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Lignoseliilozik biyokiitle, ucuz ve bol bir hammadde olarak biyoteknolojik uygulamalar
acisindan biiyiik avantajlar sunmaktadir.

Bu calisma, yeni izole edilen ksiloz/glukoz birlikte fermantasyonu yapabilen
Hanseniaspora uvarum mayasi kullanilarak dut posasindan biyoetanol {iretmeyi
amaclamistir. Bu amagla, 6nce mayanin ksiloz tiikketim kapasitesi, sentetik ksiloz iceren
bir ortamda karbon kaynagi olarak test edilmis ve Hanseniaspora uvarum'un ksilozu
etanol iiretmek Tlzere etkili bir sekilde fermente ettigi goriilmiistiir. Daha sonra,
Hanseniaspora uvarum, dut posasinin seyreltik asit 6n islemi sonucu elde edilen sivi
hidrolizatinin fermantasyonunda kullanilmistir. Ayrica, 6n islem gérmiis dut posasinin
ardindan enzimatik hidroliz islemi uygulanarak bu islemin etkisi arastirilmistir.

Bu kapsamda, baslangi¢ biyokiitle konsantrasyonu (50-500 g/L), azot kaynaklar1 veya
mineral tuzlar igeren iki farkl1 dut posasi ortaminda optimize edilmistir. On islem gormiis
dut posasinin enzimatik hidrolizi, 400 g/L baslangi¢ biyokiitle yiikiiyle, ¢oziiniir soya
proteini eklenerek veya eklenmeden gerceklestirilmis ve fermente edilebilir seker
konsantrasyonlarinda 6nemli bir artis gozlemlenmistir. Seyreltik asit 6n islemi sirasinda
400 g/L biyokiitle yiikii kullanildiginda ve ardindan 15 FPU/g seliiloz ile enzimatik
hidroliz yapildiginda, en yiiksek seker konsantrasyonu 159,6 g/L olarak tespit edilmistir.

Ayrica, seyreltik asit 6n islemi ve enzimatik hidroliz sonrasinda, Hanseniaspora uvarum
tarafindan iiretilen etanol miktar1 61,3 g/L (0,153 g/gbiyokiitle) seviyesine ulasmistir ki
bu deger, literatiire gore verimli bir damitma i¢in yeterli bir miktardir. Sonuglar,
ksiloz/glukoz birlikte fermantasyonu yapabilen Hanseniaspora uvarum mayasinin ve dut
posasinin, ikinci nesil biyoetanol iiretimi i¢in uygun oldugunu géstermektedir.
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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
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1. GIRIS

Alternatif enerji kaynaklarinin varligina karsin; 21. yiizyil itibariyle dahi fosil yakitlarin,
kiiresel 6l¢ekte en fazla kullanilan enerji kaynagi olmasi s6z konusudur. Bununla birlikte
geleneksel enerji kaynaklarini kapsayan fosil yakitlarin; diinya genelinde niifusun hizla
artmaya devam etmesi dogrultusunda, her gegen giin rezervleri azalmaktadir. Neticesinde
de fosil yakitlar; kiiresel 1sinma ile beraberinde getirdigi iklim degisikliklerinin ve
kurakligin etkilerini artirmakta ve birgok baska cevre sorununu da beraberinde
getirmektedir. Bu dogrultuda geleneksel enerji kaynaklariin hem tiikkenmeye baglamasi
hem de ¢evresel etkilerinin bertaraf edilebilmesi amaciyla, alternatif enerji kaynaklarinin
belirlenmesi ve kullanilmasi zorunlulugu giindeme gelmis durumdadir. Yenilenebilir
enerji kaynaklari ise; bu siirecte, geleneksel enerji kaynaklarina alternatif olmasi beklenen

enerji kaynaklar1 kapsaminda degerlendirilmektedir.

21. yiizyil itibariyle o6zellikle gelismis iilkelerin hem ekonomik hem de c¢evresel
stirdiirtilebilirligin  olanakli kilinabilmesi agisindan, Yyenilenebilir alternatif enerji
kaynaklar1 arayiginda yer almalari s6z konusudur (Jambo vd. 2016). Genel olarak
yenilenebilir enerji kaynaklari i¢erisinde; giines, riizgar, hidrojen, jeotermal kaynaklar ve
biyokiitle gibi enerji kaynaklar1 degerlendirilebilmektedir. Bu kapsamda da biyoyakitlar,
biyokiitleden iiretilen ve geleneksel enerji kaynaklarina alternatif olabilecegi ongoriilen
onemli bir yenilenebilir enerji kaynagini ifade etmektedir (Koppram vd. 2014).
Biyoetonal ise; ham petrol kullaniminin azaltilmasina ve ekonomik ve cevresel
sirdurilebilirligin ~ gelistirilmesine katki saglamas1 dolayisiyla, kiiresel Olgekte
biyoyakitlar icerisinde en yaygin kullanilan yenilebilir enerji kaynagi olma niteligi

tagimaktadir.

Biyoetanoliin yakit ya da yakit katki maddesi olarak kullanilmasi ile yenilenebilir enerji
kaynaklarinin ¢esitlendirilmesi, enerji ihtiyacinin karsilanmasi siirecinde alternatif enerji
kaynagina sahip olunabilmesi, sera gazi etkisinin artmasina neden olan fosil yakitlara
duyulan ihtiyacin ve bu dogrultuda fosil yakitlarin kullanilmasindan kaynaklanan
olumsuz ¢evresel etkilerin azaltilabilmesi ve tarim sektorii i¢in yeni bir pazar ve istihdam

alan1 yaratilabilmesi gibi avantajlar elde edilebilmektedir.



Biyoetanol; genel olarak seker, nisasta ve lignoseliilozik esaslar1 kaynaklarin, bir dizi 6n
isleme ve fermantasyon proseslerine tabi tutulmalar1 ile elde edilmektedir. Bununla
birlikte seker ve nisasta esashi kaynaklarin biiyiik bir boliimiiniin ayn1 zamanda gida
maddesi olarak tiiketilmesi, bu kapsamdaki biyokiitlenin biyoetanol iiretiminde
kullanilmasi siirecinde sinirliliklar: da beraberinde getirmektedir. Ancak lignoseliilozik
esaslart kaynaklar; genel olarak endiistriyel artiklar1 ve/veya atiklari ifade etmesi

dogrultusunda, biyoetanol iiretimi siirecinde ¢cok daha sik tercih edilmektedir.

Tarimsal iriinlerin islenmesi ile ortaya ¢ikan endiistriyel artiklar ve/veya atiklar;
biyoetanol iiretiminde, lignoseliilozik biyokiitle hammaddesi olarak kullanilabilmektedir.
Karadut (Morus nigra L.) da; biyoetanol iiretiminde, lignoseliilozik biyokiitle
hammaddesi olarak degerlendirilebilecek iirinler arasinda yer almaktadir. Bu yoniiyle
karadut; bagisiklik sistemini destekleyen ve viicudun enfeksiyonlara karsi korunmasini
saglayan tarimsal bir iirlin olmak dogrultusunda, bir¢ok endiistri isletmesi tarafindan da
hammadde olarak kullanilmaktadir. Karadutun endistri isletmeleri tarafindan
islenmesinin ardindan, posasinin atik haline gelmesi s6z konusudur. Karadut atiklarinin
biyoetanol iiretiminde degerlendirilmesi de, posasinin islenmesi ile olanakli hale

gelmektedir.

Calisma kapsaminda da bu dogrultuda; yeni izole edilen ksiloz/glikoz ko—fermentorii
Hanseniaspora uvarum ile dut posasindan biyoetanol iiretilmesi amaglanmis ve
biyoetanol iiretimi i¢cin hammadde olarak kullanim potansiyeli arastirilmistir. Buna
yonelik olarak ¢alisma kapsaminda; karadut posasinin seyreltik asit 6n islemiyle elde
edilen s1v1 hidrolizatin fermantasyonu i¢in, Hansenispora uvarum kullanilmis ve etkisinin
aragtirtlmast i¢gin On igleme tabi tutulan dut posasinin enzimatik hidrolizi

gergeklestirilmistir.

S6z konusu edilen bu kapsami itibariyle ¢alismanin; yeni izole edilen geleneksel olmayan
maya Hanseniaspora uvarum ile dut posasindan biyoetanol iiretiminin amaglanmasi ile
konu ile ilgili literatiire katki saglamasi ve arastirmacilara yol gosterici olmasi

bakimindan onemli olmasi beklenmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Yakiatlar

Tarihsel siirecte, farkli tiirdeki enerji kaynaklarindan yararlanilmasi ve enerji
kaynaklarindan elde edilen enerjinin de mevcut formundan, farkli formdaki yakitlara
dontstiiriilmesi ile 1sinma, sogutma ve hareket etme sistemlerinde kullanilmasi s6z
konusudur. Enerji kaynaklarinin, insanoglunun yasamini devam ettirebilmesi igin
alternatifsiz bir 6nemde olmasi ve 21. yiizy1l itibariyle de enerji tiikketiminin bir 6nceki
yiizyila gore yaklasik dortte bir oraninda artmasi dogrultusunda, farkli enerji kaynaklarina

ihtiya¢ duyulmasi giindeme gelmis durumdadir.

Enerji kaynaklarina sahip olunmasi ve mevcut enerji kaynaklarmin etkin ve verimli
kullanilabilmesi, iilkelerin ekonomik gelismislik gostergeleri icerisinde onemli bir
parametre olarak degerlendirilmektedir. Tarihsel siirecte kiiresel Olgekli ekonomik
krizlerin de genel olarak, petrol maliyetlerinin artmasi ve diinya genelinde enerji krizi
yasanmasi ile giindeme geldigi goriilmektedir. Bununla birlikte 6zellikle de 20. yiizyilin
sonlar1 ve 21. ylizyilin bas itibariyle kiiresel 6l¢ekte yasanan enerji krizleri ile birlikte;
alternatif enerji kaynaklaria sahip olunmasi konusunun, devletler tarafindan bir ulusal
giivenlik sorunu olarak algilanmaya baslandigi belirlemesinde bulunulabilmektedir
(Horn, 2010; Karagél ve Kavaz, 2017).

Enerji kaynaklari, “birincil enerji kaynaklar1” ve “ikincil enerji kaynaklar1” kapsaminda
incelenebilmektedir. Birincil enerji kaynaklari; kullanilabilmesi i¢in herhangi bir isleme
tabi tutulmasina ihtiya¢ bulunmayan, direkt olarak kullanilabilen ve ikincil enerji
formuna dondstiiriilebilen dogal kaynaklari ifade etmektedir (Sahin vd., 2021). Birincil
enerji kaynaklari, “yenilenemez ya da geleneksel enerji kaynaklar” ve “yenilenebilir
enerji kaynaklar1” baglaminda iki grupta degerlendirilebilmektedir. Yenilenemez ya da
geleneksel enerji kaynaklari; komiir, dogal gaz, petrol ve niikleer enerji gibi, rezervleri

sinirh diizeyde olan enerji kaynaklar: kapsaminda ifade edilebilmektedir (Akyiiz, 2017).



Yenilenebilir enerji kaynaklart; yenilenemez ya da geleneksel enerji kaynaklarindan
farkli olarak, rezervleri sinirli diizeyde olmayan enerji kaynaklaridir. Bu baglamda da
yenilenebilir enerji kaynaklari; kullanilmalarina karsin tamamiyla tiilkenmeyen,
yenilenebilme 6zelligine sahip olan ve gilines 1s181, riizgar, yagmur, gel — gitler,
hidroelektrik ve jeotermal 1s1 gibi dogal kaynaklari ifade etmektedir (Bohrmann vd.,
2003; Cambaz vd., 2022).

Ikincil enerji kaynaklar ise, birincil enerji kaynaklarimin fiziksel doniisiimiine endeksli
olarak elde edilen ve yakitlar kapsaminda ifade edilebilen enerji kaynaklaridir.
Yenilenemez ya da geleneksel enerji kaynaklarinin ikincil enerji kaynaklarina
dontistiiriilmesi ile hidrokarbon ve yiiksek oranlarda karbon igeren komiir, dogal gaz ve
petrol kapsamindaki fosil yakitlar elde edilmektedir. Ancak fosil yakit tiiketiminin hem
tiim yasam alanlarim biitiiniiyle etkileyen yikici iiriinler ortaya ¢ikarmasi hem de sinirh
diizeyde olmasi, alternatif enerji kaynaklarina duyulan ihtiyacin artmasma neden
olmaktadir (Oztiirk ve Kaya, 2012; Fawzy vd., 2020). Yenilenebilir enerji kaynaklarinin
ikincil enerji kaynaklarina doniistiiriilmesi ile de; giines enerjisi, riizgar enerjisi, jeotermal
enerji, hidroelektrik enerjisi ve biyokiitle enerjisi kapsaminda yeni enerji kaynaklari elde

edilmektedir (Karaosmanoglu, 2006).

Biyokiitle, biyolojik kokenli ve fosil kaynakli olmayan organik madde kitlesini ifade
etmektedir. Biyokiitle; 100 yildan daha kisa siire icerisinde yenilenebilen ve karada ve
suda yetigen bitkiler, orman triinleri, hayvan artiklari, gida endiistrisi atiklar1 ve kentsel
atiklar kapsaminda ifade edilebilen tiim organik maddeleri igermektedir. Temel
bilesenleri karbo—hidrat bilesikleri olan bitkisel ya da hayvansal kokenli tiim dogal
maddeler, biyokiitle enerji kaynagi ve ifade edilen nitelikteki dogal maddelerden elde
edilen enerji ise, biyokiitle enerjisi olarak nitelendirilmektedir. Biyokiitle enerjisinden
yararlanilmas1 dogrultusunda; dogada yaygin olarak bulunan tarimsal iiriinlerin farkl
fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemlere tabi tutulmalari ile ticari degere sahip ve belirli
ozellikleri standartlastirilan kati, sivi ve gaz yakitlara doniistiiriilmesi olanakl

olabilmektedir (Hall, 1997; Balat, 2005; de Vries vd., 2007; Wang vd., 2019).



Biyokiitle enerjisinden yararlanilmasi dogrultusunda; 1s1 ve elektrik ile birlikte, tasitlar
icin yakit tretilebilmektedir. Biyokiitleden 1s1 ve elektrik elde edilmesi siirecinde;
geleneksel yontemler ve endiistriyel yontemler kapsaminda yakma yontemleri ile dolayl
yakma yontemlerinden yararlanilabilmektedir. Biyokiitleden iiretilen ve fosil yakitlarla
esdeger diizeyde kullanilabilen kati, sivi ve gaz yakitlar ya da biyoyakitlar ise; direkt
yakma yontemlerine ya da fiziksel ve kimyasal siireglere tabi tutularak
kullanilabilmektedir (Searchinger vd., 2008; Snéll vd., 2017; Thorn vd., 2018).

2.2 Biyoyakitlar

Biyoyakaitlar; ¢esitli biyokimyasal ya da termokimyasal doniisiim siireclerini tamamlayan
tarimsal {rtinlerden ve farkli tiirdeki organik atiklardan elde edilen ve kati, sivi ve gaz
halinde olabilen yakitlar1 ifade etmektedir. Bu dogrultuda biyoyakitlar, hacminin
minimum %801 canli organizmalardan elde edilen yakitlar1 kapsamaktadir. Biyokiitle
enerjisinin - kullanilmasmni olanakli kilan biyoyakitlar; fosil yakitlardan farklilik
gostermesi dogrultusunda, yenilenebilir enerji kaynagi olma niteligi tasimaktadir (Ranius

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

Bioyakitlarin; odun ve odun pargalarmin 1sinma ve pisirme amacl kullanilmalar
dogrultusunda, insanlik tarihinin en eski dénemlerinden itibaren enerji kaynagi olarak
kullanildig1 goriilmektedir. Siv1 biyoyakitlarin ise; kastor tohumu yaginin lambalarda
aydinlatma yakit1 olarak kullanilmasi baglaminda, ilk olarak Eski Misirlilar tarafindan
kullanilmast s6z konusudur. S1v1 biyoyakit olma niteligi tasiyan biyodizel de ilk olarak,
1893 yili itibariyle Rudolf Diesel tarafindan ve yer fistig1 yagindan iiretilmistir. Diesel
(1893) tarafindan yer fistifindan iiretilen yag ile dizel motorlarin ¢alistirilabilmesi ile de,
bitki yaglarinin yakit olarak doniistiiriilebilmesine ve kullanilabilmesine yonelik
arastirmalar ve ¢aligmalar hizlandirilmistir. Bununla birlikte tarihsel siirecte giibrenin de
yakilarak ve 1sinma amaciyla kullanilmasi, biyoyakit kullanimini 6rneklendirmektedir

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



“Haline Gore Biyoyakitlarin Siniflandirilmasi” ile ilgili belirlemeler, Sekil 2.1.’de yer

almaktadir.
I |
KATI : i
STVI BIY OYAKITLAR GAZBIYOYAKITLAR
BIYOYAKITLAR
Odun Kémiirii Biyodizel Biyohidrojen
Biyopelet Biveetanol Biyogaz
Biyobriket Bitkisel Yag

Sekil 2.1 Haline gore biyoyakitlarin siniflandirilmasi (Horuz vd. 2015)

Biyohidrojen ve biyogaz, gaz biyoyakitlar igerisinde degerlendirilebilmektedir. Biyoetol

de, s1v1 biyoyakitlar arasinda yer almaktadir.

2.3 Etanol ve Biyoetanol Elde Yontemleri

Kimyasal formiili C:HsOH olan etanol (etil alkol); eski c¢aglardan beri sekerin
mayalanmasi ile elde edilen temiz, renksiz, yanici ve oksijenatl bir hidrokarbon olma
niteligi tasimaktadir. Etanoliin elde edilmesi siirecinde, oncelikli olarak tarimsal
tirtinlerde var olan nigasta sekere doniistiiriilmekte ve ardindan da sekere mayalama iglemi
uygulanmaktadir. Etanol; ¢ok farkli hammadde kaynaklarindan tiretilebilmekle birlikte,
genel olarak tretiminde tahil friinleri, meyveler, melas ve selilloz siklikla

kullanilmaktadir (Yiiksel ve Yiiksel, 2004; Cordier vd., 2007).



Joseph Louis Gay — Lussac (1915) tarafindan (CeH120s —— 2C2HsOH + 2CO»)
kapsamindaki fermantasyon formiiliiniin ortaya konulmasi ve Lavoisier tarafindan 18.
yiizyilin sonlarina dogru gergeklestirilen calismalar kapsaminda, sekerin fermantasyonu
sirasinda etanol ve CO? olustugunun belirlenmesi ile etanoliin elde edilmesi siirecinin

anlasilmasi s6z konusudur (Bengisu, 2014).

Etanol iiretiminde hammadde olarak hangi tarimsal {iriin kullanilirsa kullanilsin; genel
olarak etanol fermantasyonunda hammadde olarak, basit (monomerik) sekere ve mayaya
(Saccharomyces cerevisiae) ihtiyag duyulmasi s6z konusudur. Bu dogrultuda da
geleneksel maya fermantasyonunda; glikoz, manoz ya da sakaroz gibi herhangi bir alti
karbonlu ve 1 kg agirligindaki sekerden, 0,51 kg etanol iiretilmesi olanakli olabilmektedir

(Yang vd., 2009).

“Nisasta ve Seliiloz Hidrolizinin Ardindan Glikozun Maya (Saccharomyces cerevisiae)

Kullanilarak Etanole Doniistiirtilmesi” ile ilgili belirlemeler, Sekil 2.2.’de yer almaktadir.

2n(Czﬂsoﬂ)
H(CgH;002),.0 Etanol
S8 AN CeH;206 (92 kg)
= = Glukoz +
Nisasta/Seliiloz 180 k
Karbondioksit
(88 kg)

Sekil 2.2 Nisasta ve seliiloz hidrolizinin ardindan glikozun maya (Saccharomyces
cerevisiae) kullanilarak etanole doniistiiriilmesi

Sekerlerin direkt olarak etanole doniistiiriilmeleri olanakli olabilmekteyken; nisasta ve
selilloz gibi daha karmasik yapidaki karbonhidratlarin, maya fermantasyon isleminin

gerceklestirilmesinden Once basit sekerler olarak parcalanmasi gerekmektedir. Bununla



birlikte agaglar otlar ve tarimsal atiklar gibi; nisasta icermeyen ve besin zincirinde yer
almayan hammadde kaynaklari, daha fazla verimlilik elde edilmesini ve maliyetlerin
minimize edilmesini saglamaktadir. Aymi sekilde seliilozik hammaddelerin de;
enzimlerin ve yeni teknolojilerin, seliilozun parcalanmasi ve sekere doniistiiriilmesi
amaciyla kullanilmasi dogrultusunda da etanol elde edilebilmektedir (Oberoi vd., 2010;
Zabed vd., 2016).

“Bitki Hiicre Duvar1” ile ilgili gorsel, Sekil 2.3.’te yer almaktadir.

Seluloz

Lignn

= — Hemi seliloz
— ~— "‘:

SelUloz Demetlern

Sekil 2.3 Bitki hiicre duvari (Abdulvahitoglu, 2019)

Etanol; biyokiitle enerjisini ifade etmesi ve yenilenebilir enerji kaynagi olmasi
dogrultusunda, yakit olarak kullanilmasi ile karbondioksit (CO2) emisyonunun
azaltilabilmesine katki saglamaktadir. Bununla birlikte, etanoliin de yanmasi ile fosil
yakitlarda oldugu gibi, atmosfere CO> salinmasi s6z konusudur. Ancak etanol iiretiminde
kullanilan hammadde kaynaklari, etanoliin yanmasi ile atmosfere salimman CO2’nin
emilmesini saglamakta ve bu dogrultuda da etanoliin yanmasindan kaynaklanan CO2 notr
kabul edilmektedir. S6z konusu edilen bu husus ise; etanolden elde edilen motor
yakitinin, fosil yakitlara alternatif kullanilmasini beraberinde getirmektedir (Xing — Cai
vd., 2004; Tye vd., 2016).



