmen literatürde H. uvarum‘un ksiloz 

assimilasyon kapasitesine ilişkin çalışmalar son derece kısıtlıdır. Bununla beraber 

Langerberg vd. (2017)’nın daha önceden gösterdiği gibi H. uvarum ksiloz asimilasyonu 

için en az 6 adet gen içerirken bu genlerden S. cerevisiae’de sadece bir kopya 

bulunmaktadır. Bu durum H. uvarum’un ksilozdan etanol üretim kapasitesini açıklamada 

yeterli kanıt teşkil etmektedir.  

Etanol konsantrasyonları 24 saat sonunda düşmüştür. Bu durum, biriken etanolün 

tüketimi ile ilgilidir. Mayalar, ortamda şekerler tükendiğinde etanolü karbon kaynağı 

olarak kullanabilirler (Thomson vd. 2005). Benzer eğilimler, S. cerevisiae veya K. 

marxianus gibi biyoetanol üreticilerinde de daha önce bildirilmiştir (Raamsdonk vd. 

2002; de Moura vd. 2022).  

Lignoselüloz, dünyadaki en bol hammaddedir. Ancak, selüloz-hemiselüloz/lignin oranı, 

nakliye, yüksek inhibitör profili veya enzim maliyetleri gibi bazı önemli kriterler, 
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biyoetanol üretiminde lignoselüloz kullanımını sınırlamaktadır. Bu nedenle, biyoetanol 

üretim süreci için umut verici bir hammadde önermek zorlu bir meseledir. Lignoselülozik 

malzemeler arasında, KP gıda ve içecek endüstrilerinin ucuz ve bol bulunan bir yan 

ürünüdür. Ayrıca, KP'nin diğer lignoselülozik yan ürünlere göre ek avantajları vardır. İlk 

olarak, meyve suyu ekstraksiyonundan sonra KP'de önemli miktarda fermente edilebilir 

şeker kalmaktadır. İkincisi, KP'nin düşük su tutma kapasitesi, 400 g/L gibi çok yüksek 

biyokütle yüklemelerinin kullanımına olanak tanır. Ek olarak, KP, H. uvarum'un %50 

gibi yüksek bir biyokütle konsantrasyonu varlığında dahi mikrobiyal büyümesini 

desteklemiştir. Bu anlamda, KP'nin ikinci nesil biyoetanol üretimi için umut verici bir 

aday olduğu gösterilmiştir. 

Bu çalışmada, KP'nin düşük su tutma kapasitesi ve seyreltilmiş asit ön işlemi sonrası 

düşük asetik, formik asit ve 5-hidroksimetilfurfural (HMF) konsantrasyonları nedeniyle 

biyoetanol üretimi için umut verici bir hammadde olduğu gösterilmiştir. Örneğin, 

deneyler sırasında 400 g/L gibi çok yüksek biyokütle yüklemeleri kullanılsa da homojen 

karışım eldesi ile ilgili bir problemleri gözlenmemiştir. Bu durum, KP biyokütlesinin 

düşük su tutma kapasitesi (WHC) ile ilgilidir. Hammaddenin WHC'si, 6.85 g su/g kuru 

ağırlık (14.6%) olarak bulunmuştur. Bu sonuç, diğer lignoselülozik hammaddelerle 

karşılaştırılabilir. Örneğin, önceki bir raporda, buğday samanı, sorgum bicolor samanı, 

mısır sapı, agav posası ve şeker kamışı posasının WHC'si 7.8 ile 10 g su/g kuru ağırlık 

arasında bildirilmiştir (Sanchez vd. 2019). Ayrıca, literatürle karşılaştırıldığında, 500 g/L 

KP yüklemesinde bile düşük inhibitör molekül miktarları elde edilmiştir. 

Örneğin, Phuttaro vd. (2019) 125 °C'de hidrotermal işlem görmüş 100 g/L Napier otunda 

0.29 g/L asetik asit bulmuşlardır. Başka bir çalışmada, 180 °C'de %0.5 H2SO4 ile ön işlem 

görmüş rapiska samanında asetik asit konsantrasyonu 2.70 g/L olarak gözlenmiştir 

(Lopez-Linares 2014). Ayrıca, hasat sonrası biber kalıntısında 2% H2SO4 ile ön işlem 

görmüş 100 g/L biyokütlede formik asit konsantrasyonu 0.11 g/L olarak bulunmuştur 

(Sindhu vd. 2016). Öte yandan, mevcut çalışmada, 50 g/L KP yüklemesinde en düşük 

asetik, formik asit ve HMF konsantrasyonları sırasıyla 0.188 g/L, 0.067 g/L ve 0.015 g/L 

olarak gözlenmiştir. Bu değerler, başlangıç KP yüklemesi 500 g/L'ye ayarlandığında 

sırasıyla 0.696 g/L, 0.318 g/L ve 0.051 g/L'ye yükselmiştir. KP'de gözlenen düşük 
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inhibitör konsantrasyonları, biyokütlede bulunan düşük selüloz konsantrasyonu ile ilişkili 

olabilir. Benzer şekilde, önceki bir raporda, %3.5 selüloz içeren arpa kabuğunda 0.159 

g/L HMF ve 1.99 g/L asetik asit tespit edilmiş olup, formik asit bulunmamıştır (Germeç 

vd. 2017). KP'nin toplam selüloz içeriği ise %9.1 olarak bulunmuştur. 