Etanoliin yakit olarak; “Susuz Etanol (%100 etanol)”, “Sulu Etanol (%5 su ve %95
etanol)”, “Susuz Etanol — Benzin Karigimlar1 (benzin igerisinde %10 ile %20 arasinda
degisen oranda etanol” ve “Etil Tersiyer Biitil Eter (ETBE)” hammaddesi olarak dort
farkli sekilde kullanilabilmesi olanaklidir (Adigiizel, 2013; Abdulvahitoglu, 2019).

Biyoetanol; molekiil agirlig1 46,07 g/mol, yogunlugu 0,789 g/cm3, erime noktas1 —114 °C
ve kaynama noktasi 78 °C olan bir sividir. Etanoliin ve biyoetanoliin, kimyasal olarak
ayni formiile sahip olmalar1 s6z konusudur. Biyoetanoliin {iretilmesi siirecinde
kullanilabilen =~ hammaddeler,  genel  olarak asagida  verilen  kapsamda

degerlendirilebilmektedir (Cao vd., 20012; Adigiizel, 2013):

e Secker kamisi ve seker pancari gibi sukroz igeren hammaddeler;
e Misir, piring ve bugday gibi nisasta iceren hammaddeler ve
e Misir sap1 ve bugday ¢opii gibi tarimsal atiklar ile odun ve odun pargalart gibi

lignoseliilozik hammaddeler.

20. vyiizyilin baslar1 itibariyle, biyoetanoliin tasit yakit1 olarak kullanilmasi
yayginlasmasina karsin; Ikinci Diinya Savasi’min ardindan, biyoetanoliin daha az
kullanilmasi s6z konusudur. Bununla birlikte Yom Kippur Savasi’nda Amerika Birlesik
Devletleri’nin (ABD) Israil Ordusu’na destek vermesi dolayisiyla; 15 Ekim 1973 tarihi
itibariyle, “Petrol Thra¢ Eden Arap Ulkeleri Birligi (Organization of Arab Petroleum
Exporting Countries — OAPEC)” tarafindan petrol ambargosu uygulanmaya baglanmis ve
1973 Petrol Krizi’nin yaganmasi giindeme gelmistir. Neticesinde de 1973 Petrol Krizi ile
birlikte, tasit yakiti olarak biyoetanol kullanimmin yayginlastirilmas: konusu tekrar
giindeme gelmistir (Vallejos vd., 2017; Shakellya vd., 2023).

S6z konusu edilen bu belirlemeler dogrultusunda; 1975 yil1 itibariyle Brezilya Hiikiimeti
tarafindan finanse edilen, “Seker Kamisindan Biyoetanol Uretimi Programi”
baslatilmistir. Bu cercevede de Brezilya’da biyoetanol endiistrisinin, kiiresel 6lcekte
onemli addedilmesi s6z konusudur. 1978 yili itibariyle ise, ABD tarafindan misirdan
biyoetanol iiretilmesine yonelik genis kapsamli ¢calismalar baslatilmistir. Brezilya’nin ve

ABD’nin ardindan da; Kanada, Cin, Avustralya, Ispanya, Fransa ve Isvec tarafindan



biyoetanol iiretim programlariin uygulanmasina baglanmigtir (Lynd vd., 2005; Achinas
ve Euverink, 2016).

Biyoetanol tretimi siirecinde ilk olarak, hidroliz yonteminin kullanilmasi ve siireg
icerisinde de hidroliz yonteminin yerini, enzim {retimi yontemine birakmasi s6z
konusudur. “Tarihsel Siiregte Biyoetanol Uretim Yontemleri” ile ilgili belirlemeler, Sekil

2.4.’te yer almaktadir.

Asit Hidroliz \ Glikozdan Etanol Hemiseliiloz Sekeri

Enzim Enzim \ Glikozdan
Uretimi Hidroliz / Etanole
Enzim > Enzim Hidroliz \ Hemiseliiloz

Uretimi Glikozdan Etanole / Sekeri

Hemiseliiloz

Sekeri

Enzim Hidroliz
Glikozdan Etanole

Hemiseliiloz Sekerden

Etanole

Enzim Hidroliz
Glikozdan Etanole

Hemiseliiloz Sekerden Etanole

Biyolojik Asama

Biyelojik Olmayan

Agama

Sekil 2.4 Tarihsel siirecte biyoetanol iiretim yontemleri (Lal, 2009)

Biyokiitlenin biyoetanole doniistiiriilmesi siireci, asagida verildigi sekilde dort asamali

bir siirece endekslidir (Hammond vd., 2008; Yunoki ve Saito, 2009; Pohit vd., 2009):
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1. Asama: Giines enerjisinin fotosentez ile kimyasal enerjiye doniistiiriilmesi ve
depolanmasi dogrultusunda, biyokiitlenin iiretilmesi asamasini ifade etmektedir.

2. Asama: Birinci agsama kapsaminda iiretilen biyokiitlenin, farkli iiretim prosesleri
ve teknolojiler kapsaminda kullanilabilecek hammaddelere doniistiiriilmesini
ifade etmektedir.

3. Asama: Ikinci asama kapsaminda doniistiiriilen biyokiitlenin, biyoetanol
iiretilebilmesine yonelik olarak ve katalizatorler kullanilarak fermente edilmesini
ifade etmektedir.

4. Asama: Uciincii asama kapsaminda fermente edilen ve yakat iiretilebilmesi igin
biyokiitleden elde edilen fermantasyon iiriinlerinin, biyoetanole doniistiiriilmesini

ve yan iriinler olarak geri kazanilmasini ifade etmektedir.

“Biyokiitlenin Biyoetole Doniistiiriilmesi Siireci” ile ilgili belirlemeler, Sekil 2.5.te yer

almaktadir.

Biyokiitle SN Biyokiitleyi |
4 hammaddeye
doniistirmek

Sekil 2.5 Biyokiitlenin biyoetole doniistiiriilmesi siireci

Biyoetanol elde ydntemleri; “Dért Teknoloji Platformu Yéntemi”, “Kuru Ogiitme ile
Etanol Uretimi Yéntemi”, “Yas Ogiitme ile Etanol Uretimi Yontemi” ve “Seker

Mayalama Islemine Endeksli Yontem” kapsaminda incelenebilmektedir.

Dort teknoloji platformu yontemi: Biyoetanol {iretiminde Dort Teknoloji Platformu;

“Konsantre Asit Hidrolizi Yontemi”, “Seyreltik Asit Hidrolizi Yontemi” ve “Enzimatik
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Hidroliz Yontemi” kapsaminda, biyokiitleden seker elde edilmesi ve sekerin
mayalanmasi ile etanol iiretilmesi ve “Biyokiitlenin Gazlagtirilmasi ve Fermantasyon
Yontemi” kapsaminda, biyokiitleden hidrojen ve CO gazi ile ardindan mayalama ve
etanol liretimine yonelik termal yontemlerin kullanilmasi baglaminda dort temel yonteme

endeksli degerlendirilebilmektedir.

Konsantre asit hidrolizi yontemi:Konsantre asit hidrolizi yontemi ya da asit hidroliz
toplama yontemi; %10 nem igerigine sahip olan biyokiitleye, %70 ile %77 arasinda
degisen oranda siilfiirik asit eklenerek gerceklestirilmektedir. Bu siirecte karisimin
sicakligi 50 °C’de tutulmakta ve %20 ile %30 arasinda degisen oranda asit elde
edilebilmesi amaciyla, karisima su eklenmektedir. Su eklenerek elde edilen yeni karisim
ise, 1 saat siiresince 100 °C’ye maruz birakilmaktadir. Siirecin sonunda elde edilen jel,
asit ve seker karigiminin elde edilebilmesine yonelik olarak preslenmektedir (Demirbas,

2008; Dias vd., 2009).

Konsantre asit hidrolizi yonteminin temelini; sekerlerden asidin ayristirilmasi, asidin geri
kazanilmas1 ve yeniden konsantre getirilmesi olusturmaktadir. Ifade edilen bu kapsamda
uygulanan konsantre asit hidrolizi yontemine endeksli olarak bu dogrultuda,
fermantasyon iglemi ile sekerin etanole doniistiiriilmesi s6z konusudur. Konsantre asit
hidrolizi yontemi kapsaminda dekristalizasyon isleminin uygulanmasindan once ise;
hemiseliilozun ayristirllmasina yonelik olarak, seyreltik asit ile ©n uygulamada
bulunulmaktadir. S6z konusu edilen 6n uygulamanin ardindan da; biyokiitle, siilfiirik asit
eklenmeden Once ve asidin absorbe edilebilmesi amaciyla kurutulmaktadir. Belirtilen
kapsamdaki islemler, hidroliz reaktorlerinde gergeklestirilmektedir (Botella vd., 2009;
Talebnia vd., 2010; Wolfaardt vd., 2020).

Seyreltik asit hidrolizi yontemi: Seyreltik asit hidrolizi yontemi ya da sulandirilmis asit
hidrolizi yontemi, biyokiitleden etanol olusturulmasi amaciyla kullanilan en eski ve en
verimli yontem olarak degerlendirilmektedir. Seyreltik asit hidrolizi yontemi kapsaminda
sulandirilmis asidin, biyokiitleye sakroza hidroliz edilmesi amaciyla kullanilmasi s6z
konusudur. Buna yonelik olarak da seyreltik asit hidrolizi yontemi kapsaminda ilk

asamaya endeksli olarak; biyokiitlede bulunan yari seliilozun hidroliz edilebilmesi i¢in,
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180 °C sicaklik ve %0,7 oraninda siilfiirik asit kullanilmaktadir. Seyreltik asit hidrolizi
yontemi kapsaminda ikinci asama ise, daha direngli seliiloz pargalarinin dagitilmasinin
amaglandigr asamay1 ifade etmektedir. Bu dogrultuda da seyreltik asit hidrolizi
yonteminin ikinci asamasi kapsaminda, 215 °C sicaklik ve %0,4 oraninda siilfiirik asit
kullanilmas1 s6z konusudur (Hu vd., 2012; Ugiincii vd., 2013; Bhagia vd., 2016; Ariffin
vd., 2020).

Seyreltik asit hidrolizi yontemi, biyokiitlenin hemiseliiloz ve seliiloz kismindan elde
edilen seker diizeyinin maksimize edilebilmesine yonelik olarak iki asama kapsaminda
uygulanmaktadir. Seyreltik asit hidrolizi yonteminin birinci asamasi kapsaminda,
hemiseliiloz hidrolizinin daha ilimli kosullar altinda gergeklestirilmesi s6z konusudur.
Seyreltik asit hidrolizi yonteminin ikinci asamasi kapsaminda ise, daha dayanikli
selilozun hidroliz edilmesine yonelik optimizasyonu s6z konusu olmaktadir.
Fermantasyon siirecinden de, teorik olarak %90 oraninda etanol elde edilmesi
beklenmektedir (Sanchez vd., 2004; Kumar ve Gayen, 2011; Zhang vd., 2012; Jang vd.,
2018).

“Seyreltik Asit Hidrolizi Yonteminin Asamalar1” ile ilgili belirlemeler, Sekil 2.6.’da yer

almaktadir.
e
g Asama-1
e || Suimasi
11k Asama e —
~ e Asama-2
Sulu Asit
s Hidroliz
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e s
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e 8 Jﬁy Uretimi
, v

= =
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> ::L: '—'l \‘\: ] > —d— Etanol
l Eldesi
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Hacim Daraltma Tortu Fermantsr
(Alc: Tasy) (Mayalayic)

Sekil 2.6 Seyreltik asit hidrolizi yonteminin asamalari
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Enzimatik hidroliz yontemi: Enzimatik hidroliz yontemi; biyokiitlenin sakroza hidroliz
edilmesi siirecinde asit yerine, enzimlerin kullanildig1 yontemi ifade etmektedir. Bununla
birlikte enzimatik hidroliz yontemi hem diger yontemlere gore daha fazla maliyete
katlanilmasini gerektirmesi hem de halihazirda gelisim siirecinde olmasi dolayisiyla
yaygin olarak kullanilmamaktadir. Enzimatik hidroliz yontemi kapsaminda biyoetanol
tiretilmesi siirecinde; odunun hidrolizine yonelik ilk enzim uygulamasi, basit bir seliiloz
enzim hidroliz agamasi ile seliiloz asit hidrolizinin yer degistirmesi agsamasina endeksli

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

“Enzimatik Hidroliz Y6nteminde Hidroliz ve Fermantasyon Siireci” ile ilgili belirlemeler,

Sekil 2.7.’de yer almaktadir.
Boyut |- N Seliilozun Atik katilann
ayarlama enzimatik islenmesi

hidrolizi

Seyreltik asit
On muamelesi

Fermantasyon

Etanol gen
kazanma

Sekil 2.7 Enzimatik hidroliz yonteminde hidroliz ve fermantasyon siireci

Enzimatik hidroliz yontemi kapsaminda sakkarifikasyon ve fermantasyon isleminin
eszamanli gelistirilmesi, biyokiitlenin enzimatik hidrolizi i¢in Onemli bir proses
modifikasyonu olma niteligi tasimaktadir. Buna yonelik olarak enzimatik hidroliz
yontemi kapsaminda; biyokiitlenin enzimatik hidrolizine yonelik olarak, selilloz ve
fermente edici organizmalar birlestirilmekte ve sekerlerin ortaya ¢ikmasi ile birlikte,
fermente edici organizmalar sekerleri etanole doniistiirmektedir. Bu siiregte biyokiitlenin
On uygulamaya tabi tutulmasinin, seliilozun enzimler i¢in daha reaktif hale getirilebilmesi

icin gerekli olmasi1 s6z konusudur. Bu temelde de biyokiitlenin hem termal hem de
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kimyasal islemlere tabi tutulmasi gibi, bircok 6n uygulamada bulunulmasi olanakli

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

“Enzimatik Hidroliz Yonteminde Sakkarifikasyon ve Fermantasyon Siireci” ile ilgili

belirlemeler, Sekil 2.8.’de yer almaktadir.

Atk katilann
15lenmesi
Seyreltik asit

5n muamelesi Enzim iiretim

Es zamanh
sakkarifikasyon
ve fermantasyon

Etanol geri
kazanma

Sekil 2.8 Enzimatik hidroliz yonteminde sakkarifikasyon ve fermantasyon siireci

Biyokiitlenin gazlastirilmasi ve fermantasyon yontemi: Biyokiitlenin yiiksek
sicaklikta gazlastirilmas: ile CO, CO2 ve H: gibi sentez gazlarina doniistiiriilmesi
saglanabilmektedir. Bu siirecte ayrica anaerobik bakteri de, sentez gazlarinin biyoetanole
donustiiriilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Biyokiitlenin gazlastirilmas: siirecinin ya da
gazlastirma igleminin uygulanmasinin, teknik agidan herhangi bir problem teskil etmesi
s6z konusu degildir. Bununla birlikte s6z konusu edilen islemin yiiksek maliyetlere
katlanilmasin1 gerektirmesi dolayisiyla, biyokiitlenin gazlastirilmasi ve fermantasyon
yonteminin yaygin olarak kullanilmadigi gériilmektedir (Kumar vd., 2009; Klinghoffer
vd., 2012; Mai ve Nguyen, 2020).

Kuru égiitme ile etanol iiretimi yontemi: Kuru Ogiitme ile Etanol Uretimi Y®6ntemi;
kuru oOgiitme islemine endeksli olmasi dogrultusunda, c¢ekic Ogilitme sisteminin
kullanilmas: ile misir tanelerinin kiigiik pargalar halinde kirilmasina, temizlenmesine ve

un kivaminda mizir tozu iiretilmesine dayanmaktadir. S6z konusu islem kapsaminda elde

15



edilen misir tozu; misir tohumu, nisasta ve fiber igermektedir. Misir tozundan seker
sollisyonu elde edilebilmesi amaciyla da; karisimin enzim ve sulandirilmis asitler
kullanilarak, sakroza hidrolize edilmesi s6z konusudur. Siirecin sonucunda karisim
sogutulmakta ve etanol elde edilmesine yonelik mayalanmaktadir (Murthy vd., 2005;
Singh vd., 2006; Taylor vd., 2010; Kumar ve Singh, 2016).

“Kuru Ogiitme ile Etanol Uretimi Yonteminin Asamalar1” ile ilgili belirlemeler, Sekil

2.9.°da yer almaktadir.
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Sekil 2.9 Kuru 6giitme ile etanol iiretimi yonteminin agamalari

Yas ogiitme ile etanol iiretimi yontemi: Misirin, yas ya da kuru 6giitme ile etanole
doniistiiriilmesi olanakli olabilmektedir. Yas Ogiitme ile Etanol Uretimi Yontemi
kapsaminda; proteinlerin ortaya ¢ikmasini, nisastanin salinmasini ve 6gilitme siireci i¢in

musir tanelerinin yumusatilmasini saglamaya yonelik olarak, misir taneleri 1ik suya
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batirilmaktadir. Ilik suya batirilan misir tohumlari ise; fiber ve yapiskan ezme kisminin
olusturulmas1 amaciyla, santrifiij ve sakkarifikasyon islemlerine tabi tutulmaktadir.
Siirecin sonunda ayrim isleminin ardindan ise, etanol elde edilmektedir (Owisa vd., 2023;
Katanski vd., 2024).

“Yas Ogiitme ile Etanol Uretimi Yonteminin Asamalarr” ile ilgili belirlemeler, Sekil

2.10.’da yer almaktadir.
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Sekil 2.10 Yas 6giitme ile etanol iiretimi yonteminin agamalari

Seker mayalama islemine endeksli yontem: Seker mayalama islemine endeksli yontem
kapsaminda hidroliz asamasi ile misir ve selilloz kisimlarimin, sonrasinda etanole

mayalanacak olan seker karisimlarini hidrolize etmektedir. Bu siiregte maya eklenmekte

17



ve karisim isitilmaktadir. S6z konusu edilen bu siireg; katalizor etkisi yapmakta ve
sakrozun, glikoz ve friikktoza doniistiiriilmesini kolaylastirmaktadir. Yontem kapsaminda
ayrica, friikktozun ve glikozun “zymase” adli enzimle reaksiyona girmeleri s6z konusudur.
Zymase enzimi, etanol ve CO; iiretilebilmesine yo6nelik olarak mayanin igerisinde yer
almaktadir. Mayalama islemi, yaklasik ti¢ giin siirmekte ve 250 °C ile 300 °C arasinda
degisen sicaklikta gergeklestirilmektedir (Wang vd., 2016; Lips, 2021).

2.4 Nesillerine Gore Biyoetanol Uretimi

Nesillerine gore biyoetanol iiretimi, iiretim tiiri ve hammadde se¢imi baglaminda;
“Birinci Nesil Hammaddelerden Biyoetanol Uretimi”, “ikinci Nesil Hammaddelerden
Biyoetanol Uretimi”, “Ugiincii Nesil Hammaddelerden Biyoetanol Uretimi” ve
“Dordiincii Nesil Hammaddelerden Biyoetanol Uretimi” kapsaminda

degerlendirilebilmektedir.

2.4.1 Birinci nesil hammaddelerden biyoetanol iiretimi

Birinci nesil hammaddelerden biyoetanol iiretimi; seker ve nisasta igeren tarimsal
tirtinlerden ya da birinci nesil (first generation — 1G) hammaddelerden biyoetanol
tiretilmesini ifade etmektedir. 1G hammaddelerden biyoetanol iiretilmesi siirecinde; genel
olarak fermantasyon, transesterifikasyon ve anaerobik sindirim gibi basit siireglerin
kullanilmasi s6z konusudur (Clark, 2007; Chisti, 2008).

1G hammaddelerden biyoetanol iiretiminin, 1G kapsaminda ifade edilen hammaddelerin
gida stoklarina zarar verilmemesi ve biyogesitliligin tehdit edilmemesi amaciyla
siirlandirilmistir. 1G kapsamindaki hammaddelerin fermantasyon, transesterifikasyon
ve anaerobik sindirim siireglerine tabi tutulmasi ile biyoetanol elde edilmesi ile birlikte;
1G kapsamindaki tarimsal {riinlerden elde edilen yag ile de, biyodizel elde

edilebilmektedir (Guimaraes vd., 2023; Yerizam vd., 2023).
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2.4.2 Ikinci nesil hammaddelerden biyoetanol iiretimi

Ikinci nesil hammaddelerden biyoetanol iiretimi; gida olarak tiiketilemeyen bitkiler,
tarimsal kalintilar, kentsel atiklar ve orman atiklar1 gibi, lignoseliilozik nitelik tasiyan ve
ikinci nesil (second generation — 2G) hammaddeler olarak nitelendirilen hammaddelerden
biyoetanol iretilmesini ifade etmektedir. 1G hammaddelerin gida olarak da
tilkketilebilmeleri dolayisiyla, biyoetanol iiretilmesi siirecinde kullanilmalarinin tartigma
konusu olmasi s6z konusudur. Bununla birlikte 2G hammaddeler gida dis1 biyokiitleye
endeksli olduklarindan, 2G hammaddelerden biyoetanol {iiretilmesi daha avantajh

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

Biyoyakitlara duyulan ihtiyacin artmasit dogrultusunda, biyoetanol iiretiminde 2G
hammaddelerin kullanilmaya baslanmasi1 s6z konusudur. Bununla birlikte 2G
hammaddelerden iretilen biyoetanoliin sera gazi emisyonu oraninm, 1G
hammaddelerden iiretilen biyoetanoliin sera gazi emisyonu oranindan daha diisiik
diizeyde oldugu goriilmektedir. 2G hammaddelerden biyoetanol {iretimi ile biyoetanol
tiretimi siirecinde hammadde ¢esitliliginin saglanmasi, enerji verimliliginin artirilmasi ve
tarimsal atiklar ile orman atiklarmin degerlendirilmesi amaglanmaktadir (Gupta vd.,

2009; Barros vd., 2014).

2G hammaddelerden iiretilen biyoetanol; lignoseliilozik hammaddelerden fermantasyon,
gazlastirma ve Fischer — Tropsch (FT) Sentezi ile elde edilmektedir. 2G hammaddelerden
tiretilen biyoetanol ya da lignoseliilozik hammadde kullanimi ile biyoetanol iiretilmesi,
cevresel atik birikiminin dnlenmesini saglamasi agisindan da 6nemli addedilmektedir.
Bununla birlikte yapisal biitiinliigiin saglanmasini olanakl kilan seliiloz, hemiseliiloz ve
lignin igerigini sahip olan lignoseliilozik hammaddelerin; biyoetanol iiretimi siirecinde
kullanilan seker igerikli ve nisasta icerikli hammaddelere gore, ¢cok daha bol ve ucuz
olmas1 s6z konusudur (Melikoglu ve Albostan, 2011; Kataria ve Ghosh, 2014).

“Lignoseliilozik Hammaddeler ve Seliiloz, Hemiseliiloz ve Lignin igerikleri (%)” ile ilgili

belirlemeler, Cizelge 2.1.’de yer almaktadir.
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Cizelge 2.1 Lignoseliillozik hammaddeler ve seliiloz, hemiseliiloz ve lignin igerikleri
(%)

LIGNOSELULOZIK

HAMMADDELER SELULOZ HEMISELULOZ LIGNIN
Odunsular 40-55 24-40 18 -25
Yumusak Agaclar 45-50 25-35 25-35
Findik Kabugu 25-30 25-30 30-40
Misir Kocam 45 35 15
Cim / Cimen 25-40 35-50 10-30
Kagt 85-99 0 0-15
Bugday Samani 30 50 15
Ayrilmis Artiklar 60 20 20
Y apraklar 15-20 80—85 0
Pamuk Kalmtilan 80-95 5-20 0
Gazete 25-40 25-40 18 -30

Kagit Uretiminden Arda Kalan

Auk Kagitlar 60-70 10-20 5-10
Atk Su Icindeki Kalntilar 815 NA 24-29
Kerestecilik Artiklar: 6 28 NA
Bermuda Cimeni 25 35,7 6.4
Dalli Dan 45 314 12
Sert Yapih Agac 45+2 30+5 20+4
Sert Yapih Agac Kabugu 22-40 20-38 30-55

Kaynak: Sun ve Cheng, 2002

Konu ile ilgili ¢galismalar dogrultusunda da, farkli lignoseliilozik biyokiitlelere endeksli
olarak biyoetanol tiretilmesi s6z konusudur. Bu dogrultuda Kaar ve Holtzapple (2000),
Tucker vd. (2003), Schell vd. (2003), Varga vd. (2004) Chena vd. (2007), Ohgren 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), misir

koganindan biyoetanol iiretilmesine yonelik ¢alismalarini gerceklestirmistir.
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Kristensen vd. (2007), Gao vd. (2012), Agarawal vd. (2017) ve Alarcon vd. (2021),
calismalar1 kapsaminda, bugday sapindan biyoetanol {iretmislerdir. Cao vd. (2012), tath
sorgumdan biyoetanol iiretilmesine yonelik ¢alismada bulunmuslardir. Oberoi vd. (2010),
Abraham vd. (2016), Satlewal vd. (2017) ve Phitsuwan vd. (2017) tarafindan

gercgeklestirilen ¢calisma kapsaminda, piring sapindan biyoetanol iiretilmistir.

Tye vd. (2016) tarafindan gergeklestirilen calisma kapsaminda ise; %80 seliiloz igerigine
sahip olmak dogrultusunda pamugun, diger lignoseliillozik hammaddelere gore biyoetanol

iiretimi agisindan ¢ok daha fazla potansiyel sagladigi belirlenmistir.

2.4.3 Ugiincii nesil hammaddelerden biyoetanol iiretimi

Ucgiincii nesil hammaddelerden biyoetanol iiretimi; genel olarak yiiksek verimlilik
saglayan algler ya da t¢iincii nesil (third generation — 3G) hammaddeler kullanilarak
biyoetanol iiretilmesini ifade etmektedir. 3G hammaddelerden elde edilen biyoetanoliin,
1G ve 2G hammaddelerden elde edilen biyoetanole gore daha fazla verimlilik saglamasi
s6z konusudur. Bununla birlikte 3G hammaddeler; CO2 salinim1 ve atik iiretimi gibi gevre
sorunlarina neden olmamalari ve yetistikleri sulak alanlarda, su i¢cerisinde bulunan zararl
igerikleri bilinyelerine alarak suyu temizlemeleri dolayisiyla, cevresel siirdiiriilebilirligin
saglanmasi agisindan énemli goriilmektedirler (Schultz — Jensen vd., 2013; Sitompul ve
Maftuhin, 2020).

3G hammaddelerden biyoetanol iiretilmesi siireci, alglerin mayalanmast ile agiga ¢ikan
karbonhidratlarin kullanilmasina dayanmaktadir. Bu dogrultuda 3G hammaddelerden
biyoetanol iiretilmesi ile lignoseliilozik kaynaklardan seliilozik kaynaklara ge¢ilmesinin
ve entegre biyorafineri teknolojilerinin kullanilmasi1 dogrultusunda, ¢ok daha ytiksek
oranda yag ve seliiloz igeren genetigi degistirilmis bitkiler ile alglerin kullaniminin

saglanmasi amaglanmaktadir (Behera vd., 2015; Neifar vd., 2016).
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2.4.4 Dordiincii nesil hammaddelerden biyoetanol iiretimi

Dordiincii nesil hammaddelerden biyoetanol iiretimi; yeni nesil ya da dordiincii nesil
(fourth generation — 4G) hammaddeler olarak nitelendirilen hammaddelerden, ultra temiz
karbon negatif biyoyakitlar {iiretilmesini ifade etmektedir. 4G hammaddelerden
biyoetanol iiretilmesi silirecinde; miikkemmellestirilmis hammaddelerin kullanilmasi ile
elde edilen biyoyakitlarin, karbon tutma ve depolama teknolojilerine endeksli olarak

atmosfere CO> salgilamamas1 6ngoriilmektedir (Alalwana vd., 2019; Cavelius vd., 2023).

4G hammaddelerden biyoetanol iiretilmesi ile siirdiiriilebilir enerji tiretiminin saglanmasi,
CO2’nin tutulmasi ve depolanmasi amaglanmaktadir. Bu kapsamda elde edilen
biyoyakitlar ise; karbon tutma ve depolama 6zelligine sahip olmalar1 dogrultusunda, ayni
zamanda karbon negatif biyoyakitlar olarak nitelendirilmektedir. 4G hammaddelerden
biyoetanol {iretilmesinin, 2030’lu yillardan yayginlastirilmasinin 6ngériillmesi sz

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

2.5 Biyoetanol Uretiminde Kullanilan Biyokiitleye Uygulanan On Islemler

Biyoetanol iiretiminde kullanilan biyokiitleye uygulanan 6n islemler ile lignoseliilozik
hammaddede mevcut olan seliiloz ve hemiseliiloz fraksiyonunun depolimerize edilerek,
fermente sekerlere doniistiiriillmesi saglanmaktadir (Serensen vd., 2008; Rahaman vd.,
2023; Juneja vd., 2023).

“Biyoetanol Uretiminde Kullanilan Lignoseliilozik Hammaddeye Uygulanan On Islem

Sonucu Yapisal Degisim” ile ilgili belirlemeler, Sekil 2.11.’de yer almaktadir.
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Sekil 2.11 Biyoetanol iiretiminde kullanilan lignoseliilozik hammaddeye uygulanan 6n
islem sonucu yapisal degisim

Biyoetanol iiretiminde kullanilan biyokiitleye uygulanan on islemler; “Fiziksel ve
Fizikokimyasal On Islemler”, “Kimyasal On Islemler” ve “Biyolojik On Islemler”

kapsaminda incelenebilmektedir.

2.5.1 Fiziksel ve fizikokimyasal o6n islemler

Biyoetanol iiretiminde kullanilan biyokiitleye uygulanan 6n islemler kapsaminda fiziksel
on iglemler ile biyokiitlenin tane biiyiikligiiniin ve seliiloz kristalinitesinin azaltilmasi
saglanmaktadir. Fiziksel on islemler ile biyokiitlenin tane biiyiikliiglinlin azaltilmasi ise,
yilizey alaninda artisa neden olmaktadir. Biyoetanol {iretiminde kullanilan biyokiitleye
uygulanan fiziksel 6n islemler ile genel olarak; biyokiitlenin 6giitiilmesi, kirilmasi,
ultrasonik hiicre bozulmalarinin saglanmasi ve diger mekanik yontemlerin kullanilmasi
dogrultusunda par¢alanmasi kapsaminda gergeklestirilmektedir (Wang vd., 2016; Khan
vd., 2022).

Biyoetanol iiretiminde kullanilan biyokiitleye uygulanan bazi mekanik 6n islemler;

biyoetanol tiretiminde kullanilan biyokiitleye uygulanacak kimyasal 6n islemlerden ya da

23



biyolojik on islemlerden Once, biyokiitlede partikiil boyutunun elde edilebilmesi
acisindan 6n kosulu niteligi tasimaktadir. Bununla birlikte biyoetanol iiretiminde
kullanilan biyokiitleye uygulanan mekanik on islemler kapsaminda gergeklestirilen;
bilyali degirmende 6gilitme islemi gibi bazi kapsamli mekanik 6n islemlerin, seliiloz
kristalliginin parcalanmasi ile biyokiitlenin pargalanabilirligini artirdig1 ve bu dogrultuda
da tek basina kullanilabildigi goriilmektedir. Ancak s6z konusu edilen mekanik 6n
islemin yiiksek gii¢ tiiketimine neden olmasi dolayisiyla, siklikla kullanilmasi olanakl

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

Biyoetanol iiretiminde kullanilan biyokiitleye uygulanan mekanik 6n iglemler, bilyali
degirmende Ogiitme haricinde; “iki silindirli 6giitme”, “kolloid freze degirmeni ile
ogiitme ya da kolloid frezeleme”, “cekig ile 6giitme ya da ¢ekic frezeleme” ve “vibrasyon
motoruyla ve titresim enerjisiyle dglitme ya da vibro enerji frezelemesi” kapsaminda

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

Biyoetanol {iretiminde kullanilan biyokiitleye uygulanan fiziksel ©n islemler,

“Ekstriizyon” ve “Piroliz” kapsaminda incelenmektedir.

Ekstriizyon: Biyoetanol iiretiminde kullanilan biyokiitleye uygulanan ve diger 6n
islemlerle kiyaslandiginda, goreli yeni bir uygulamay: ifade eden fiziksel 6n islem
yontemidir. Biyoetanol iiretiminde kullanilan biyokiitleye uygulanan ekstriizyon fiziksel
on islem yontemi kapsaminda; biyokiitlelerin ekstriider boyunca gegisleri siirecinde
fiziksel ve kimyasal degisikliklere maruz kalmalarin1 saglayacak isitma, karistirma ve
kesme islemlerine tabi tutulmalari s6z konusudur (Kadam ve McMillan, 2003;
Karunanithy vd., 2013).

Ekstriizyon proseslerinin uygulanmas: siirecinde; verimliligin maksimize edilebilmesine
yonelik olarak, farkli biyoreaktdr parametrelerinin gozetilmesi gerekmektedir. Konu ile
ilgili ¢aligmalar dogrultusunda da; ekstriizyon fiziksel 6n islemi siirecinde enzimlerin
uygulanmasinin, biyoetanol {iretimi agisindan 6nemli bir teknoloji olma niteligi tasidigi

belirlenmistir (Varga vd., 2003; Hu ve Wen, 2008; Lee vd., 2009).
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Piroliz :Biyoetanol iretiminde kullanilan biyokiitlenin 300 °C ve {izerindeki
sicakliklarda islenmesi dogrultusunda, bozundurulmasi ile parcalanmasi fiziksel 6n islem
yontemini ifade etmektedir. Piroliz fiziksel On islem yontemi, oksijensiz ortamda
uygulanmakta ve bu dogrultuda da, biyokiitlenin bozundurulmasi isleminin olabildigince
yavas gergeklesmesi saglanmaktadir. 300 °C’den daha diisiik sicakliklarda ise
biyokiitlenin ayrismasinin yavas olmasi dolayisiyla, olusan {iriinlerin daha az ugucu

olmasi giindeme gelmektedir (Yu vd., 2014; Verardi vd., 2018).

Konu ile ilgili galismalar dogrultusunda; piroliz fiziksel 6n islem yonteminden elde edilen
trtinlerin hafif asit hidrolizinin, %50 ile %80 arasinda degisen oranlarda indirgen
sekerlere ve %80 ile %85 arasinda degisen oranlarda seliilloza doniisiimiiniin saglanmast
ile daha ileri diizeyde bir islem gerceklestirilebildigi belirlenmistir (Singh vd., 2014; Torr
vd., 2016; Soam vd., 2018).

Biyokiitle — FT — biyoetanol eldesi siirecine yonelik uygulanan 6n islemler kapsaminda
talaglamanin, topaklagtirmanin, pirolizin ve torrefekasyonun etkinliginin ve
verimliliginin karsilastirildigi ¢alismalar dogrultusunda; piroliz 6n isleminin, talaslama
ve topaklastirmadan on islemlerinden ve torrefekasyon on isleminin de, piroliz 6n
isleminden ¢ok daha etkin ve verimli sonug elde edilmesini sagladig bulgulanmistir

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

Biyoetanol tiretiminde kullanilan biyokiitleye uygulanan fizikokimyasal 6n islemler ise;
“Buhar Patlamasi (Otohidroliz)”, “Sicak Su Ekstraksiyonu”, “Amonyak Fiber Patlamasi
(Ammonia Fiber Explosion - AFEX)” ve “CO Muamelesi” kapsaminda

incelenebilmektedir.

Buhar Patlamasi (Otohidroliz) Biyoetanol iiretiminde kullanilan biyokiitleye uygulanan
fizikokimyasal On islemler icerisinde en yaygin olarak kullanilan yontemi ifade
etmektedir. Buhar patlamasi1 yontemi kapsaminda, biyokiitle yiiksek basingli doymus
buharla islemden gecirilmekte ve ardindan da basincin hizla azalmasi saglanmaktadir.
S6z konusu edilen bu siirec ise, biyokiitlenin patlayict bir dekompresyona ugramasina

neden olmaktadir (Foust vd., 2009; Bals vd., 2012).
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Buhar patlamasi genel olarak; biyokiitlenin atmosfer basincina maruz kalmasinin
ardindan birkag¢ saniye ile birka¢ dakika arasinda degisen bir siire, 160 °C ile 260 °C
arasindaki sicaklikta ya da basing degeri karsiligi olarak, 0.69 MPa ile 4.83 MPa
arasindaki basingta baglatilmaktadir. Bu kapsamda buhar patlamasi islemi ile yiiksek
sicakliga maruz birakilmasiyla, hemiseliilozun bozunmasi ve ligninin doniigiimii
saglanmaktadir. Neticesinde de bu silire¢ ile selillozun hidroliz olma potansiyeli
artirilmaktadir. S6z konusu edilen bu kapsamda da buhar patlamasi 6n islem yonteminin
islem prosesleri; islem siiresi, tane bliyiikliigl, sicaklik ya da basing ve ne igerigi gibi
parametreleri baglaminda ifade edilebilmektedir (Duff ve Murray, 1996; Dey ve
Bhaskarwar, 2021).

Hemiseliilozun optimal ¢6ziindiirme ve hidroliz iglemleri; 270 °C gibi yiiksek bir
sicaklikta ve 1 dakika gibi kisa bir iglem siiresinde ya da 190 °C gibi daha diisiik bir
sicaklikta ve 10 dakika gibi daha uzun bir islem siiresinde gergeklestirilebilmektedir
(Palve vd, 2021; Sharma vd., 2021). Konu ile ilgili ¢alismalar ise; hemiselillozun
¢Oziindiirme ve hidroliz islemlerinin daha diisiik sicaklikta ve daha uzun islem siiresinde
gerceklestirilmesinin, daha elverigli sonuglar sagladigini gostermektedir (Patil vd., 2021;
Bordoloi vd., 2021).

Buhar patlamasi 6n iglem yontemi; yiiksek oranda biyokiitle girisi saglamasi, daha diislik
enerji ihtiyac1 gerektirmesi ve kimyasal igermeyen bir siirece endeksli olmasi
dogrultusunda, bir¢cok avantaja sahip bir 6n islem yontemi olma niteligi tasimaktadir.
Bununla birlikte buhar patlamasi 6n igslem yontemi proseslerinin; 6zellikle biiyiik 6l¢ekli
projelerin uygulanmasi siirecinde, mayalarda toksik bilesikler olusmas1 ve dlgeklendirme
esnasinda teknik risk olusturabilmesi agisindan hassasiyetle degerlendirilmesi

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

Sicak Su Ekstraksiyonu: Biyoetanol iiretiminde kullanilan biyokiitleye hizli
dekompresyon yapilmasini ve herhangi bir katalizor kullanilmasini gerektirmeyen bir
hidrotermal 6n islem yontemi olarak ifade edilebilmektedir. Sicak su ekstraksiyonu
stirecinde biyokiitleye basing; suyun, 160 °C ile 240 °C arasinda degisen yiiksek bir

sicaklikta sivi  halde tutulabilmesi ve lignoselillozun yapisinda degisiklik
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olusturulabilmesi amaciyla uygulanmaktadir. Sicak su ekstraksiyonu siirecinde sicak
suyun s1v1 halde tutulmasinin amaci ise; seliilozun erisilebilirliginin artirilmasini olanakli
kilmak ve inhibitorlerin olusumunun Onlenebilmesine yonelik olarak, baslangicta
hemiseliillozun ¢6ziindiiriilmesini saglamak olarak ifade edilmektedir (Shamsuddin vd.,
2021; Shrestha vd., 2021).

SO0z konusu edilen bu kapsamda sicak su ekstraksiyonu siirecinde; kat1 seliiloz
bakimindan zengin bir fraksiyon ve hemiseliilozdan tiiretilmis sekerler agisindan zengin
stvi bir fraksiyon olmak iizere, biyokiitleden filtrelenebilir iki bulamag fraksiyonu elde
edilmektedir. Bu siiregte inhibitorlerin olusumunun 6nlenebilmesi amaciyla da, 6n islem
kapsaminda pH degerinin 4 ile 7 arasinda degisen bir diizeyde belirlenmesi s6z konusudur

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

Amonyak Fiber Patlamas1 (Ammonia Fiber Explosion — AFEX): Amonyak Fiber
Patlamas1 (Ammonia Fiber Explosion — AFEX); lignoseliilozik biyokiitleye, 60 °C ile
100 °C arasinda degisen diisiik bir sicaklikta ve belirli bir siire yiiksek basingta sivi
amonyak ile muamele edilen ve etki derecesi yiiksek olan bir fizikokimyasal 6n islem
yontemi olarak ifade edilebilmektedir. Bu kapsamda AFEX siirecinde; basincin
diisiiriilmesi ile birlikte, amonyak gazinin hizli bir sekilde genlesmesi saglanmakta ve bu
dogrultuda da biyokiitlenin liflerinin sismesi ve fiziksel bozunmasi ile seliilozun kismen

kristallesmesi olanakli kilinmaktadir (Mallakpour ve Naghdi, 2021; Ananno vd., 2021).

Konu ile ilgili caligmalar dogrultusunda; AFEX’in otsu bitkiler gibi diistik lignin igerigine
sahip olan biyokiitleler iizerinde, odun gibi yiiksek lignin igerigine sahip olan
biyokiitlelere gore daha etkili oldugu bildirilmistir (Fernandez — Ochoa vd., 2021; Rashid
vd., 2021).

Buhar patlamasi gibi 6n islemlerin, kat1 ve sivi fraksiyonlara ayrilabilen bir biyokiitle
bulamaci iretilmesini saglamalar1 s6z konusudur. Bununla birlikte AFEX ile sadece
onceden muamele edilen bir kati madde liretilmesi olanakli olabilmektedir. Bu dogrultuda

AFEX siirecinde; kati maddenin kiigiik bir boliimiiniin ¢oziinlir hale getirilmesi ve
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hemiseliiloz ile ligninden uzaklastirilmasi s6z konusu olmaktadir (Khatiwada vd., 2021;
Santana vd., 2021).

AFEX siirecinde ayrica; hemiseliilozun deasetilasyonu da gozlemlenmekte ve siirecin
ardindan, biyokiitlenin parcalanabilirligi artmakta ve bu dogrultuda enzimatik hidroliz
daha yiiksek verimle gerceklestirilebilmektedir. AFEX 6n iglemi ile yiiksek uguculugu
bulunmasina karsin, amonyak geri kazanimi olanakli olabilmektedir. Ancak amonyak
geri kazaniminin kompleks ve zor olmasi, AFEX 6n isleminin en énemli dezavantaji

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

CO2 Muamelesi: CO2 muamelesi 6n islem yontemi; CO2’nin gaz halinin kullanilmasina
dayanmakla birlikte, kritik noktanin tizerindeki sicakliklarda siviya benzer bir yogunluga
kadar sikigtirilmast ile siiperkritik akiskan olarak kullanilabilmesine dayanan bir 6n islem
yontemini ifade etmektedir. Siiperkritik CO2 (SC — CO2), genel olarak ekstraksiyon
¢oziiclisii olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte SC — COz’nin, sagladigi birgok
avantaj dolayisiyla sadece ekstraksiyon amaciyla kullanilmamasi s6z konusudur (Evans
ve Egharevba, 2021; Adetunji vd., 2021).