Çalışmanın ilerleyen kısımlarında farklı ortam bileşimlerinin biyoetanol üretimi 

üzerindeki etkisini araştırmak için iki farklı ortam hazırlanmıştır. Hiçbir takviye 

içermeyen KP ortamı da kontrol olarak kullanılmıştır. Sonuçlara göre, Besiyeri 2/BY2'nin 

(0.5 g/L MgSO4.7H2O, 1.0 g/L KH2PO4, 0.1 g/L CaCl2, ve 0.05 g/L ZnSO4) kullanımı 

en yüksek biyoetanol konsantrasyonları ile sonuçlanmıştır (58.0 g/L), bu değerler Orta 

1'de (0.5 g/L KH2PO4, 1.0 g/L (NH4)2SO4) 45.0 g/L ve kontrol ortamında 37.1 g/L olarak 

bulunmuştur (Şekil 3). Ayrıca, takviyelerin H. uvarum'un mikrobiyal büyümesi üzerinde 

de olumlu etkileri gözlenmiştir. Mayanın kuru ağırlığı, başlangıç 500 g/L KP 

yüklemesinde takviyesiz ortamda 1.0 g/L olarak bulunmuştur. Bu değer, BY 2 

kullanıldığında 1.24 g/L'ye, BY 1 varlığında ise 1.17 g/L'ye yükselmiştir. 

Azot veya iz metaller gibi makro ve mikro elementler, mayaların hayatta kalma, büyüme 

ve biyoetanol üretimi üzerinde önemli bir etkiye sahiptir. Ayrıca, bu moleküller etanol 

stresine karşı direnç sağlar ve hücrenin glikoliz enzimleri ve fizyolojik fonksiyonlarında 

önemli roller oynar (Mohd Zakria vd. 2017). Takviyesiz KP ile karşılaştırıldığında, 

biyoetanol konsantrasyonları BY1 ve BY2 varlığında sırasıyla %21.1 ve %56.3 artmıştır. 

Bu artış, besiyeri katkılarının kümülatif pozitif etkisi ile açıklanabilir. Azot ve metal 

tuzları, özellikle magnezyum, fermantasyon hızını, verimliliği ve mikrobiyal büyümeyi 

artırdığı kanıtlanmıştır. Benzer pozitif etkiler, azot kaynakları ile mineral tuzların, 

özellikle Mg2+, Ca2+ ve Zn2+'in kombinasyonu ile P. stipitis'in etanol üretimi üzerinde 

de rapor edilmiştir (Slininger vd. 2006). Başka bir çalışmada, azot takviyesinin H. 

uvarum'un hayatta kalma oranını artırdığı ve neredeyse 2 kat daha yüksek alkol asetat 

seviyelerinin gözlendiği gösterilmiştir (Hu vd. 2019). Ayrıca, Liu ve ark. (2008), tatlı 

sorgum sap suyu kullanarak biyoetanol üretimi için optimal Mg2+ dozunu %0.05 olarak 

bulmuşlardır. Shahirah vd. (2015) palmiye gövde özsuyu MgSO4 (%0.2) ile takviye 

edildiğinde en yüksek etanol verimini (%81.8) gözlemlemişlerdir. Mg2+'in biyoetanol 

üretimi üzerindeki olumlu etkilerinin yanı sıra, etanol toleransı üzerinde de önemli bir 
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etkisi vardır. Önceki bir raporda, 50 mM Mg2+ ile muamale edilmiş S. cerevisiae 

hücreleri, hücreler 5% etanol stresi altında 60 dakika tutulduğunda kontrol grubuna 

kıyasla %20 daha yüksek hayatta kalma oranı göstermiştir (Birch vd. 2000). 