Sulu ¢ozeltide CO2 polimerler, hidrolizin desteklenmesini saglayan karbonik asit
olusturmasini olanakli kilmaktadir. Bununla birlikte CO> molekiilleri; biiyiiklik
acisindan su ve amonyak ile mukayese edilebilmekte ve biyokiitlenin kiiciik
gozeneklerine niifuz edebilmektedir. Neticesinde de bu siireg, yiiksek basing ile
kolaylastirilabilmektedir. CO2 muamelesi ile seliiloz ve hemiseliiloz yapisinin bozunmasi
saglanabilmekte ve siirecin sonunda, fermente edilebilir geker {retimi
gerceklestirilebilmekte ya da enzimatik 6n islem gibi 6n islemler i¢in uygun ortama

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

2.5.2 Kimyasal on islemler

Biyoetanol iiretiminde kullanilan biyokiitleye uygulanan 6n islemler kapsaminda
kimyasal 6n islemler ile biyokiitlenin molekiillerine hidrolize edilmesi ve hidroklorik asit,

stilfiirik asit ve sodyum hidroksit gibi bir asit ya da alkali ajanin eklenmesi s6z konusu
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olmaktadir. Biyoetanol iiretiminde kullanilan biyokiitleye uygulanan kimyasal o6n
islemler kapsaminda asitler, ligninin ayrigtirilabilmesi ve seliillozun enzimatik hidrolize
ugramasi amaciyla kullanilmaktadir. Biyoetanol {iiretiminde kullanilan biyokiitleye
uygulanan asit 6n isleminin ise; derisik asitlerle, seyreltik asitlerle ve zayif organik
asitlerle gerceklestirilmesi sz konusudur. Bu siirecte derisik ve seyreltik formlardaki
stlfurik asit ve hidroklorik asit gibi giiclii asitler, biyokiitlenin fraksiyonlanmasinda
kullanilmaktadir (Abraham vd., 2014; Sahoo vd., 2021).

Konu ile ilgili arastirmalar dogrultusunda; biyoetanol iiretiminde kullanilan biyokiitleye
uygulanan kimyasal 6n islemler kapsaminda alkali 6n isleminin, farkli biyokiitle besleme
stoklarinin aritilabilmesi acisindan verimli sonug elde edilmesini sagladigi bildirilmistir.
Bu temelde biyoetanol iiretiminde kullanilan biyokiitleye uygulanan kimyasal 6n islemler
kapsaminda alkali on isleminin, daha disiik sicakli ve basing olanagi saglamasi
dolayisiyla tercih edilmesi s6z konusudur. Bununla birlikte alkali 6n islemi; fermantasyon
sirasinda inhibisyon derecesini azaltmakta ve biyoetanol {iretiminde kullanilan
biyokiitleye uygulanan kimyasal diger 6n islemlere gore, maliyet avantaji saglamaktadir

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

Konu ile ilgili ¢alismalar dogrultusunda ayrica; biyoetanol iiretiminde kullanilan
biyokiitleye uygulanan kimyasal on islemler kapsaminda sodyum hidroksit (NaOH) ile
gerceklestirilen 6n islemin, seliilozik kristallikte ve polimerizasyon derecesinde azalmaya
neden olan sismeye yol a¢tig1 bildirilmistir (Yeh vd., 2016; Xiu vd., 2017; Zhang vd.,
2020).

Bununla birlikte konu ile ilgili caligmalara endeksli olarak; biyokiitlenin yiizey alanindaki
artisin, lignin ve karbonhidratlar arasindaki yapisal baglarin kirilmasmin ve lignin
yapisinin bozulmasinin, seyreltik sodyum hidroksit ile gerceklestirilen 6n islemle olanakl
olabilecegi gosterilmektedir. Bu kapsamda asit 6n islemlerinin, seliilozik hammaddelerin
doniistiiriilmesi siirecinde daha yiiksek verimlilik sagladigi ve bu dogrultuda da daha fazla
tercih edildigi belirtilmektedir. Asit 6n islemi siirecinde olusan toplam fermantasyon

seker miktarini; sicaklik, siire, substrat miktar1 ve asit konsantrasyonu kapsamindaki
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cesitli parametreler 6nemli olgiide etkilemektedir (Widodo vd., 2015; Thompson vd.,
2016; Wang vd., 2019).

Seyreltik Asit On Islemi: Biyoetanol iiretiminde kullanilan biyokiitleye uygulanan
seyreltik asit 6n islemi, biyokiitlenin seliiloz yapisinin kristalin 6zelligini bozmak olanakli
olmaktadir. Bu siirecte ise hemiseliiloz, biiyiik olgiide fermente edilebilir sekerlere
parcalanmaktadir.  Slireg  kapsaminda ayrica; fermantasyon basamagindaki
mikroorganizma metabolizmasini etkileyebilecek diizeyde ve furfural bozunum bilesigi,
hidroksimetil furfural bozunum bilesigi ve aromatik lignin bozunum bilesigi gibi

bozunum bilesikleri olusabilmektedir (Thanh vd., 2013; Sugumaran vd., 2014).

Seyreltik asit 6n iglemi; gereksinim duyulan 6n islemin siddetine endeksli olarak, bir siire
120 °C ile 200 °C arasinda degisen genis bir sicaklik araliginda
gerceklestirilebilmektedir. Bu kapsamda seyreltik asit 6n islemi, yiiksek reaksiyon hizi
ve hidroliz verimliligi saglayabilmektedir. Bununla birlikte seyreltik asit 6n islemi;
notralizasyon ve atik su aritimi gerektirmesi dolayisiyla yiiksek miktarda bozunma
iriinleri, ekipman korozyonu ve proses karmasiklig1 gibi birtakim dezavantajlara da sahip

olan bir 6n islem olma niteligi tasimaktadir (Sparrevik vd., 2014; Sobieszuk vd., 2017).

Alkali On islemi: Biyoetanol iiretiminde kullanilan biyokiitleye uygulanan alkali 6n
islemi; NaOH, KOH, Ca(OH); ve amonyak gibi ¢6zeltiler kullanilmasi dogrultusunda,
daha kisa silireye endeksli olarak yiiksek sicaklik degerlerinde ya da daha uzun siireye
endeksli olarak oda sicakliginda gergeklestirilmektedir. Alkali 6n iglemi ile biyokiitlenin
sismesinin saglanmasi, i¢ ylizey alaninin artmasiin olanakli kilinmasi ve seliiloz
kristalinitesinin azaltilmas1 ile yiizey alanina bagli olarak pargalanma Vveriminin

artirtlmas1 amag¢lanmaktadir (Ruiz vd, 2016; Powell vd., 2016).

Konu ile ilgili calismalar dogrultusunda; alkali 6n isleminin, tarimsal kalintilar gibi diisiik
lignin icerigine sahip olan biyokiitle ile daha etkin sonuglar elde edilmesini olanakli
kildig1 gosterilmistir. Bununla birlikte konu ile ilgili ¢alismalarda; alkali 6n isleminin,
agac gibi yiiksek lignin igerigine sahip olan biyokiitle ile daha az etkin sonuclar elde
edilmesine neden oldugu bildirilmistir (Ouda vd., 2016; Periyasamy vd., 2018).
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Oksidatif On Islem: Biyoetanol iiretiminde kullanilan biyokiitleye uygulanan oksidatif
on islem; seliilozun basit sekerlere doniisiimiiniin artirilabilmesine yonelik olarak, oksijen
ve hidrojen peroksit gibi oksidanlar kullanilarak lignin ve hemiseliilozun
uzaklastiritlmasini ifade etmektedir. Oksidatif 6n islem siirecinde ligninin bozunmasini
saglamaya yonelik kullanilan mekanizmalar, reaksiyon kosullarina ve kullanilan
oksidanlara bagli olarak degiskenlik gostermektedir (Mukherjee vd., 2008; Ning vd.,
2018).

Oksidatif 6n islem; ozon 6n aritiminin saglanmasina yonelik, ozon konjuge ¢ift baglara
ve yiiksek elektron yogunluguna sahip olan fonksiyonel gruplara karsi olduk¢a reaktif
etkide bulunmaktadir. Bu dogrultuda da oksidatif 6n islem ile doymamis baglarla
zenginlestirilen ligninin; aromatik asitler ve alifatik karboksilik asitler de dahil olmak
dogrultusunda, daha az molekiill agirligina sahip olan c¢oziiniir asidik bilesikler
olusturulabilmesi amaciyla ozon ile okside olma ihtimalinin artirilmasi olanakli

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

Oksidatif 6n islem; biyokiitlenin in vitro pargalanabilirliginde artis saglamakta ve diger
kimyasal 6n islemlerden farkli olarak, zehirli atiklar tiretmemektedir. Oksidatif 6n islem;
bugday samani, yesil saman, pamuk saman, kiispe, ¢cam, yer fisti1 ve kavak testeresi gibi
biyokiitlelerde, lignin ve hemiseliillozun pargalanabilmesi amaciyla kullanilabilmektedir.
Oksidatif 6n islem siirecinde genel olarak ligninin par¢alanmasi s6z konusu olmakla
birlikte, hemiseliilozun da bu siiregte az da olsa etkilenmesi saglanabilmektedir. Bununla
birlikte oksidatif 6n islemin, seliilozu etkilemesi olanakli olamamaktadir (Koutinas vd.,
2014; Liu vd., 2015).

Konu ile ilgili calismalar dogrultusunda; oksidatif 6n isleminin kullanilmasi ile ligninin
%60 oraninda uzaklastirilmasiyla, enzimatik hidroliz oraninin bes kat artirilabildigi ve
enzimatik hidroliz veriminin, %57’ye yiikseltilebildigi bildirilmistir. Konu ile ilgili
calismalar dogrultusunda ayrica; ozonoliz kavak talasinin oksidatif 6n isleme tabi
tutulmasinin ardindan enzimatik hidroliz oraninin, lignin oraminin %29°’dan %38’e

distiriilmesi ile artirildig gosterilmistir (Ji vd., 2017; Ho vd., 2018).
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Oksidatif 6n islemi, reaksiyonlarin oda sicakliginda ve normal oksidatif 6n basingla
gerceklestirilmesini saglamasi bakimindan avantajli bir 6n islem ydntemi olarak
degerlendirilmektedir. Bununla birlikte oksidatif 6n islem; yiiksek segicilige sahip
olmasina ve olumlu ¢evresel etkilerine karsin, kiitle transferi sorunlar1 ve maliyet avantaji

saglamamasi dolayisiyla On islem siirecinin biiyiikk oranda sinirlanmasina neden

olmaktadir (Garcia — Cubero vd., 2009; Hidalgo vd., 2015).

Organik Céziicii On Islemi: Biyoetanol iiretiminde kullanilan biyokiitleye uygulanan
organik ¢oziicli 6n islemi; lignin ve hemiseliilozun ¢ikartilabilmesine yonelik olarak
etanol, metanol, etilen, aseton ve glikol gibi organik ¢oziiciilerin ya da bu organik
¢oziiclilerin katalizorlii veya katalizorlii olmayan karigimlarini igeren organik ¢oziiciilerin
kullanildig1 6n islem yontemini ifade etmektedir. Bu dogrultuda organik ¢6ziicii 6n islemi

ile seliilozun yiizey alan1 ve gézenek hacmi artmaktadir (Gwak vd., 2017; Fan vd., 2017).

Organik ¢oziicii 6n islemi ile nispeten saf bir lignin ve karbonhidratlar, sirasiyla katilar
ve surup olarak izole edilebilmektedir. Bununla birlikte organik ¢oziicii 6n islemi ile yan
tirtinlerin geri kazanilmasi olanakli olabilmektedir. Bununla birlikte organik ¢6ziicti 6n
islemi; organik ¢oziiciiniin ugucu olmasi dolayisiyla, kimyasal geri kazanim sorununu
giindeme getirmektedir. Bu durum ise; organik ¢6ziicli 6n isleminin, endiistriyel 6l¢ekte
ve yaygin dl¢iide kullanilmasini engelleyen bir durum olarak degerlendirilmektedir (Zhao

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

2.5.3 Biyolojik on islemler

Biyoetanol iiretiminde kullanilan biyokiitleye uygulanan biyolojik ©n islemler;
mayalanabilir sekerlerin serbest birakilmasi amaciyla, biyokiitlenin doniistiiriilebilmesi
icin mikroorganizma ve enzimlerin kullanilmasini ifade eden bir 6n islem yontemidir
(Datta vd., 2018; Chen vd., 2018). Konu ile ilgili ¢alismalar dogrultusunda; biyoetanol
tiretiminde kullanilan biyokiitleye uygulanan biyolojik 6n islemlere endeksli olarak, bazi
mantar ve bakterilerin lignin ile baz1 hemiseliilozlar1 biyokiitleden ayirma yetenegine
sahip oldugu bildirilmistir. Konu ile ilgili ¢aligmalar dogrultusunda ayrica; lignin ile bazi

hemiseliilozlar1 biyokiitleden ayirma yetenegine sahip olan bazi mantar ve bakterilerin,
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seliiloz iizerinde ¢ok az etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Zira seliilozun biyolojik 6n
isleme tabi tutulabilmesi i¢in, biyokiitlenin diger kisimlarma gore daha fazla direng

uygulanmas gerekmektedir (Barakat vd., 2014; Chalima vd., 2017; Busi¢ vd., 2018).

Biyoetanol iiretiminde kullanilan biyokiitleye uygulanan biyolojik o6n islemler
kapsaminda biyokiitle 6n muamelesinde; kahverengi mantar, beyaz mantar ve yumusak
clirik mantarlar gibi farkli mantar tiirleri kullanilabilmektedir. Bu dogrultuda da
biyoetanol tiretiminde kullanilan biyokiitleye uygulanan biyolojik 6n islemler, proses
asamasinin tamamlanma siiresinin uzatilmasinit olanakli kilan diisiik hidroliz oram

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

Biyoetanol iiretiminde kullanilan biyokiitleye uygulanan biyolojik 6n islemler
kapsaminda; ligninin bozulmasini saglayabilen mikroorganizmalarin, biyokiitle tizerinde
bliyiimesine izin verilmekte ve bu dogrultuda da, lignin bozulma siireci
hizlandirilmaktadir. Biyoetanol {iretiminde kullanilan biyokiitleye uygulanan ana
biyolojik 6n iglemler, mantarlart ve enzimlerini igermektedir. S6z konusu edilen bu
kapsamda da biyolojik 6n islemler ile lignin hidrolizi siirecinde, hemiseliilozun ksilan ve
mannan bilesenleri 6nemli oranda giderilebilmektedir (Angosto vd., 2015; Zhu vd.,
2015).

Biyoetanol iiretiminde kullanilan biyokiitleye uygulanan ana biyolojik on islemler,
biyokiitleye uygulanan en verimli 6n islem yontemleri olarak nitelendirilmektedir. Zira
biyoetanol iiretiminde kullanilan biyokiitleye uygulanan ana biyolojik 6n islemler ile
agirlikli olarak kahverengi mantar, beyaz mantar ve ¢iiriik¢iil mantar mikroorganizmalari
kullanilarak, lignin ve hemiseliilozlar1 segici bir sekilde pargalanabilmekte ve geri kalan
katilarin ise, enzimatik sindirilebilirligi artirllmaktadir (Shuping vd., 2010; Valdez vd.,
2014).

Konu ile ilgili ¢alismalar dogrultusunda; beyaz ¢iiriik mantarlarin peroksidazlar ve
lakkazlar gibi lignin parcalayici enzimlerin {iretilmesi araciligiyla, ligninin indirgenmesi
icin en etkili mantar oldugu bildirilmistir. Zira beyaz ¢iiriik mantarlarin, lignini

pargalamasi siirecinde ¢ok etkili ve segici olmasi s6z konusudur. Bununla birlikte beyaz
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clirik mantarlarin biyolojik 6n islem siirecindeki hidroliz oraninin, endiistriyel prosesler
acisindan oldukga diisiikk oldugu goriilmektedir (Akbas ve Stark, 2016; Dos Santos vd.,
2016).

Biyoetanol iiretiminde kullanilan biyokiitleye uygulanan biyolojik 6n islemler; genel
olarak maliyet avantaji saglamakta ve digiik enerji kullanimi ile g¢evreye zarar
vermemektedir. Bununla birlikte biyoetanol tiretiminde kullanilan biyokiitleye uygulanan
biyolojik 6n islemler, biyolojik materyallerin genel olarak diistik hidroliz verimine sahip
olmas1 dezavantajin1 da beraberinde getirmektedir (Gonzales vd. 2005; ibrahim vd.,
2018).

2.6 Lignoseliilozik Materyallerin Yapisi ve Lignoseliilozik Materyallere Uygulanan
Hidroliz Yontemleri

Lignoseliilozik materyallere uygulanan hidroliz yontemleri; biyoetanol {iretiminde
kullanilan biyokiitleye uygulanan 6n islemlerin ardindan, besleme stoklarimin biyoetanol
iretebilmesi icin fermente olabilen sekerlere doniistiiriilebilmesi amaciyla
gerceklestirilen islemleri kapsamaktadir. Hidroliz islemine iliskin reaksiyon, asagida

verildigi gibidir (Shalsh vd., 2016):

(CeH100s5)n + nH20 — nCsH1206

Hidroliz igleminde; karbonhidratlarin yapisina 1 molekiil su eklenmesi ile lignoseliilozik
materyal parcalanmakta ve basit sekerlere ayristirilmaktadir. Hidroliz isleminin ardindan
selilloz ve hemiseliilloz; 5 ya da 6 karbonlu monosakkaritlere ya da basit sekerlere
dontistiiriilmektedir. Asidik hidroliz ve enzimatik hidroliz, en yaygin kullanilan hidroliz
yontemlerini ifade etmektedir. Bununla birlikte asidik hidroliz, en eski hidroliz yontemi
olarak kabul edilmektedir (Shalsh vd., 2016).
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2.6.1 Kimyasal hidroliz

Kimyasal hidroliz; “Seyreltik Asit Hidrolizi” ve “Derisik Asit Hidrolizi” kapsaminda, iKi

sekilde gerceklesebilmektedir.

Seyreltik Asit Hidrolizi: Seyreltik asit hidrolizi; diisiik asit konsantrasyonu kullanilmasi
dogrultusunda, daha yiliksek sicaklikta gergeklestirilmektedir. Lignoseliilozik
biyokiitlenin asit ile hidrolizi siirecinde; pentoz sekerlerin heksoz sekerlere oranla daha
hizli bozunmasi dolayisiyla, bazi durumlarda iki asamali bir hidroliz isleminin
gerceklestirilmesi gerekmektedir. Seyreltik asit hidrolizi, hemiselillozun hidrolize
edilmesine yonelik olarak ve birinci asama kapsaminda kullanilmaktadir (Fu ve Peiris,

2008; Zong — Wen vd., 2011).

Derisik Asit Hidrolizi: Derisik asit hidrolizi; yliksek asit konsantrasyonu kullanilmasi
dogrultusunda, daha diisiik sicaklikta gergeklestirilmektedir. Derigik asit hidrolizi; iki
asamali hidroliz islemi siirecinde, seliilozun hidrolize edilmesine yonelik olarak ve ikinci
asama kapsaminda kullanilmaktadir. Derisik asit prosesi, daha kisa siirede ve yaklasik
%90 gibi yliksek bir oranda sekere ayrigma saglamaktadir. Derisik asit ile hidroliz
isleminde ayrica; ligninin fenollere donistiiriilmesi ve oram1 ve karbonhidratlarin
karbonize olma riski, seyreltik asit hidrolizine gore daha yiiksek olmasi s6z konusudur

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

2.6.2 Enzimatik hidroliz

Enzimatik hidroliz yontemi, seliilozun hidrolizine yonelik olarak yiiksek kompleks
enzimler kullanilmasini ifade eden bir hidroliz yontemi olarak degerlendirilebilmektedir.
Enzimler; seliillozun, fermente edilebilen sekerler haline gelmesine yardimci olmakta ve
dogal olarak meydana gelen bitki proteinlerini ifade etmektedir. Enzimatik hidroliz
yontemi kapsaminda kullanilan enzimler, doniisiim verimliliginin artirma ve bu
dogrultuda da, iiretim potansiyelini gelistirme etkisine sahiptir (Senthilraja vd., 2011;
Kalhorinia vd., 2014).
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Biyolojik yaklagimlar kapsaminda; enzimatik hidroliz yontemi ve dogrudan mikrobiyal
donilisim yontemi olmak iizere, iki temel ydntemin kullanilmasi séz konusudur.
Enzimatik hidroliz yonteminde; ‘“endo—p-1,4—glukanaz”, “selobiohidrolaz” ve “p-—
glukozidazlar” kapsamindaki ii¢ tip enzim, seliiloz yikimmna yonelik yaygin olarak
kullanilmaktadir. Selilaz enziminin aktivitesi, enzim konsantrasyonuna ve kaynagina
gore belirlenmektedir. Bununla birlikte selilaz enziminin aktivitesi, reaktorlerde yiiksek
seker verimi ile sonuglanabilecek korozyon problemine neden olmamaktadir. Enzimatik
hidroliz yonteminin etkinligi; siire, sicaklik, pH degeri, substrat konsantrasyonu ve enzim
yiikkleme gibi kosullara bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Enzimatik hidroliz
yonteminin dezavantaji ise, maliyet avantaji saglamamasi olarak ifade edilmektedir (Yu

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

2.7 Fermantasyon Teknikleri

Fermantasyon teknikleri ile biyoetanol iiretiminde kullanilan biyokiitleye uygulanan 6n
islemlerden ve lignoseliilozik materyallere uygulanan hidroliz yontemlerinden elde edilen
hidrolizat bulunmaktaysa, bir seri inhibe edici materyalin uzaklastirilmasinin ardindan
fermantasyona tabi tutulmasi s6z konusudur. Bu kapsamda fermantasyon teknikleri;
fermente edilebilir nitelikteki sekerlerin, mikroorganizmalar araciligiyla son iiriin olarak
biyoetanole doniistiiriilmesini saglamaktadir (Lotze — Campen vd., 2014; Abdullah ve
Hussein, 2020).

Fermantasyon tekniklerinin uygulanmasi siirecinde ise; organik asitler gibi olasi yan
riinlerin olusumunun engellenebilmesi amaciyla, en uygun mikroorganizmanin
secilmesi 6nem arz etmektedir. Saccharomyces cerevisiae gibi mayalarin; fermantasyon
tekniklerine tabi tutulmak dogrultusunda ve birincil fermentatif sus olarak, misir bazl ve
seker bazli biyoetanol iiretiminde kullanilmasi s6z konusudur (Batog vd., 2008; Khare
vd., 2015).
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2.7.1 Ayn enzimatik hidroliz ve fermantasyon (separate hydrolysis and
fermentation — SHF)

Ayr1 Enzimatik Hidroliz ve Fermantasyon (Separate Hydrolysis and Fermentation — SHF)
Teknigi, enzimatik hidroliz ile fermantasyon iglemlerinin birbirlerinden bagimsiz
yiritildigi teknigi ifade etmektedir. Bu kapsamda SHF ile 6n isleme tabi tutulan
lignoseliilozik biyokiitlenin; birinci asama kapsaminda, enzimler araciligiyla glikoz ve
ksiloz gibi monomer birimlerine indirgenmesi ve ikinci asama kapsaminda da, sekerlerin

fermantasyonunun gergeklestirilmesi sdz konusudur (Szambelan vd., 2018).

SHF siirecinde seliilozik malzeme; Oncelikli olarak optimal kosullarda, selillaz ve
hemizeliilaz enzimleri ile indirgen sekerlere hidroliz edilmektedir. SHF siirecinde iki
asama kapsaminda ise; hidrolizatlarda bulunan sekerlerin, maya ya da diger fermantasyon
bakterileri tarafindan ve farkli ¢alisma kosullarina endeksli olarak biyoetanole
doniistiiriilmesi s6z konusudur. SHF nin en 6nemli avantaji hem enzimatik hidrolizin
hem de fermantasyonun, kendilerine 6zgii optimal kosullarda islev gérmelerinin olanakl
olabilmesi seklinde ifade edilmektedir. SHF ’nin dezavantaji ise, enzim aktivitesini inhibe
eden sekerlerin birikmesi ile biyoetanol verimliliginin diismesi kapsaminda s6z konusu

olabilmektedir (Vohra vd., 2014; Hawrot — Paw ve Stanczuk, 2023).

2.7.2 Eszamanh sakarifikasyon ve fermantasyon (Simultaneous Saccharification
and Fermentation — SSF)

Eszamanli Sakarifikasyon ve Fermantasyon (Simultaneous Saccharification and
Fermentation — SSF); enzimatik hidroliz ve fermantasyon siirecinin, lignoseliilozik
materyale ayn1 anda uygulandigi teknigi ifade etmektedir. SSF siirecinde optimal
sicakligin; fermantasyon icin kullanilacak olan mikroorganizmalara endeksli olarak
hidroliz igin 45 °C ile 50 °C arasinda degisen diizeyde ve fermantasyon iginse, 20 °C ile
40 °C arasinda degisen diizeyde olmasi gerekmektedir (VVohra vd., 2014; Arokiasamy vd.,
2016).

SSF’nin en o6nemli 6zelligi, sekerlerin hizla etanole doniistiiriilmesi ile indirgenen

sekerlerin birikiminin azaltilmasinin saglanmasi olarak ifade edilmektedir. SSF siirecinde
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seliilozun hidrolizinden ya da sakarifikasyonundan tiretilen sekerler; eszamanli olarak
etanolde fermente edildiklerinden, hidroliz ile iirlin inhibisyonu biiyilkk oranda
azaltilmaktadir. Hem enzimlerin hem de mikroorganizmalarin islem parametrelerinin
eszamanli optimizasyonuna iligkin giicliikler ise, SSF’nin dezavantaji olarak ifade
edilmektedir. Bu baglamda enzim hidrolizi i¢in seliilozik enzimlerin, en fazla 50 °C’de
calismalar1 s6z konusudur. Bununla birlikte etanol fermantasyonu igin
mikroorganizmalara en uygun kosullarin, 28 °C ile 37 °C arasinda degisen bir sicaklikta
saglanmasi olanaklidir (Vasquez vd., 2007; Vohra vd., 2014).

Seliilozun glikoza doniistiiriilebilmesi i¢in uzun siireye gereksinim duyulmasi da, SSF’nin
bir diger dezavantaji olarak ifade edilmektedir. Bu dogrultuda SSF’nin; substrat tiiriine
endeksli olarak, 3 ile 7 gilin arasinda degisen bir siire gerektirmesinden s6z
edilebilmektedir. Zira hidrolizin genel olarak, SSF siirecinde hizin smirlandirilmasina
yonelik bir etkisi bulunmaktadir (Hernandez — Salas vd., 2009; Sills ve Gossett, 2011).

2.7.3 Eszamanh Sakkarifikasyon ve Ko—Fermentasyon (Simultaneous
Saccharification and Co—Fermentation — SSCF)

Eszamanli Sakkarifikasyon ve Ko—Fermentasyon (Simultaneous Saccharification and
Co—Fermentation — SSCF); lignoseliilozik biyokiitlenin 6n islem ve hidroliz siireclerinde,
onceden salinan tiim sekerlerin metabolize edilebilmesine yonelik kullanilan bir teknigi
ifade etmektedir. SSCF siirecinde; yiiksek doniisiim saglanabilmesi ve etanol verimine
izin verilebilmesi amaciyla hem heksozlarin hem de pentozlarin en iyi sekilde metabolize
edilmesini olanakl kilan ve eszamanl fiziksel kosullarda uyum igerisinde yasayabilen
tek bir mikroorganizmanin kullanilmasi s6z konusudur (Sanchez ve Cardona, 2008;

Ghosh vd., 2018).

SSCF; maliyet avantaji saglamasi, daha kisa ¢alisma siiresi olanagi sunmasi, enzimatik
hidroliz stlirecinde daha az problem yasanmasina neden olmasi ve daha disik
kombinasyon riski dolayisiyla yaygin olarak kullanilmaktadir (Koppram vd., 2013,
Choudhary vd., 2018).
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2.7.4 Konsolide Biyoproses (Consolidated Bioprocessing — CBP) ile Fermantasyon

Konsolide Biyoproses (Consolidated Bioprocessing — CBP) ile Fermantasyon;
biyokiitlenin, etanoliin doniisiimii i¢in gereken ve On islem, hidroliz, ayirma ve
fermantasyon kapsaminda ifade edilebilen tiim reaksiyonlari tek bir biyoreaktorde
biitiinlestirmesi olarak ifade edilebilmektedir. CBP ile fermantasyon hem enzim
tiretiminin hem de fermantasyonun gergeklestirilmesini saglamasi ya da enzimlerin
iiretiminin, enzimatik hidrolizin ve fermantasyonun tek adimda gerceklestirilmesini

olanakli kilmas1 bakimindan, diger fermantasyon tekniklerinden farklilik gostermektedir

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

Enzim {iretimi i¢in herhangi bir islem maliyetine katlanilmasini gerektirmemesi ve
sekerlerin serbest birakilmasi igin tiim substratin kullanilmasi, CBP ile fermantasyonun
avantajlar1 arasinda ifade edilmektedir. Bununla birlikte enzimatik islemler ile
fermantasyon islemlerinin birbirleriyle uyumlu yiiriitiilmesinin olanakli olmasi, CBP ile
fermantasyonun bir diger avantajim ifade etmektedir. Ayni1 sekilde termofilik
mikroorganizmalar; geleneksel mayalara gore, hammaddenin bir miktarin1 dogrudan
kullanabilmeleri ve yiiksek sicakliklara dayanabilmeleri dolayisiyla belirgin bir avantaj

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

2.8 Karadut (Morus nigra L.)

Karadut (Morus nigra L.); 1liman, tropik ve subtropik iklim bolgelerinde yetismektedir.
Bununla birlikte Karadut’un (Morus nigra L.), iran ve Kafkaslardan orijinlendigi
bildirilmektedir (Datta, 2002). Dut (Morus spp.); “Urticales” takimimin, “Moraceae”
familyasi ve “Morus” cinsi kapsaminda degerlendirilmektedir. Yaygin olarak bilinen dut
(Morus spp.) tiirleri 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.” kapsaminda ifade
edilebilmektedir (Ercisli ve Orhan, 2007; Ercisli ve Orhan, 2008).
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Karadut (Morus nigra L.) meyveleri; 2 cm ile 3 cm arasinda degisen uzunluga ve
kendisine 0zgii bir renge, hafif eksi lezzete ve sulu 6zellige sahiptir. Bununla birlikte
karadut (Morus nigra L.) meyveleri genel olarak; %48 oraninda fruktoz ve %52 oraninda
glukoz olmak dogrultusunda seker ile %92 oraninda sitrik asit ve %8 oraninda malik sit
gibi organik asitlerden, fenolik astilerden ve anstosiyaninlerden olusmaktadir (Elmaci ve

Altug, 2002; Ercisli ve Orhan, 2008).

Konu ile ilgili ¢alismalar kapsaminda, karadut (Morus nigra L.) meyvelerinin bilesimi
asagida verildigi sekilde ifade edilmektedir (Zhumatov, 1996; Elmaci ve Altug, 2002;
Akbulut vd., 2006; Ercisli ve Orhan, 2007; Ercisli ve Orhan, 2008; Ozgen vd., 2009;
Imran vd., 2010; Giindogdu vd., 2011; Hepsag vd., 2012; Kara ve Ergelebi, 2013;
Koyuncu vd., 2014; Tarko vd., 2014; Sanchez — Salcedo vd., 2015):

e Karadut (Morus nigra L.) meyveleri, %12,5 ile %29,5 arasinda degisen oranda
kuru madde igermektedir.

e Karadut (Morus nigra L.) meyveleri, %0,12 ile %1,04 arasinda degisen oranda
kiil icermektedir.

e Karadut (Morus nigra L.) meyveleri, %0,9 ile %2,64 arasinda degisen oranda
protein icermektedir.

e Karadut (Morus nigra L.) meyveleri, %2,5 ile %6,79 arasinda degisen diizeyde
ham yag oranina sahiptir.

e Karadut (Morus nigra L.) meyveleri, %3,30 ile %5,65 arasinda degisen oranda
pH degerine sahiptir.

e Karadut (Morus nigra L.) meyveleri, %14,30 ile %30,80 arasinda degisen
diizeyde suda ¢oziiniirliik oranina sahiptir.

e Karadut (Morus nigra L.) meyvelerinin mineral bilesimi incelendiginde,
potasyumun (K) en baskin mineral oldugu belirlenmektedir. Karadut (Morus
nigra L.) meyvelerinin mineral bilesimi; %1,27 mg/g ile %15 mg/g arasinda
degisen oranda K, 90,40 mg/g ile %5,8 mg/g arasinda degisen oranda fosfor (P),
%0,21 mg/g ile %6,6 mg/g arasinda degisen oranda kalsiyum (Ca), %0,02 mg/g
ile %12 mg/g arasinda degisen oranda ¢inko (Zn), %0,91 mg/g ile %3,29 mg/g
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arasinda degisen oranda sodyum (Na) ve %0,37 mg/g ile %2,40 mg/g arasinda
degisen oranda magnezyum (Mg) kapsaminda ifade edilebilmektedir.

e Karadut (Morus nigra L.) meyvelerinin seker igerigi incelendiginde, glukoz ve
fruktozun baskin oldugu belirlenmektedir. Karadut (Morus nigra L.)
meyvelerinde; %6,39 mg/100g ile %7,75 mg/100g arasinda degisen oranda
glukoz ve %3,40 mg/100g ile %5,77 mg/100g arasinda degisen oranda fruktoz
bulunmaktadir.

e Karadut (Morus nigra L.) meyvelerinde, baskin ii¢ yag asit iceriginden
bulunmaktadir. Karadut (Morus nigra L.) meyvelerinin yag asidi igerigi
incelendiginde; %13,6 ile %64,41 arasinda degisen oranda linoleik asit, %11,36
ile %22,7 arasinda degisen oranda palmitik asit ve %2,33 ile %16 arasinda degisen
oranda oleik asit oldugu belirlenmektedir.

e Karadut (Morus nigra L.) meyvelerinde baskin organik asitler, malik asit ve sitrik
asit kapsaminda ifade edilebilmektedir. Karadut (Morus nigra L.) meyvelerinde,
%1,4 mg/g ile %218 mg/g arasinda degisen oranda malik asit ve %8,80 mg/g ile

%670 mg/g arasinda degisen oranda sitrik asit bulunmaktadir.

Tiirkiye’de yetistirilen dutlarin (Morus spp.); %95 oraninda Beyaz dut (Morus alba L.),
%3 oraninda Mor dut (Morus rubra L.) ve %2 oraninda da Karadutdur(Morus nigra L.) .
Tiirkiye’de 2023 yili itibariyle ise; toplam 83.240 ton karadut (Morus nigra L.) iiretilmis
ve bu tliretimin, 2430 ton diizeyindeki boliimii ihra¢ edilmistir. Tiirkiye’de 2023 yili
itibariyle, 44 iilkeye Karadut (Morus nigra L.) ihrag edilmis ve yaklasik 8 Milyon ABD
Dolar gelir elde edilmistir (Oguz, 2023).

Bununla birlikte Tiirkiye’de 2023 yili itibariyle iller bazinda karadut (Morus nigra L.)
tiretim miktarlari incelendiginde, 9.520 ton iiretim miktar1 ile Malatya’nin ilk sirada yer
aldig1 ve toplam karadut (Morus nigra L.) iiretiminin yaklasik %12’sinin Malatya’da
gerceklestirildigi belirlenmektedir. Tirkiye’de 2023 yili itibariyle iller bazinda karadut
(Morus nigra L.) iretim miktarlari incelendiginde ayrica; Malatya’nin ardindan sirasiyla
Erzincan’m, Elazig’in, Adiyaman’m, Erzurum’un, Ankara’nin ve diger illerin geldigi

goriilmektedir (Oguz, 2023).
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2.8.1 Karadutun endistride kullanim ve atiklari

Karadut (Morus nigra) genel olarak, sofralik ve kurutmalik olarak degerlendirilmektedir.
Bununla birlikte Tiirkiye’ye 6zgii olmak dogrultusunda; karaduttan (Morus nigra L.)
pekmez, sirke, sucuk ve pestil gibi birgok farkli tiriin de iiretilebilmekte ve karadut (Morus
nigra L.) farkli geleneksel tiiketim sekillerine konu edilebilmektedir. Bununla birlikte
ozellikle son donemlerde; kiiresel 6lgekte dogal tirlinlerin tiiketilmesine yonelik ilginin
artmasina endeksli olarak, karaduttan (Morus nigra L.) iiretilen alternatif ve gelencksel
tirtinlerin sadece ig¢ tiiketime konu edilmesi degil, ayn1 zamanda ihra¢ edilmesi de s6z

konusudur (Yildiz ve Yilmaz, 1999; Ercisli, 2004; Ozel¢i ve Yigit, 2022).

Tirkiye’de  karadutun (Morus nigra) degerlendirilme sekilleri gbz Oniinde
bulunduruldugunda; yaklasik %50°Sinin sofralik, %45’inin kurutmalik ve yaklasik
%>5’inin de diger sekillerde tiiketildigi belirlenmektedir. Bu hususlar da karadutun (Morus
nigra); sadece taze olarak tiiketilen bir meyve olmadigini ve farkli tiiketim sekillerine
konu edilmesi ile tiiketicilerin isteklerinin farkli sekillerde karsilanabilmesine yonelik ¢ok

yonlii bir meyve oldugunu ortaya koymaktadir (Oguz, 2023).

Konu ile ilgili ¢alismalar dogrultusunda ise; karadutun (Morus nigra), endiistriyel
kullanim baglaminda farkli alanlarda hammadde olarak kullanilabildigi belirlenmektedir.
Bu baglamda karadut (Morus nigra); eczacilik ve kozmetik endiistrisi ile birlikte, ayni
zamanda genel olarak kimya endiistrisi baglaminda da o6zellikle tercih edilmektedir

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

Karadut (Morus nigra) iiriinleri tiretilen fabrikalarin atiklarinin ve karaduta (Morus nigra)
iliskin tarimsal atiklarin ya da genel olarak atiklarin degerlendirilmesine yonelik konu ile
ilgili ¢alismalar dogrultusunda ise; karadut (Morus nigra) atiklarinin, yeni iretim
teknolojilerine konu edilebildigi ve bu teknolojiler baglamimnda hammadde olarak
kullanilabildigi gosterilmistir (Erkaleli ve Dalkilig, 2006; Vural vd., 2008; Zaki vd., 2011;
Sanchez — Salcedo vd., 2015; Minhas vd., 2016).
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Konu ile ilgili ¢alismalara endeksli olarak bu dogrultuda, sahip oldugu ozellikler
dogrultusunda karadut (Morus nigra) atiklarindan; biyoetanol iiretimi i¢in enerji kaynagi
olarak yararlanilabilmesi haricinde, aktif karbon ve kimyasal madde tiretimi siirecinde de
etkin olarak yararlanilabildigi belirlenmistir. Dolayisiyla da karadut (Morus nigra)
atiklarindan yararlanilmasi ile temiz ve yenilenebilir enerji iiretimi, atiklarin uygun bir
sekilde bertaraf edilmesinin saglanmasi ve diisiik maliyetli hammadde eldesi gibi bir¢ok
avantaj saglanabilmektedir (Minhas vd., 2016; Yuan ve Zhao, 2017; Aidynova vd., 2020;
Taherzadeh — Fini ve Fattahi, 2021).

2.9 Hanseniaspora uvarum ve Biyoetanol Eldesinde Kullanilan Diger
Mikroorganizmalar

Hanseniaspora, “apiculatus mayalar1” olarak da adlandirilmakta ve “Kloeckera” tiirlerini
icermektedir. Hanseniaspora’nin ¢ogalmasi, bipolar tomurcuklanma ile ger¢eklesmekte
ve ¢ogalma siirecinde, limon sekilli hiicreler olusmaktadir. Hanseniaspora’nin, ask
igerisinde 2 ile 3 adet arasinda degisen sporlari bulunmakta ve Hanseniaspora ile sekerler
fermente edilebilmektedir. Hanseniaspora; ozellikle incir, tiziim, karadut, domates,
turunggiller ve ¢ilek gibi meyvelerde bulunmakta ve kakao fermantasyonu siirecinde

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

“Saccharomyces” ve “Zygosaccharomyces” tiirleri ile birlikte; “Metschnikowia”,
“Candida” ve “Hanseniaspora / Kloeckera” maya tiirleri de biyoetanol eldesinde
kullanilan mikroorganizmalar arasinda degerlendirilebilmektedir (Hu vd., 2019; Bourbon
— Melo vd., 2021; Huang vd., 2022; Seixas vd., 2023). Hanseniaspora genusunda yer
alan tiirler, asagida verilen kapsamda ifade edilebilmektedir:

e Hanseniaspora valbyensis (Klocker, 1912);

e Hanseniaspora guilliermondii (Pijper, 1928);

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

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

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

e Hanseniaspora occidentalis (Smith, 1974);

e Hanseniaspora lachancei (Cadez vd., 2003);
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e Hanseniaspora clermontiae (Cadez vd., 2003);

e Hanseniaspora meyeri (Cadez vd., 2003);

e Hanseniaspora opuntiae (Cadez vd., 2003);

e Hanseniaspora pseudoguilliermondii (Cadez vd., 2006);

e Hanseniaspora nectarophila (Cadez vd., 2014);

e Hanseniaspora mollemarum (Groenewald vd., 2018);

e Hanseniaspora gamundiae (Cadez vd., 2019);

e Hanseniaspora lindneri (Klocker) (CadeZ ve Libkind, 2019);

e Hanseniaspora smithiae (Cadez vd., 2021).

Hanseniaspora uvarum, hedef hiicrenin B-1,6-Glukan reseptoriine karsi etkili olan bir
katil toksin icermektedir (Hu vd., 2019; Bourbon — Melo vd., 2021; Huang vd., 2022;
Seixas vd., 2023). “Hanseniaspora uvarum” ile ilgili gorsel, Sekil 2.12°de yer almaktadir.

Sekil 2.12 Hanseniaspora uvarum

Karadut fermantasyonuna yonelik yapilan birgok ¢aligma kapsaminda; Saccharomyces
olmayan ve 6zellikle de Hanseniaspora uvarum, Kloeckera apiculata ve Candida stellata
kapsamindaki tiirlerin fermantasyon siiresince 6nemli 6l¢lide hayatta kaldiklari, bununla
birlikte diisiik etanol toleranslart dolayisiyla fermantasyon sonunda genel olarak ayirt
edilemedikleri belirlenmistir (Pramateftaki vd., 2006; Giorello vd., 2018; Prestianni vd.,
2022).
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Konu ile ilgili ¢alismalar dogrultusunda ayrica; Saccharomyces olmayan ve
Hanseniaspora uvarum, Kloeckera apiculata ve Candida stellata kapsamindaki tiirlerin,
onemli diizeyde proteolitik aktiviteye sahip olduklari belirlenmistir. Bununla birlikte
konu ile ilgili ¢alismalar kapsaminda; Hanseniaspora uvarum, Kloeckera apiculata ve
Candida stellata kapsamindaki tiirlerin de, Saccharomyces cerevisiae gibi ihtiyag
duyulan aminoasidi salgilayabildikleri saptanmustir (Zironi vd., 1993; Wang vd., 2015;
Watcharawipas vd., 2022; Fathiah vd., 2023). Fermente karadut suyundan elde edilen
Saccharomyces cerevisiae ve Hanseniaspora uvarum izole mayalarinin da, fermantasyon
siirecinde ustiinlik sagladigi ve bu dogrultuda da, fermantasyonu devraldiklari

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

Hanseniaspora uvarum haricinde  biyoetanol eldesinde kullanilan  diger
mikroorganizmalar; “Candida”, “Cryptococcus”, “Debaryomyces”, ‘“‘Hansenula”,
“Kluyveromyces”, “Pichia”,  “Saccharomyces”, “Ustilago”, “Williopsis” ve

“Zygosaccharomyces ” kapsaminda degerlendirilebilmektedir.

Candida: Candida; ilk kez 1923 yili itibariyle tanimlanmistir ve kompozisyonel
ozelliklerine endeksli olarak, elektroforetik karyotipine gore li¢ temel grup kapsaminda
degerlendirilmektedir. Candida, “parlayan beyaz” anlamina gelmektedir ve Candida
hiicreleri, karotenoid pigment icermemektedir. Candida; tanimlandigi ilk donemler
itibariyle “Torulopsis” olarak adlandirilan “Ascomycetes imperfecti” tiirleri igerisinde
diizenlenmekteyken, zaman igerisinde anaformik ozellik gosteren Candida tiirleri
“Kluyveromyces” ve “Pichia” cinsi igerisine aktarilmistir. Bu siiregte “Saccharomycopsis
lipolytica” da, “Candida lipolytica” olarak adlandirilmaya baslanmistir (Shin vd., 2000;
Zheng vd., 2009; Whaley vd., 2017).