Enzimatik hidroliz, başlangıç 400 g/L KP yüklemesinde ve 15 FPU/g selüloz enzim 

yüklemesinde gerçekleştirilmiştir; ayrıca şeker verimlerini artırmak için KP ortamına 40 

mg/gselüloz SSP (çözünür soya proteini) eklenmiştir (Demiray vd. 2021). Fermentasyon 

ortamı olarak BY2 kullanılmıştır. Maksimum indirgenmiş şeker miktarı, SSP destekli 

KP'den 159.65 g/L olarak gözlenmiştir. Aynı koşullarda, H. uvarum'un biyoetanol üretimi 

61.33 g/L olarak elde edilmiştir. SSP eklenmemiş KP ortamında bu değer, daha düşük 

şeker konsantrasyonları nedeniyle 50.45 g/L olarak bulunmuştur. SSP destekli enzimatik 

hidroliz edilmiş KP ve SSP eklenmemiş KP'de yetiştirilen H. uvarum'un mikrobiyal 

büyümesinin karşılaştırması da Şekil 4a ve b'de verilmiştir. Gram biyokütle başına etanol 

konsantrasyonları ve H. uvarum'un biyoetanol üretiminin kinetik parametreleri çizelge 

4.3'de gösterilmiştir. 

Biyokütle başına etanol konsantrasyonu, ortam optimizasyonu ve enzimatik hidroliz ile 

artmıştır. En düşük biyoetanol, 400 g/L ön işlem görmüş KP takviyesiz kullanıldığında 

0.077 g/gbiomass olarak bulunmuştur. Bu değer, enzimatik hidroliz yapılmamış 400 g/L 

ön işlem görmüş KP'nin BY2 ile takviye edilmesi durumunda 0.106 g/gbiomass'a 

yükselmiştir. Ayrıca, biyoetanol üretimi, SSP destekli enzimatik hidroliz yapılmış ön 

işlem görmüş KP'nin BY2 ile kombinatoryal olarak kullanılması durumunda en yüksek 

seviyeye ulaşmıştır. Bu koşulda, 0.153 g/gbiyokütle biyoetanol elde edilmiştir. Teorik 

etanol verimi, hacimsel verimlilik ve YP/S değerleri, enzimatik hidroliz yapılmamış 500 

g/L başlangıç KP yüklemesinde sırasıyla %86.1, 1.21 g/L.h ve 0.50 g/g olarak 

hesaplanmıştır (BY2). Öte yandan, aynı parametreler, enzimatik hidroliz ile 40 mg/g 

selüloz SSP ile işlenen 400 g/L KP (Orta 2) kullanıldığında sırasıyla %75.2, 0.85 g/L.h 

ve 0.44 g/g'ye düşmüştür. 400 g/L takviyesiz KP ortamında enzimatik hidroliz 

yapılmadan teorik etanol verimi %51.0'a düşerken, hacimsel etanol verimliliği 1.29 

g/L.h'ye yükselmiş ve etanol verimi (0.46 g/g) önemli ölçüde değişmemiştir. Öte yandan, 

400 g/L KP (BY 2) kullanıldığında teorik etanol verimi %69.8'e yükselmiş, hacimsel 

etanol verimliliği 0.88 g/L.h'ye düşmüş ve YP/S 0.43 g/g olarak gözlenmiştir. Kinetik 
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parametrelerdeki düşüş, daha yüksek şeker konsantrasyonlarına atfedilebilir. Benzer bir 

düşüş eğilimi, artan şeker konsantrasyonları içeren soya proteini ile yapılan akasya 

ağacının enzimatik hidrolizinde de rapor edilmiştir (Lee vd. 2020). 

Bu çalışmada, ön işlem görmüş KP'den yeni izole edilen H. uvarum'un biyoetanol üretimi 

ilk kez gösterilmiştir. Ayrıca, KP'nin düşük su tutma kapasitesine sahip olması nedeniyle 

seyreltik asit ön işlemi ve ardından fermantasyon sırasında 500 g/L gibi çok yüksek KP 

yüklemeleri kullanılabilmektedir. Seyreltik asit ön işlemi ile 119.03 g/L indirgen şeker 

konsantrasyonu elde edilmiştir. Bu değer, ön işlem sonrası SSP destekli enzimatik 

hidroliz ile %34.12 artırılarak 159.65 g/L değerine ulaşmıştır. Aynı koşullar altında, H. 

uvarum'un etanol üretimi 61.3 g/L'ye yükselmiştir. Bu değer, verimli damıtma için kritik 

eşik olan %4 (w/w) etanol değerinin üzerindedir. Mevcut çalışma ayrıca, yeni izole edilen 

H. uvarum'un glikozun yanı sıra tek karbon kaynağı olarak ksilozu da etkili bir şekilde 

kullandığını göstermektedir. Bu nedenle, ksiloz/glikoz ko-fermenteri olan H. uvarum'un 

ikinci nesil biyoetanol üretimi için uygun bir mikroorganizma olduğu ve KP'nin bu açıdan 

uygun bir lignoselülozik substrat olduğu sonucuna varılabilir. 
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