Baz1 Candida tiirleri; kefir, bira, kakao ve meyve sularinin fermantasyonunda rol
oynamaktadir. Candida tropicalis ise, genel olarak en sik rastlanan Candida tiirleri tiiriinii
ifade etmektedir. Diger Candida tiirleri 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)” kapsaminda
degerlendirilebilmektedir (Rajagopalan vd., 1996; Ozdemir vd., 2011; Lai vd., 2012).

Cryptococcus: Cryptococcus cinsinin tyeleri, ¢ok yonli tomurcuklanma yoluyla
cogalmakta ve artrospor olusturabilmektedir. Cryptococcus miselleri, kirmiz1 ya da
turuncu renklidir ve Cryptococcus genel olarak, bitki ve toprak ile gilek gibi kirmizi renkli
meyvelerde bulunmaktadir (Furman — Kuklinska vd., 2009; Gayretli — Aydin vd., 2023).

Debaryomyces: Debaryomyces tiirii mayalar, askospor olusturmakta ve ¢ok yonlii
tomurcuklanma ile ¢gogalmaktadir. Bununla birlikte Debaryomyces tiirii mayalar, bazen
de yalanci misel olusturmaktadirlar. Ilk tanimlandiklar1 donemler itibariyle
“Debaryomyces subglobosus” ve “Torulaspora hansenii” olarak Debaryomyces tiirleri,
zaman igerisinde “Debaryomyces hansenii” olarak adlandirilmaya baslanmistir.
Debaryomyces hansenii; gida kaynakli en 6nemli mayalar arasinda degerlendirilmektedir
ve %24 NaCl’de ve 0,65 gibi diisiik su aktivitesinde gelisebilmektedir. Bununla birlikte
Debaryomyces hansenii, 6zellikle portakal suyu konsantratlarinda bozulmalara neden
olmaktadir (Ricaurte ve Govind, 1999; Prista vd., 2007; Ramos — Moreno vd., 2019).

Hansenula: Hansenula mrakii; hiicre membraninin gegirgenligine zarar vermekte ve 4
ile 11 arasinda degisen genis bir pH araliginda ve yliksek sicaklikta stabil olma 6zelligi
gostermektedir. Bununla birlikte Hansenula mrakii, Saccharomyces cerevisiae tarafindan
tiretilen K1 toksininden daha kiigiik olma 6zelligine sahiptir. HM-I toksini; Hansenula
mrakii’den salgilanan polipeptik yapili bir toksindir ve genel olarak da DNA, RNA,
protein ve yag sentezi lizerinde etkili olmayan, ancak p—1,3-Glukan sentezini engelleyen
duyarli maya suslarinin 6lmesine neden olmaktadir (Ashida vd., 1983; Takasuka vd.,
1995).

Kluyveromyces: Kluyveromyces, askospor olusturan maya cinsini ifade etmektedir ve
yalanci misel olusturabilmektedirler. Ik tanimlandigi dénemlerde “Kluyveromyces
marxianus”; “Kluyveromyces fragilis”, “Kluyveromyces lactis”,” “Kluyveromyces
bulgaricus”, “Saccharomyces lactis” ve “Saccharomyces fragilis” olarak bilinen tiirler

kapsaminda degerlendirilmistir. Genel olarak Kluyveromyces tiirleri, b—galaktozidaz
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enzimi liretme yetenegine sahiptir ve sekerleri fermente edebilmektedirler (Atalay vd.,
2021; Qiu vd., 2023).

Kluyveromyces cinsine iliskin mayalar taksonomi kapsaminda, “Ascomycetes” siifinda
degerlendirilmekte ve “Saccharomycetes” smifinin “Saccharomycetaceae” familyasina
dahil edilmektedir. Kluyveromyces cinsi kapsamindaki mayalar, olduk¢a heterojen bir
yap1 arz etmektedir ve halihazirda 16 tiire endeksli olarak tanimlanmaktadir. Bununla
birlikte Kluyveromyces cinsi kapsamindaki mayalarin 10 tanesi; filogenetik baglamda
“Saccharomyces”, “Zygosaccharomyces”, “Arxiozyma” ve “Candida” cinsleri
icerisinde degerlendirilen maya tiirleri ile karigmis durumdadir (Silva — Santisteban vd.,
2009; Rocha vd., 2011).

Kluyveromyces cinsi kapsaminda yer alan birgok mayanin, 1990’lii yillarin baslari
itibariyle tamimlanmistir. Genel olarak da Kluyveromyces cinsi kapsaminda yer alan
mayalar; oval, kiiresel ya da uzamis hiicre fenotiplerine sahip olabilmektedirler. Bununla
birlikte Kluyveromyces cinsi kapsaminda yer alan mayalar, vejetatif olarak
tomurcuklanma ile tiretmektedirler. Diploid olan Kluyveromyces cinsi kapsaminda yer

alan mayalar ise, spor olusturabilmektedirler (Fonseca vd., 2007; Mazultti vd., 2010).

Kluyveromyces cinsi kapsaminda yer alan mayalar ile Saccharomyces cinsi kapsaminda
yer alan mayalar, genetik olarak biiyilk benzerlik gostermektedirler. Buna karsin
Kluyveromyces cinsi kapsaminda yer alan mayalar, Saccharomyces cinsi kapsaminda yer
alan mayalarin hiicrelerinden daha kiigiik yapida olabilmektedirler. Kluyveromyces
marxianus, tiire 6zgii degiskenlik gosteren ve 6 ile 12 arasinda degisen kromozom
icermektedir. Kluyveromyces marxianus var. marxianus, 10 kromozoma sahiptir ve
genom biyiikligi 14 Mb olarak belirlenmistir. Bununla birlikte Kluyveromyces
marxianus var. marxianus’un genom biiyiikligiiniin 14 Mb olmasi, Saccharomyces
cerevisiae ile arasinda anlamli bir fark olugsmasina neden olmamaktadir (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 ” kapsamindaki Kluyveromyces tiirleri, endiistriyel amaglar i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadirlar. Ozellikle de Kluyveromyces marxianus mayasinin; hizl
bliylime orani, sicakliga dayanikli olma, genis yelpazedeki seker tiirlerini asimile etme
kapasitesi, ¢ok az besine ihtiyag duyma, b-galaktosidaz, b—glukozidaz iniilinaz ve
poligalakturonaz kapsamindaki enzim 6zellikleri, aroma maddeleri iiretebilme, tek hiicre
proteinine sahip olma, biyoremediasyon ve tip uygulamalarinda kullanilabilme,
parcalayici enzimleri bulundurma ve fermantasyon ile etanol iiretiminde kullanilabilme
gibi Ozellikleri baglaminda, biyoteknolojik uygulamalarda yaygin olarak kullanilmasini
olanakli kilan bir¢ok 6zellige sahip olmasi s6z konusudur (Tovar — Castro vd., 2008;
Gupte ve Nair, 2010; Loser vd., 2015).

Kluyveromyces marxianus tirleri, 52 °C’ye kadar olan yiiksek sicakliklarda dahi
biiyiiyebilmektedirler. Bununla birlikte Kluyveromyces marxianus genel olarak; 37 °C’de
zenginlestirilmis kiiltlir ortaminda, 1 saat igerisinde yaklasik iki kati diizeyinde
biiyliyebilmektedir. Kluyveromyces marxianus; karbon kaynagi olarak glikoz, mannoz,
galaktoz, ksiloz, laktoz ve arabinoz gibi gesitli sekerleri kullanabilmektedir (Wang vd.,
2018; Zeng vd., 2024).

Pichia: Pichia; oval ve silindirik hiicrelere sahiptir ve tiirlerinin, yalanct misel ve
artrospor olusturulabilmesi soz konusudur. Pichia cinsi kapsaminda yer alan mayalarin
cogalmalari, ¢gok yonlii tomurcuklanma ile gergeklesmekte ve mayalar, sapka formunda
spor meydana getirmektedirler. Pichia cinsi kapsaminda yer alan mayalardan bazilari; il
tanimlandiklari donemler itibariyle “Williopsis” tiirleri icerisinde
degerlendirilmekteyken, yeni taksonomi igerisinde “Debaryomyces” cinsi igerisine

aktarildiklar goriillmektedir (Wang vd., 2010; Spohner vd., 2015).

Ik tanimlandig1 dénemlerde “Candida guilliermondii” olarak adlandirilan maya, zaman
igerisinde “Pichia guilliermondii” olarak ve “Candida valida ” olarak adlandirilan maya
ise, zaman igerisinde “Pichia membranaefaciens” olarak adlandirilmaya baslanmstir.
Pichia guilliermondii ve Pichia membranaefaciens; oksidatif maya olma o&zelligi
gostermekte, sivi ortamlarda yiizeyde zar tabakasi olusturmakta ve asidik gidalarda

bozulmalara neden olmaktadir (Kobayashi vd., 2000; Goodrick ve Kurtzman, 2009).
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Saccharomyces: Saccharomyces cinsi kapsaminda yer alan mayalar; askospor
tiretebilmekte ve oval, yuvarlak ve uzun hiicreler olusturmaktadirlar. Saccharomyces
cinsi kapsaminda yer alan mayalarin c¢ogalmalari; ¢ok yonlii tomurcuklanma ve
icerisinde, 1 ile 4 arasinda degisen oranda spor bulunan asklarla gerceklesmektedir.
Saccharomyces cinsi kapsaminda, endiistri agisindan biiyiik 6nem tasiyan mayalar yer
almaktadir. Saccharomyces cinsi kapsaminda yer alan mayalar; basta tiziim olmak tizere,

birgok meyve ve sebzede bulunmaktadir (Peter vd., 2018; Parapouli vd., 2020).

Saccharomyces cinsi kapsaminda yer alan mayalar; sekerleri fermente ederek, alkol ve
CO: olusturmaktadirlar. Saccharomyces cerevisiae; basta bira olmak {izere tiitsiilenmis
kuru salam, sampanya, sarap, alkol ve ekmek iiretiminde kullanilmaktadir. Ilk
tanimlandiklar1 donemler itibariyle Saccharomyces kapsaminda degerlendirilen
“Saccharomyces  bisporus” Ve  “Saccharomyces rouxii”, zaman igerisinde
“Zygosaccharomyces” igerisinde ve ilk tanimlandigi donem itibariyle Saccharomyces
kapsaminda degerlendirilen “Saccharomyces rosei” ise, “Torulaspora” cinsi igerisinde

degerlendirilmeye baglanmistir (Bojsen vd., 2014; Furuya vd., 2023).

Saccharomyces cerevisiae, gidalarda nadiren bozulmaya neden olmaktadir.
Saccharomyces bailli ise; alkolsiiz igeceklerde, meyve sularinda, sarapta, salata
soslarinda  ve mayonezde bozulma meydana getirmektedir. Bununla birlikte
Saccharomyces bailli, benzoat ve sorbat gibi kimyasal koruyuculara karsi direng
gostermektedir (Herbrecht ve Nivoix, 2005; Fadhel vd., 2018).

Saccharomyces cerevisiae; tomurcuklanarak ¢ogalmaktadir ve hiicre ¢aplar1 5 pm ile 10
um arasinda degisen yuvarlak bi¢cimli okaryotik bir maya tiiriini ifade etmektedir.
Saccharomyces cerevisiae; ¢ok eski donemlerden itibaren alkollii igecek ve ekmek
yapiminda kullanilmaya baslanmistir ve dogada birgok yerde bulunmaktadir.
Saccharomyces, mantarlar aleminin “Ascomycota” bolimiinde yer almaktadir. Bununla
birlikte Saccharomyces; okaryotik mikroorganizmalarin hiicre biyolojisinin ve genetik
bilgilerinin belirlenmesine yonelik ¢alismalarin temelinde yer almakta ve bu ¢alismalar
kapsaminda, model mikroorganizma olarak kullanilmaktadir (Edwards — Ingram vd.,
2004; Schadeweg ve Boles, 2016)
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Saccharomyces cerevisiae; hiicre dongiisiiniin arastirilmasina yonelik c¢aligmalarda,
elveriglilik arz etmesi acisindan yaygin olarak kullanilmaktadir. Zira Saccharomyces
cerevisiae hem Kkiiltiirlenmesi kolay hem de Okaryot olmasi dolayisiyla, bitki ve
hayvanlarin kompleks hiicre i¢i yapilarina sahip bir mayadir. Saccharomyces
cerevisiae’nin ya da ekmek mayasinin igerisinde; kuru madde, protein, glusidler, lipidler

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

Saccharomyces cerevisiae, en yaygin olarak kullanilan etanol iireticisi maya olma niteligi
tagimaktadir. Yiiksek etanol iretimi saglamasi ve yliksek etanol derisimlerine karsi
direngli olmasi, Saccharomyces cerevisiae’in en Onemli &zellikleri arasinda
sayilabilmektedir. Bununla birlikte spesifik biiylime oranina sahip olmasi ile yiiksek
ozmotik faaliyetleri ve yiiksek etanol tiretim hiz1 da, Saccharomyces cerevisiae’in etanol
tiretimi siirecinde siklikla tercih edilmesini saglamaktadir (Balat ve Balat, 2009; Buijs
vd., 2013).

Etanol fermantasyonu siirecinde, ¢ok genis bir aralikta maya ve bakteri
kullanilabilmektedir. Bununla birlikte Saccharomyces cinsi kapsaminda yer alan
mayalar; yiiksek etanol verimi ve gesitli sekerleri doniistiirebilme yetenekleri dolayisiyla,
etanol fermantasyonunda yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Bu dogrultuda
Saccharomyces cerevisiae gibi Saccharomyces bayanus da, interspesifik hibrit olma
niteligi tasimaktadir. Saccharomyces bayanus ile birlikte Saccharomyces pastorianus da;
Saccharomyces cerevisiae gibi, 6zellikle alkollii igecek endiistrisi basta olmak {izere,
genel olarak endiistriyel tretimde siklikla tercih edilmektedir (Viana vd., 2008; Viana
vd., 2011; Vicky vd., 2023).

Ustilago: Ustilago cinsi kapsaminda yer alan mayalar ve dzellikle de Ustilago maydis ile
suslar, katil toksin iiretmektedirler. Ilk tanimlandigi dénemler itibariyle Ustilago
maydis’in, “Totiviridae” kapsaminda smiflandirilmasi s6z konusudur. Ustilago cinsi
kapsaminda yer alan mayalarin bazi segmentleri, gizli polipeptitlerde kodlanmistir.
Bununla birlikte Ustilago cinsi kapsaminda yer alan mayalar; genel olarak
Saccharomyces cerevisiae mayasi ile benzerlik gostermelerine karsin, daha iyi genomik
cesitlilik ortaya koymaktadirlar (Basse ve Farfsing 2006; Djamei vd., 2023).
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Williopsis: Williopsis cinsi kapsaminda yer alan “Williopsis mraaki” ve “Williopsis
saturnus”’ maya tiirleri, kromozomal gen temelinde kodlanmis mayalardir. Bununla
birlikte Williopsis saturnus ve Williopsis mraaki, toksin genine sahip mayalar olma
niteligi tasimaktadir. Williopsis cinsi kapsaminda yer alan tiir ve suslar ve 6zellikle de
“Williopsis saturnus var. saturnus” ve “Williopsis mraaki var. mraaki”, meyve
hastaliklarinin biyolojik kontroliinde de kullanilabilmektedir (Yilmaztekin vd., 2008;
Yilmaztekin vd., 2009).

Zygosaccharomyces: Zygosaccharomyces, ozmofilik bir maya cinsi olma niteligi
tasimaktadir  ve  sekerlerin  fermente  edilebilmesinde  kullanilmaktadirlar.
Zygosaccharomyces rouxii, Zygosaccharomyces cinsi kapsaminda yer alan en onemli
maya tiirii olarak degerlendirilmektedir. Bununla birlikte Zygosaccharomyces rouxii;
0,62 gibi oldukga diisiik bir su aktivitesinde gelisebilmesi dolayisiyla, Xeromyces
bisporus’un ardindan diisiik su aktivitesi gelisebilen ikinci mikroorganizma olarak da

ayrica onemli kabul edilmektedir (Torriani vd., 2011; Peter, 2022).

2.10 Literatiir Ozeti

Konu ile ilgili literatiir incelendiginde; farkli lignoseliilozik maddelerden biyoetanol
tiretimi kapsaminda literatiirde, bir¢ok ¢alismanin yer aldigi belirlenmektedir. Bununla
birlikte konu ile ilgili literatiir incelendiginde; literatiirde, karadut posasindan biyoetanol
tretimi ile ilgili calisma yer almadigi belirlenmektedir. Bu cer¢evede de calisma
kapsaminda, konu ile ilgili literatiirde yer alan ve farkli biyokiitle kaynaklarindan

biyoetanol iiretilmesi ile ilgili gerceklestirilen ¢calismalarin bir boliimii ele alinmaktadir.

Rodriguez vd. (2010) tarafindan gerceklestirilen ¢alisma kapsaminda; {iziim ve seker
pancar1 posalarindan, kati hal fermantasyonu ile biyoetanol iiretimi amaglanmistir.
Calismalar1 dogrultusunda Rodriguez vd. (2010); kat1 hal fermantasyonu araciligiyla,
lizim ve seker pancar1 posalarindan biyoetanol {iretmislerdir. Calismalar1 dogrultusunda
Rodriguez vd. (2010); iiziim ve seker pancari posasini substrat olarak kullanmislar ve
Saccharomyces cerevisiae ile SFF fermantasyon teknigini kullanarak biyoetanol tiretimi

gerceklestirmiglerdir. Rodriguez vd. (2010) tarafindan ¢alismada kullanilan kiiltiir
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ortamiin baslangic pH degeri, 4,5 olarak belirlenmistir. Caligmalar1 sonucunda
Rodriguez vd. (2010); SFF ile en yiiksek verimin alindig: siirenin 48 saat oldugunu ve bu

siirenin ardindan ise, %82’den fazla teorik verim degerine ulasildigin1 bulgulamislardir.

Kocoglu — Soydan (2012) tarafindan gerceklestirilen ¢alisma kapsaminda; bugday
saplarinin biyoetanol iiretimi siirecinde, asit hidrolizin ve enzimatik hidrolizin etkisinin
incelenmesi amaglanmistir. Calismasi dogrultusunda Kogoglu — Soydan (2012); bugday
saplarini substrat kaynagi1 olarak kullanmis ve bugday saplar1 oncelikli olarak, yiiksek
sicaklikta buhar basinci ve asidik 6n hidrolize tabi tutarak, ardindan enzimatik hidrolizle
monomer sekerlere pargalanmistir. Kogoglu — Soydan (2012); olusan seker igerikli sivinin
icerisinde Saccharomycess cerevisiae maya hiicreleri ekleyerek, etanol fermantasyonu
gerceklestirmistir.  Bu  dogrultuda da Kogoglu — Soydan (2012); %1 asit
konsantrasyonunun, enzim aktivitesi ve etanol Ttretimi icin optimum oldugunu
belirlemistir. Calisma kapsaminda Kogoglu — Soydan (2012) tarafindan ayrica, iretilen
glikoz miktar1 4 4 g/I’den 16 g/I’ye ¢ikartilmis ve etanol iiretiminin teorik veriminin,

yaklasik %20 diizeyinde artirildig1 belirlenmistir.

Karagoz (2013) tarafindan gergeklestirilen ¢alisma kapsaminda; lignoseliilozik atiklarin
ko—fermantasyonla biyoetanole doniistiiriilmesi siirecinde, on aritim ve fermantasyon
proseslerinin incelenmesi ve 1iyilestirilmesi amaglanmistir. Calismasi kapsaminda
Karag6z (2013); bugday ve kanola saplarindan biyoetanol iiretimini incelemis ve kesikli,
stirekli ve serbest immobilize hiicreleri ile gergeklestirilen farkli fermantasyon prosesleri
kullanmistir. Calismasinda Karagoz (2013); seyreltik asit on aritimi i¢in en uygun sartlar
altinda aritilan biyokiitleden, %12.95 (gr/gr atik) oraninda etanol {iretimi
gerceklestirmistir. Karagoz (2013); alkali peroksit aritimina tabi tutulan bugday saplari
icin, en yiiksek etanol iiretim verimini %18,23 olarak bulgulamistir. Karagéz (2013)
tarafindan ayrica; alkali peroksit arittm metodu ile aritilan kanola saplarmmin ko—

fermantasyonu sonrasinda, %11,66 oraninda etanol iiretimi gerceklestirmistir.

Donmez (2014) tarafindan gergeklestirilen ¢alisma kapsaminda, yer fistigi kabugundan
biyoetanol eldesi amaglanmistir. Calismasit kapsaminda Donmez (2014); yer fistigi

kabugunu kat1 6giitiiciide fiziksel 6n islemden gegirmis ve H2SO4 asit ¢ozeltisinin %0,5
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(v/v) ile %3 (v/v) arasinda degisen oranlarina endeksli olarak, hidrolize etmistir. Elde
ettigi hidrolizatta Donmez (2014); Saccharomyces cerevisiae mayasi ile fermantasyon
stirecini gergeklestirerek biyoetanol liretmistir. Bu siirecte Donmez (2014); fermantasyon
ortamina CaO ekleyerek, maya gelisimini etkileyecek toksik bilesiklerin olumsuz etkisini
azaltmistir. Donmez (2014) tarafindan ayrica; %4 yer fistig1 kabugu igeren hidrolizatta,
CaO ilavesi ile 7,384 g/L seker tiiketilerek 2,352 g/L biyoetanol elde etmistir. Donmez
(2014) calismasinda; en uygun hidroliz kosulu, %1 (v/v) derisimi olarak belirlemistir.
Neticesinde de ¢alismas1 Donmez (2014); s6z konusu edilen kosullara endeksli olarak,
%8 (w/v) yer fistig1 kabugu igeren besiyerine ilave katkilar ve CaO miidahalesinin
ardindan, 8,632 g/L seker harcamak dogrultusunda ve %16 ile %18 arasinda degisen bir
artis ile 2,582 g/L elde etmistir.

Corbin vd. (2015) tarafindan gergeklestirilen ¢alisma kapsaminda; karbonhidrat kaynagi
olarak tiizlim posast kullanilarak, biyoetanol {iretimi amaglanmistir. Caligsmalari
dogrultusunda Corbin vd. (2015) iiziim posasini substrat olarak kullanarak; kuru agirlik
bazinda {liziim posasinin agirlikca %31 ile %54 arasinda degisen oranda karbonhidrattan
olustugunu ve bu oranmin ise, %47 ile %80 arasinda degisen oranda sulu ortamda
¢Oziindiiglinii bildirmiglerdir. Calismalar1 dogrultusunda Corbin vd. (2015) ayrica; 0,5 M
stlfiirik asit on islemleri ile enzimatik sakkarifikasyon sonrasinda, serbest birakilmis
glikoz miktarinda %10 oraninda artis saglamiglardir. Corbin vd. (2015) tarafindan
gerceklestirilen calisma ile iizim posasinin fermantasyonuna endeksli olarak

tiretilebilecek teorik biyoetanol miktari, 400 L/ton diizeyine kadar ¢ikartilmistir.

Dolgun (2016) tarafindan gergeklestirilen ¢alisma kapsaminda; dalli dar1 bitkisinden
(Panicum virgatum L.) biyoetanol iiretiminde, seyreltik asit ve kire¢ 6n uygulamalarinin
optimizasyonu ve bazi genotiplerin biyoetanol verimliliklerinin belirlenmesi
amaclanmistir. Caligmasi kapsaminda Dolgun (2016); dalli dart bitkisini (Panicum
virgatum L.) substrat kaynagi olarak kullanmak dogrultusunda, biyoetanol {iretimi i¢in
seyreltik asit ve kire¢ 6n uygulamalar1 ile optimizasyon ¢alismalart yapmistir. Caligmasi
kapsaminda Dolgun (2016) ayrica; 3 farkli enzim (Novozymes Cellic CTec2) kullanmak
dogrultusunda, 7 giin siire ile hidroliz islemi ger¢eklestirmis ve optimum siire ile optimum

enzim konsantrasyonunu belirlemistir.  Dolgun (2016) tarafindan gergeklestirilen
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fermantasyon optimizasyon ¢alismalart sonucunda; Saccharomyces cerevisiae ile 25 °C
ve 30 °C kapsamindaki iki farkli sicaklik degerine endeksli olarak, ile 4 gL—1 maya
ekstrakti, ilaveli ve ilavesiz olmak iizere toplam dort farkli kosul baglaminda denemeler
gerceklestirilmistir. Calismast dogrultusunda Dolgun (2016); en yiiksek etanol verimini,
0.0966 g etanol/g dall1 dar1 (Panicum virgatum L.) olarak belirlemistir.

Bahry vd. (2017) tarafindan gergeklestirilen ¢alisma kapsaminda; kegiboynuzu atiklarinin
degerlendirilebilmesine yonelik olarak, ikinci nesil biyoetanol iiretim siirecinin
incelenmesi amaglanmistir. Calismalar1 dogrultusunda Bahry vd. (2017); kegiboynuzu
kat1 atiklarini substrat olarak tercih etmelerine endeksli olarak, Saccharomyces cerevisiae
ile derin (SF) ve kati hal fermantasyonu (SFF) avantajlarini ve dezavantajlarini
karsilastirmiglardir. Calismalart sonucunda Bahry vd. (2017); kegiboynuzu atiklarinin,
ikinci nesil biyoetanol iiretimi agisindan énemli bir hammadde kaynagi olusturdugunu
belirlemisglerdir. Bununla birlikte Bahry vd. (2017); Saccharomyces cerevisiae
kullanilmasi ile SF ve SFF islemlerinin karsilastirilmasina endeksli olarak, 0.458 g

etanol/g seker tiiketimi ile daha yiiksek verimlilik elde edilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

Calisma kapsaminda kullanilan karadut posasi, Dutland Co. tarafindan saglanmis ve 70
°C’de kurutulmustur. Kurutulmus karadut posalari; MP laboratuvar degirmeninde, 0,24

cm pargacik boyutunda 6giitiilmiistiir (MiproLab / Ankara).

3.1.1 Karadut posasi

Etanol iiretiminde hammadde konsantrasyonunun optimizasyonu, 6nemli bir basamaktir.
Optimum konsantrasyon seviyelerinin iizerine ¢ikildiginda, yiiksek seker miktar
kaynakli osmotik stres ya da fermantasyonu baskilayabilecek inhibitor bilesiklerin varlig
gibi sorunlarla karsilasilabilmektedir. Bununla birlikte optimal degerlerin altinda kalan
konsantrasyonlarda, yetersiz seker miktar1 nedeniyle etanol verimi diisebilmektedir. Bu
baglamda da c¢alismanin ilgili boliimiinde; karadut posalar1 kullanilarak, etanol {iretimi

icin en uygun baglangic hammadde konsantrasyonunun belirlenmistir.

Baslangi¢ karadut posasi miktarinin artirildigi ¢alismalarda; 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 °C sicaklikta ve 15 dakika otoklavlama 6n islemine tabi tutulmustur. Karadut
posalar1 %1 H2SOg ile 121 °C sicaklikta ve 15 dakika 6n igleme tabi tutulmalari sonucu;
segili izolat i¢in hazirlanan besiyerinde 50 g/L baslangi¢ biyokiitle konsantrasyonunda
28.01 g/L ve 100 g/L baslangi¢ biyokiitle konsantrasyonunda 39.7 g/L ve 150 g/L’de ise,
55.70 g/L heksoz seker saptanmustir.

3.1.2 Hanseniaspora uvarum

Mayalar1 izole etmek ic¢in, Ankara’daki yerel pazarlarin gida atiklarindan Ornekler
toplanmustir. Toplanan 6rnekler seri olarak seyreltilerek; 1000 IU/mL penisilin G igeren
Potato Dextrose Agar (PDA) Petri kaplarina, 6ze yardimai ile tek koloni elde etmek amaci

ile ekim yapilmistir. Kaplar; maya kolonilerinin optimum biiyiime kosullarini saglamak
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tizere, 30+1 °C’de ve 7 giin siiresince inkiibe edilmistir. PDA ortaminda gelisen tek maya
kolonileri; saflik elde etmek ve kontaminasyon riskini minimize etmek amaciyla, ¢izgi

yontemi ile tekrar tekrar saflastirilmis ve daha sonra 4 °C’de saklanarak korunmustur.

3.2 Yontem

3.2.1 Karadut atigimin 6zelliklerinin belirlenmesi

Calisma kapsaminda karadut atiginin 6zelliklerinin belirlenmesine yonelik olarak, su
tutma kapasitesinin dl¢iilmesi ve lignin, seliiloz ve hemiseliiloz oraninin belirlenmesi s6z

konusudur.

3.2.1.1 Su tutma kapasitesinin 6l¢iilmesi

Su tutma kapasitesi tekrar deneyleri ile hesaplanmistir. Deneyden 6nce bos tiiplerin
agirliklar kaydedildi; 500 mg kurutulmus KP, 15 mL'lik Falcon tiiplerine aktarmistir ve
numunelerin agirliklart kaydedildi; numunelere 3 mL distile su eklendi; elde edilen
slispansiyonlarin ¢okmesi i¢in 10 dakika beklendi ve karisim vortekslenerek 50 °C’de 1

saat inkiibe edilmistir. Soguduktan sonra tiiplerin agirliklari tekrar 6l¢iilmistiir.

3.2.1.2 Lignin, seliiloz ve hemiseliiloz oraninin belirlenmesi

Karadut posasi bilesimlerinin analizleri, asagida verilen kapsamda gerceklestirilmistir.

Ekstraktif Madde Analizi: Analizlerde kullanilacak olan 6rnekten 12 g alinarak tartilmis
ve 150 mL aseton iizerine eklenmistir. Elde edilen karisim, 3 saat stire ile karistirilip
kaynatilmis ve ekstrakt elde edilmistir. Bu siirecin ardindan; agirlig1 belirlenen siizgeg
kagidi yardim ile siiziilerek elde edilen kalinti, 80 °C sicakliga sahip etiivde sabit tartima
erisilene dek kurutulmustur. Son asamada ise, sogutularak tekrar tartilan eldenin

ekstraktif madde miktarlar1 hesaplanmistir (Liu vd., 2004a; Liu vd., 2004b).
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Hemiseliiloz Analizi: Hemiseliilloz analizi kapsaminda; ekstraksiyon madde analizine
yonelik islem siirecinin ardindan geriye kalan kalintidan 6rnek alinarak, tizerine 150 mL,
0,5 M NaOH ¢ozeltisi ilave edilmistir. Hazirlanan karisim tekrar sogutucu altina alinarak,
3,5 saat siire ile karistirllmistir. Ardindan siizgec¢ kagidi ile siiziilmelerinin sonrasinda,
notral pH degerine ulasana dek su ile yikanmistir. Yikama igleminin ardindan ise, etlive
birakilmig ve sabit tartima gelmesi amaciyla kurumasi saglanmistir. Etiivden alinan

ornek, desikatorde sogutularak tartilmis ve hemiselilloz miktarlar1 hesaplanmistir (Liu
vd., 2004a; Liu vd., 2004b).

Lignin Analizi: Lignin analizi kapsaminda; ekstraksiyon analizine yonelik
gerceklestirilen islem siirecinin ardindan kalan kalinti, sabit tartima erisilene dek
kurutulmus ve kurutulan 6rnekten 1 g tartilarak, iizerine %72 (v/v)’lik 30 mL H2SOq4
¢ozeltisi eklenmistir. Hazirlanan karisim, 14 °C sicaklikta 14 saat siireyle bekletilmistir.
Bu islemin ardindan; 300 mL saf su, numune iizerine ilave edilerek sogutucu altinda 1
saat kaynatilmistir. Kaynatilan karisim; stizge¢ kagidinda kurutulmasinin ardindan, siilfat
iyonu bitene dek saf su ile yikanmistir. Geriye kalan kalint1 ise; etiivde kurutulup sabit

tartima erismesi sonrasinda, desikatorde sogutularak tartilmis ve lignin miktar

belirlenmistir (Liu vd., 2004a; Liu vd., 2004b).
Seliiloz Analizi: Selilloz analizi kapsaminda; seliiloz miktarmin belirlenebilmesine
yonelik olarak, analizleri gergeklestirilmis lignin, hemiseliilloz ve ekstraktif madde

yiizdeleri toplanmis ve 100’den ¢ikartilarak hesaplanmistir (Liu vd., 2004a; Liu vd.,
2004Db).

3.2.2 Karadut posasina uygulanan 6n islemler

Karadut posasina uygulanan 6n islemler, 6glitme ve asidik hidroliz ve optimizasyon

gergeklestirilmistir.
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3.2.2.1 Ogiitme

Daha oOncesinde kurutma prosediirii uygulanan karadut posalari, KP laboratuvar
degirmeninde 0,24 cm pargacik boyutunda 6giitiilmiistiir. Ogiitiilen 6rnekler, 100 meshlik
eleklerde elenmis ve elenen fraksiyonlar, ¢alisma siirecinde kullanilmasi amaciyla agzi

kapakl1 ve sizdirmaz kaplarda muhafaza edilmistir.

3.2.2.2 Asidik hidroliz ve optimizasyon

Karadut posasinin asidik hidrolizi i¢in seyreltik H2SO4 analiz yontemi kullanilmistir.
Karadut posasidan fermantasyonunla alkol iiretilmesi amaciyla; hammaddenin indirgen
sekere doniistiiriilebilmesi i¢in, deneysel parametreler Design Expert Programi ve Cevap
Yiizey Yontemi (CYY — Response Surface Methodology — RSM) kullanilarak optimize

edilmistir.

3.2.3 Etanojenik mayalarin izolasyonu ve taranmasi

Toplanan ornekler seri olarak seyreltilerek; 1000 IU/mL penisilin G igeren Potato
Dextrose Agar (PDA) Petri kaplarina, 6ze yardimi ile tek koloni elde etmek amac ile
ekim yapilmistir. Kaplar; maya kolonilerinin optimum biiyiime kosullarin1 saglamak
izere, 30+1 °C’de ve 7 giin siiresince inkiibe edilmistir. PDA ortaminda gelisen tek maya
kolonileri; saflik elde etmek ve kontaminasyon riskini minimize etmek amaciyla, ¢izgi

yontemi ile tekrar tekrar saflastirilmis ve daha sonra 4 °C’de saklanarak korunmustur.

3.2.4 Tiir tayini

Tiir tayini i¢in dis bir laboratuvardan per cihaz ile dizileme hizmeti alinmistir. izolatlarin
katlanarak biiyliyen kiiltir oOrnekleri, dahili kopyalanmis aralayicilar (Internal
Transcribed Spacers — ITS) i¢in kullanilmaktadir. Maya suslarinin hizli tespit
edilebilmesi ve tanimlanabilmesi amaciyla, ITS1 — ITS4 primerleri kullanilmistir. DNA

izolasyonu amaciyla da, “EurX GeneMATRIX Bakteriyel & Maya DNA Kiti (Polonya)”
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kullanilmistir. DNA saflik ve konsantrasyonu ise, “Thermo Scientific Nanodrop 2000
(Massachusetts / ABD)” ile kontrol edilmistir. ITS bolgeleri; ITS1 (5’
TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’) ve ITS4 (5’TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) ile
giiclendirilmistir (Glass ve Donaldson, 1995).

PCR; ilk denatiirasyon (1 dakika boyunca 94 °C), denatiirasyon ile birlikte 40 dongiiyle
(45 saniye boyunca 95 °C), tavlama (45 saniye boyunca 57 °C) ve uzatma (60 saniye
boyunca 72 °C) adimlarina endeksli gergeklestirilmistir. Son uzatma ise, 5 dakika
boyunca 72 °C’de gergeklestirilmistir. PCR sonrasinda numuneler alinmis ve 1X TAE ile
agaroz jel elektroforezinde ayrilmistir. 100 V’de 90 dakika tamponlama yapilmis ve daha

sonra 100 V’de etidyum bromiirlii UV lambasi esliginde izlenmistir.

PCR iiriinii, MAGBIO “HighPrep™ PCR Temizleme Sistemi” (AC — 60005) ile
saflastirilmistir. DNA, ABI 3730XL’de (Applied Biosystems, Foster City, CA) BigDye
Terminator v3.1 Cycle ile (Applied Biosystems, Foster City, CA) siralama Kkiti ile
dizilmistir. Bu siiregte, dis laboratuvar destegi alinmistir (BM Lab., Ankara).

3.2.5 Hanseniaspora uvarum’un seker tiiketim profilinin karakterizasyonu

Ksiloz ve glikoz tiiketim profillerini belirlemek amaciyla; Hanseniaspora uvarum’un iki
farkli sentetik besiyeri, sadece maya ekstrakti, pepton ve ksiloz (YPX) ya sadece maya
karbon kaynagi olarak ekstrakt, pepton ve glikoz (YPD) kullanilmistir (YPX 3 g/L maya
ekstrakti, 5 g/L pepton ve 20 g/L ksiloz / YPD 3 g/L maya ekstrakti, 5 g/L pepton ve 20
g/L glikoz). Ayrica 6n asilama YPD ortaminda hazirlanmis ve 24 saat boyunca
stirdiiriilmistiir. Sicaklik, 30 °C’ye ayarlanmis ve karistirma hizi, 100 devir/dakika olarak
belirlenmistir. Inokulum hacmi %35 (v/v) olarak belirlenmis ve tiim deneyler, ii¢lii

kopyalarla gerceklestirilmistir.
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3.2.6 Fermantasyon

Fermantasyon islemi dncesinde hazirlanan fermantasyon ortam sivisi, 50 ml hidrolizat
ornegi i¢in hazirlanmistir. Kiiltiir boyunca belirli siirelere endeksli olarak alinan
numuneler; seker ve alkol miktarlarinin belirlenebilmesi amaciyla, seker ve alkol

analizlerine tabi tutulmustur.

3.2.7 Analiz yontemleri

Etanol konsantrasyonlar1 (GC2010 / Shimadzu / Japonya) belirlenebilmesi amaciyla, gaz
kromatografisi (gas chromatography — GC) kullanilmistir. Analiz 6ncesinde; 1,5 mL’lik
bir numune, 11.200 g ve 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir (Hettich / Universal 320R
/ Almanya). Supernatant, 0,22 um’lik membran filtresinden siiziilmiis ve 1 pL numune,
sistem {izerinden split modla enjekte edilerek, boliinme orani 1/100 olarak ayarlanmistir.
Restek Rtx—Mum kolonu (60 m uzunluk ve 0,25 mm i¢ ¢ap) ve alev iyonizasyon

dedektort (flame ionization detector — FID), tiriin tespiti i¢in kullanilmistir.

Enjeksiyon portu sicakligi 140 °C ve dedektor sicakligi 160 °C olarak ayarlanmustir. 50
°C olan baslangig¢ kolon sicakligi, 19 dakika igerisinde 150 °C’ye ¢ikartilmistir (Wistara
vd., 2016). Ornekler, 30 dakika boyunca analiz edilmis ve toplam indirgeyici seker, DNS
yontemi ile belirlenmistir. Deneylerden once numunelerin diliisyonlar1 yapilmis ve
gereksinim duyulmasi durumunda, saf su kullanilmistir. Bu siiregte 3 mL DNS reaktifi
1,5 mL numuneye ilave edilmis ve karisim, 5 dakika boyunca kaynatilmistir (Miller,
1959).

Mikrobiyal biiylimenin 6l¢iimii i¢in, Hanseniaspora uvarum bulaniklik diizeyi 6l¢iilerek

konsantrasyon belirlenmistir (Aksu ve Dénmez, 2000).

Etanol iiretkenligi (Qp) Roca ve Olsson (2013)‘e gore asagidaki denklem kullanilarak

hesaplanmistir.

Maksimum Etanol(g/L)

Etanol Uretkenligi (Qp) = -
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Verilen denklemde —Maksimum Etanol (g/L) ifadesi belirli bir zamanda elde edilen maksimum

etanol miktarini, —t ise zamani ifade etmektedir.

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

Maksimum Etanol(g/L)
Kullanilan Indirgen Seker (g/L)

Etanol Verimi( Y ps)glg =

Kinetik parametrelerde kullanilan denklemler Maksimum teorik etanol verimi asagidaki denklem
kullanilarak hesaplanmistir (Kim ve Lee 2007).
Etanol (g/L)

Maksimum Teorik Etanol Verimi = - x 100
Baslangig Sekeri (g/L)x 0.511

KP’nin seliiloz konsantrasyonu, ISO Protokolii’ne (ISO 5498 — 1981) gore belirlenmistir.
Seliiloz tayini i¢in, “Diizen Norwest (Ankara)” laboratuvarindan dis laboratuvar destegi
alimmustir. Su tutma kapasitesi ise, tekrarlar halinde hesaplanmistir. Deneyden 6nce bos
tiiplerin agirliklart kaydedilmis ve 500 mg kurutulmus KP, 15 mL’lik Falcon tiiplerine
aktarilarak, orneklerin agirliklar1 belirlenmistir. Numunelere, 3 mL damitilmis su ilave
edilmis ve elde edilen siispansiyonlarin 10 dakika boyunca oturmasina izin verilmistir.
Karisim vortekslenmis ve 50°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Karisim, sogumasinin

ardindan tiipler tartilmistir (Petravi¢ — Tominac vd., 2011).

3.2.8 Hanseniaspora uvarum’un gelisiminin belirlenmesi

Mikrobiyal gelisimin Sl¢iilmesi amac ile; KP’nin seyreltik asitle 6n isleminden sonra,
elde edilen hidrolizatta mevcut olan ¢esitli fermente edilebilir sekerleri
kullanabilmektedir. Calismanin amaci dogrultusunda; 50 g/L KP, 121°C’de ve 15 dakika
boyunca %1 H,SOs ile 6n isleme tabi tutulmustur. Bu siiregte 16 farkli maya izolat
taranmis ve fermantasyon siirecinde biyoetanol iiretim yeteneginin gelistirilmesine

yonelik olarak besiyerleri hazirlanmistir.
Mayalarin biyoetanol dretiminin, 4,95 gr/L ve 8,22 gr/L arasinda degistigi

belirlenmektedir. Ayrica izolatlarin OD600 degerlerinin 1,53 ile 3,68 arasinda oldugu

gozlenmistir.
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3.2.9 Seker konsantrasyonunun belirlenmesi

Seker tayininden once besiyerlerinden alinan 3 mL 6rnek 6000 rpm.‘de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Nar kabuklarinin seker tiplendirilmesinde Yiiksek Performansli SiviKromotografisi
(HPLC/Shimadzu) cihazi kullanilmigtir. Analizler 6ncesinde ornekler seyreltilerek HPLC
viallerine 0.45 um por ¢apindaki membran filtrelerden siiziilerek alinmustir. Yiriitici faz
olarak saf su kullanilmistir. Orneklerin okunmasi i¢in Refractive Index Dedector (RID) ve
BioRad Aminex HPX-87-P kolondan yararlanilmigtir. Toplam akiS hiz1 0.6 mL/dakika ve
kolon sicakligi ise 80 °C olarak ayarlanmustir (Saha vd. 2019). HPLC deneylerinde kullanilan

yiriitiicii faz vakum pompasindan gegirilerek sterilize edilmistir.

Toplam indirgen seker igerigi dinitro salisilik asit (DNS) yontemi ile (Miller vd. 1959)
spektrofotometrede (Shimadzu) 540 nm. dalga boyunda belirlenmistir. Standart seker
¢ozeltisinin hazirlanmasinda bes karbonlu seker standarti olarak ksiloz, alti karbonlu seker
standart1 olarak ise glukoz kullanilmustir. S. cerevisiae ve K. marxianus igin alt1 karbonlu, P.

stipitis icin ise bes karbonlu seker standartindan faydalanilmistir.

3.2.10 Etanol konsantrasyonunun belirlenmesi

Lignoseliiloz, kiiresel olcekte en fazla bulunan hammaddeyi ifade etmektedir. Bu
dogrultuda da lignoseliilozik hammadde igeren biyokiitleden biyoetanol iiretilmesi, bir
anlamda zorunluluk arz etmektedir. Lignoseliilozik malzemeler, yiyecek ve igecek
endiistrilerinin ucuz ve bol miktarda bulunan bir yan tiriinii ifade etmektedir. Her seyden
once; meyve suyu ekstraksiyonundan sonra, meyve posalarindan fermente edilebilir seker

ortaya ¢cikmaktadir.

Calisma kapsaminda da bu dogrultuda; diisiik su tutma kapasitesi ve diisiik asetik, formik
asit ve 5-hidroksimetilfurfural (HMF) konsantrasyonlari, seyreltik asit n islemine tabi
tutulmustur. Calisma kapsaminda kullanilan hammaddenin su tutma kapasitesi (water —

holding capacity — WHC), 6,85 g su/g kuru agirlik (%14,6) olarak belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Maya izolasyonu ve Secimi

Bu tezin amaglarindan biri farkli sekerleri fermente edebilen biyoetanol iireticisi
mikroorganizmalari izole etmektir. Bu amacla, Ankara'daki yerel pazarlarin gida
atiklarindan ornekler toplanmis ve toplanan ornekler seri olarak seyreltilerek, 1000
IU/mL penisilin G igeren Potato Dextrose Agar (PDA) Petri kaplarina 6ze yardimu ile tek
koloni elde etmek amaci ile ekim yapilmistir. Kaplar, maya kolonilerinin optimum
biiylime kosullarint saglamak tizere 301 °C'de 7 giin siiresince inkiibe edilmistir. PDA
ortaminda gelisen tek maya kolonileri, saflik elde etmek ve kontaminasyon riskini
minimize etmek amaciyla ¢izgi yontemi ile tekrar tekrar saflastirmistir ve daha sonra 4

°C'de saklanarak korunmustur.

Maya izolatlarinin biyoetanol iiretim kapasiteleri, seyreltik asit 6n islemiyle elde edilen
ve 1% H>SO4 (hacim/hacim) ile 121 °C'de 15 dakika muamele edilerek hazirlanan 50 g/L
KP kullanilarak test edilmistir. Bu 6n islem sonucunda, baslangigta 28.95 g/L indirgen
seker iceren KP elde edilmistir. Supernatant pH'1, 10 N NaOH (Merck/Almanya)
kullanilarak 5'e ayarlanmustir. On kiiltiir, g/L olarak 3 maya ekstrakti, 10 pepton ve 20
glukoz iceren YPD besiyerinde gergeklestirilmistir. Hiicreler 24 saat inkiibe edildikten
sonra, inokiilasyon hacmi %5 (hacim/hacim) olarak ayarlanmistir. KP fermantasyon
ortamina 1 g/ (NH4)2SOs ve 0.5 g/L KH2POys ilave edilmistir. Sicaklik 30 °C olarak

belirlenmis ve karistirma hiz1 100 rpm olarak ayarlanmaistir.

Elde edilen izolatlar arasindan en yiiksek biyoetanol iiretim kapasiteli sahip izolatin
sec¢imi igin, 50 g/L KP, %1 H2SO4 ile 121 °C'de 15 dakika 6n isleme tabi tutulmus ve 16
farkli maya izolati, KP ile hazirlanan fermantasyon ortaminda biyoetanol iiretme
yetenekleri agisindan taranmistir. Test edilen mayalar arasinda, en yiiksek etanol iiretimi
8.22 g/L ile “G6” (burada 1 olarak verilmistir) kodlu izolatta tespit edilmistir. En diigiik
etanol dretiminin ise 11 numarali izolatta 4,95 g/L oldugu saptanmustir. Bununla beraber,
en yiiksek mikrobiyal biiyiime 16 numaral izolatta 3.68 olarak gozlenirken, en diisiik

ODeoo degerinin 3 numarali izolatta 1,95 oldugu belirlenmistir. Ek olarak, en yiiksek
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etanol Uretimini sergileyen 1 numarali izolatin 72 saat sonunda 1.92 g/l degerine ulastig
goriilmistiir. Bu durum, 1 numarali izolatta karbon kaynaklarinin mikrobiyal bityiimeden
ziyade etanol iretimininde etkin bir sekilde gerceklestigini gostermektedir (Elshaghabee,
F. M. Vd. 2016).

Cizelge 4.1 Izole edilen mayalarin etanol iiretim kapasiteleri (Biyokiitle Orani:10%, pH
5, calkalama hizi: 100 devir/dakika; fermantasyon siiresi: 72 saat)

s OD Biyoethanol
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izolat Numarasi

En yiiksek etanol dretiminin 1 numarali izolatta gozlenmesi tzerine bu izolat ileri
calismalar igin segilerek ITS dizileri ile tiir tanilamasi yapilmigtir. Yapilan 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 tiirleri ile %100 benzerlik gosterdigi
anlasilmistir. Bu nedenle, bahsi gecen tiiriin ITS dizileri NCBI gen bankasina OL685377
erisim kodu ile kaydedilmistir (Kabadayi vd. 2024).

En yiiksek etanol iireten izolatin H. uvarum oldugunun belirlenmesinden sonra bu izolatin
lignoseliilozik atiklarda en bol bulunan ikinci seker olan ksilozu biyoetanol iiretimi
amaciyla kullanim kapasitesini bir dizi deney tasarlanmistir. H. uvarum’un karbon

kaynagi olarak sadece ksiloz i¢eren YPX besiyerindeki (3 g/L maya, 5 g/L pepton, 20 g/L
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ksiloz) ve sadece glukoz iceren YPD besiyerindeki (3 g/L maya, 5 g/L pepton, 20 g/L
glukoz) biyoetanol dretimi karsilastirnlmistir. Elde edilen sonuclara gore H. uvarum
ksilozu etkin bir sekilde fermente etmis ve YPX besiyeri ile YPD besiyerinde benzer
etanol dretim profili sergilemistir. Cizelge 4.3’deki sonuglara gore YPD ve YPX
besiyerlerindeki en yiiksek etanol konsantrasyonlar: 24 saat sonunda sirasiyla 9,01 g/L ve
8,74 g/L olarak belirlenmistir. Etanol tretiminin 24 saat sonunda en yiiksek seviyeye
¢ikmasinin ardindan ise etanol miktarlarinda bir miktar diistis gézlenmistir. Ayrica 72
saat sonunda ayni besiyerlerinde kuru biyokiitle sirasiyla 0,31 g/L ve 0,32 g/L olarak

saptanmastir.

Cizelge 4.2 Artan karadut posast miktarlarinin  indirgen seker ve inhibitor
konsantrasyonlar iizerindeki etkisi (6n islem kosullart: %1 H2SOg4, 121 °C'de

15 dakika boyunca)
. 0,
inhibitér Baslangis Karadut Konsantrasyonu(%o)
Konsantrasyonu(g/L) 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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Cizelge 4.3 H. uvarum'un sentetik ksiloz (YPX, 3 g/L maya 6ziitii, 5 g/L pepton, 20 g/L
ksiloz) ve glikoz (YPD, 3 g/L maya ozitii, 5 g/L pepton, 20 g/L glikoz)
ortamlarinda ksiloz ve glikoz tiiketim profili ve etanol {iretimi

—e—indirgen Seker YPX indirgen Seker YPD —@— Ethanol YPX
—@— Ethanol YPD Kuru Agirlik YPX Kuru Agirlik YPD
25 0,35
F
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=
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= =
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5 0,15
210 ’
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0 0
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Fermentasyon Siiresi (Saat)

H. uvarum’un hem glukoz hem de ksilozdan etkin bir sekilde etanol iirettiginin
belirlenmesinin ardindan ise lignoseliilozik bir hammadde olan karadut posasi ile ilgili

calismalara baslanmustir.

66



42 Artan Karadut Posasi Konsantrasyonlarinda Farklh Besiyeri Tiplerinin
Mikrobiyal Biiyiime ve Etanol Uretimine Etkisi

Farkli besiyeri bilesenleri varliginda elde edilen kuru agirlik miktarlar ¢izelge 4.4’da
gosterilmistir. Besiyeri katkilamalarinin olumlu etkileri mikrobiyal {ireme iizerinde de
gbzlenmistir. 50 g/L baslangi¢ karadut posas1 (KP) varliginda kontrol grubu, besiyeri 1
ve besiyeri 2°de sirastyla 0,25 g/L, 0,27 g/L ve 0,62 g/L kuru H. uvarum elde edilirken
bu degerin 500 g/L baslangi¢ karadut posasi varliginda ayni ortamlar i¢in sirasi ile 1,01
g/L, 1,17 g/L ve 1,24 g/L seviyesine yiikseldigi gézlenmistir. Elde edilen sonuglara gore
en yiiksek etanol konsantrasyonunun besiyeri 2 varliginda gézlenmesi nedeniyle ¢ézuniir
soya unu proteininin enzimatik hidrolize olan etkilerinin arastirilmasi esnasinda besiyeri

2 kullanilmistir.

Cizelge 4.4 Artan karadut Posast miktarlarinda farkli besiyeri bilesenlerinin etanol
iretimine etkisi (pH 5, ¢alkalama hizi: 100 devir/dakika; fermantasyon
sliresi: 24 saat)

mmmm |ndirgen seker (g/L) Kontrol EtOH (g/L)
=0-=BY1 EtOH (g/L) =@=—DBY2 EtOH (g/L)
140 - r 70
120 - - 60
100 - - 50
j —~
2 d
E 80 A - 40 ;3
3 £
C -
S 60 A - 30 °o;
g m
40 - - 20
N | I l -
0 L T T T T T T - 0
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Fermantasyon suresi (saat)
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Cizelge 4.5 Artan karadut posasi varhiginda farkli besiyeri bilesenlerinin mikrobiyal
iremeye etkisi (pH 5, calkalama hizi: 100 devir/dakika; fermantasyon
stiresi: 24 saat)

H Kontrol Besiyeril M Besiyeri2
1,40

I
I
, i P
0,00
5 10 15 20 30 40 50

Baslangi¢c Karadut Posas1 Miktar1 (%)

Kuru Agirlik (g/L)
o o o - [
5 8 8 8 B

o
N
o

Farkli besiyeri bilesenlerinin etanol tiretimine etkisini arastirmak adina 2 farkli besiyeri
(besiyeri 1: 0.5 g/L KH2PO4, 1 g/L (NH4)2SOs4, besiyeri 2: 0.5 g/L MgSQO4.7H20. 1 g/L
KH2POg4. 0.1 g/L CaCl, ve 0.05 g/L ZnSO4) hazirlanmig herhangi bir katki igermeyen
karadut posasi besiyeri kontrol olarak kullanilmistir. Cizelge 4.5’teki sonuglara gore 50
g/L baslangi¢ karadut posasi kullanildiginda kontrol grubu, besiyeri 1 ve besiyeri 2’de
sirasiyla 11.49 g/L, 8.77 g/L ve 9.59 g/L etanol saptanirken, karadut posast miktarinin
500 g/L’ye ¢ikartilmasiyla en yiliksek etanol miktari, besiyeri 2’de 58 g/L olarak
saptanmis, besiyeri 1 ve kontrol grubunda ise sirastyla 45 g/L ve 37.1 g/L etanol iiretildigi
gozlenmis ve besiyeri 1 ve 2’de {iretilen etanol miktarlarinin kontrol grubuna kiyasla

sirasiyla %21.1 ve %56.3 artig gosterdigi saptanmaistir.
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4.3 Karadut posasinin enzimatik hidrolizi ile biyoetanol iiretimi ve Kinetik
parametrelerin karsilastirilmasi

Enzimatik hidroliz 500 g/L’de gozlenen kiitle transfer kisitlamalar1 nedeniyle 400 g/L
baslangi¢c karadut posasi ile gergeklestirilmistir. Enzim miktari 15 FPU/Qseiuioz Olarak
ayarlanmis ve enzimatik hidroliz ortamina 40 mg/Qseluioz ¢6ZUNiir soya unu protein
katkilanmistir. Tim deneylerde besiyeri 2 kullanilmistir. Enzimatik hidrolize tabi
tutulmus fakat ¢oziiniir soya unu katkilanmamis karadut posas: ve enzimatik hidrolize
tabi tutulup ¢oziiniir soya unu katkilanmis karadut posasina ait veriler Cizelge 4.6 ve

cizelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.6 H. uvarum'un 400 g/L enzimatik olarak hidrolize edilmis KP ortami 2'de
etanol tretimi, seker tiiketimi ve mikrobiyal biiylimesi: (a) SSP ilavesiz KP
(KP yiiklemesi: 400 g/L, enzim yiiklemesi: 15 FPU/g seliiloz)

—@—EtOH —e—indirgen Seker —A— Kuru Agirlik
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Cizelge 4.7 H. uvarum'un 400 g/L enzimatik olarak hidrolize edilmis KP ortami 2'de
etanol tretimi, seker tiiketimi ve mikrobiyal biiylimesi: SSP ilaveli KP (KP
yiiklemesi: 400 g/L, enzim yliklemesi: 15 FPU/g seliiloz).

—@—EtOH SSP  —e—Indirgen Seker SSP —&— Kuru Agirlik SSP
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0 12 24 36 48 60 72 84 96 108
Fermantasyon siiresi (saat)

Sonuglara gore en yiiksek indirgen seker miktar1t CSUP katkilanarak enzimatik hidrolize
tabi tutulmus karadut posasinda 159.65 g/L seklinde belirlenmistir. Ayni kosullarda
CSUP katkilanmamis ortamda ise 138.56 g/L indirgen seker saptanmistir. H. uvarum’un
maksimum etanol iretimi ise CSUP katkilanmayan ortamda 50.65 g/L’ye ulasirken
CSUP katkilanan ortamda ise bu degerin 61.33 g/L’ye yiikseldigi goriilmistiir. Etanol
iretimine benzer sekilde CSUP katkilanan enzimatik hidroliz ortamindan elde edilen
besiyerinde, mikrobiyal iiremede de artis saptanmistir (Cizelge 4.9). 108 saatlik
fermentasyon sonunda CSUP katkilanmayan ortamda H. uvarum’un kuru agirhg: 1.17
g/L’ye ulasilirken, aynm sartlarda CSUP katkilanan ortamda kuru agirlik 1.25 g/L olarak

Olculmustir.
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Cizelge 4.8 Artan KP yiiklemelerinin ve farkli ortam bilesimlerinin indirgen seker ve H.
uvarum'un maksimum etanol konsantrasyonlar1 iizerindeki etkisi

m Kontrol mBY1 mBY2

I - I
5 10 15 20 30 40 50

Baslangi¢ Karadut Posas1 Miktar1 (%)

=
o

Kuru Agirlik (g/L)
O P N W d O1 OO N 00O ©

Gram biyokiitle basina diisen etanol miktarlar1 ve H. uvarum’a ait Kinetik parametre
verileri  Cizelge 4.9‘da gosterilmistir.  Gram biyokiitle basina diisen etanol
konsantrasyonlarinin besiyeri optimizasyonu ve enzimatik hidroliz ile beraber artis
gosterdigi saptanmistir. Gram biyokiitle basina en diisiik etanol miktari 400 g/L karadut
posasi varliginda herhangi bir katkilama icermeyen ortamda 0.077ggbiyokite seklinde
saptanmigtir. Bu degerin aym karadut posasi ve besiyeri 2’de enzimatik hidroliz
olmaksizin 0.106¢/gbiyokitle @ Ulastigi belirlenmistir. Dahasi gram biyokiitle basina diisen
etanol miktari en yiiksek degerine CSUP ile beraber enzimatik hidrolize tabi tutulan
karadut posasit kullanildiginda ulagmis ve aymi deger 0.153ggbiyokite seklinde
hesaplanmistir. Enzimatik hidroliz olmaksizin besiyeri 2 varliginda yapilan deneylerde
teorik etanol verimi, voliimetrik etanol verimi ve Yrss degerleri sirasiyla 86.1%, 1.21
g/L.h, and 0.50 g/g seklinde belirlenmistir. Ote yandan ayni parametreler, besiyeri 2
varliginda CSUP ile beraber enzimatik hidrolize tabi tutulan 400 g/L karadut posasi
varluginda ise 75.2%, 0.85 g/L.h, and 0.44 g/g seklinde gozlenmistir. 400 g/L biyokiitle
iceren fakat herhangi bir katkilama icermeyen ve enzimatik hidrolize tabi tutulmamis

ortamda ise teorik etanol verimi %51’e diismiis, volumetrik etanol iiretimi 1.29 g/L.h’a
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yukselmis ve etanol verimi 0.46 g/g olarak saptanmistir, Bununla beraber 400 g/L

biyokiitle besiyeri 2 varliginda fermantasyona ugratildiginda ayni degerler %69.8, 0.88

o/L.h ve 0.43 g/g olarak hesaplanmistir.

Cizelge 4.9 Farkli baslangic Karadut Posasi ortamlarinda fermantasyon kosullar1 i¢in
tanimlanan kinetik parametreler

Baslangic .
L CSup Baslangic | Etanol Teorik
KP Enzimatik Lo
) . ] miktari indirgen (9/g etanol | Qp | Yp/s
miktari hidroliz o
(o/L) seker biyokiitle) | verimi
(9/L)
400 - - 119.03+6.1 | 0.077+0.1 51.0 1.29 | 0.46
Kontrol
500 - - 131.86+5.2 | 0.074+0.1 55.2 0.77 | 0.48
BY1 500 - 0.090+0.1 66.8 094 | 0.48
BY?2 - 0.116+0.1 86.1 121 | 0.49
- - - 119.03+£6.1 | 0.106=+0.1 69.8 0.88 | 0.43
4
BY?2 + - 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. TARTISMA ve SONUC

Mayalarin biyoetanol tliretimi 4.95 ve 8.22 g/L arasinda degigmistir. Ayrica, izolatlarin
OD600 degerleri 1.53 ve 3.68 arasinda gozlemlenmistir. Test edilen mayalar arasinda,
“G6” olarak kodlanan izolat (burada 1 olarak verilmistir) maksimum etanol iiretimi olan
8.22 g/L'yi sergilemistir. Glikoz, ksiloz, galaktoz veya arabinoz gibi genis spekturumdaki
sekerlerin kullanmasi ile etanol {iretimi, ikinci nesil biyoetanol iiretimi i¢in 6nemlidir.
Ayrica, ksiloz lignoseliilozik biyokiitlede en bol bulunan ikinci sekerdir. Bu anlamda, test

edilen mayalar arasinda en yiiksek etanol tiretimini gosteren H. Uvarum (G6) segilmistir.

Ksiloz lignoseliilozik atiklarda en bol bulunan ikinci indirgen sekerdir (Jagtap vd. 2018).
Bu baglamda izole edilen suslar arasinda G6 kodlu H. uvarum en yiiksek etanol tiretimini
gerceklestirmistir ve bu nedenle ileri deneylerde bu sustan faydalanilmustir. ilerleyen
deneyler sirasinda sadece glukoz iceren YPD besiyeri ile sadece ksiloz igeren YPX
besiyeri kullanilmis ve H. uvarum’un ksilozu etkin bir sekilde etanole ¢evirdigi gozlenmis
ve hem YPD hem de YPX besiyerinde benzer etanol iiretim performansi saptanmistir. En
yiiksek etanol konsantrasyonu YPD ve YPX’te swrastyla 9.01 g/L ve 8.74 g/L
bulunmustur. Etanol iiretim potansiyeline ragmen literatiirde H. uvarum‘un ksiloz
assimilasyon kapasitesine iliskin g¢alismalar son derece kisitlidir. Bununla beraber
Langerberg vd. (2017)’nin daha 6nceden gosterdigi gibi H. uvarum ksiloz asimilasyonu
icin en az 6 adet gen igerirken bu genlerden S. cerevisiae’de sadece bir kopya
bulunmaktadir. Bu durum H. uvarum’un ksilozdan etanol iiretim kapasitesini aciklamada

yeterli kanit teskil etmektedir.

Etanol konsantrasyonlar1 24 saat sonunda diismiistiir. Bu durum, biriken etanoliin
tiketimi ile ilgilidir. Mayalar, ortamda sekerler tiilkendiginde etanolii karbon kaynagi
olarak kullanabilirler (Thomson vd. 2005). Benzer egilimler, S. cerevisiae veya K.
marxianus gibi biyoetanol iireticilerinde de daha once bildirilmistir (Raamsdonk vd.
2002; de Moura vd. 2022).

Lignoseliiloz, diinyadaki en bol hammaddedir. Ancak, seliiloz-hemiseliiloz/lignin orant,

nakliye, yiiksek inhibitér profili veya enzim maliyetleri gibi bazi 6nemli kriterler,
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biyoetanol iiretiminde lignoseliiloz kullanimint sinirlamaktadir. Bu nedenle, biyoetanol
tiretim siireci i¢in umut verici bir hammadde 6nermek zorlu bir meseledir. Lignoseliilozik
malzemeler arasinda, KP gida ve icecek endiistrilerinin ucuz ve bol bulunan bir yan
{iriiniidiir. Ayrica, KP'nin diger lignoseliilozik yan iiriinlere gore ek avantajlari vardir. ilk
olarak, meyve suyu ekstraksiyonundan sonra KP'de 6nemli miktarda fermente edilebilir
seker kalmaktadir. ikincisi, KP'nin diisiik su tutma kapasitesi, 400 g/L gibi cok yiiksek
biyokiitle yiiklemelerinin kullanimina olanak tanir. Ek olarak, KP, H. uvarum'un %50
gibi yiiksek bir biyokiitle konsantrasyonu varliginda dahi mikrobiyal biiylimesini
desteklemistir. Bu anlamda, KP'nin ikinci nesil biyoetanol {iretimi i¢in umut verici bir

aday oldugu gosterilmistir.

Bu calismada, KP'nin diisiik su tutma kapasitesi ve seyreltilmis asit 6n islemi sonrasi
diisiik asetik, formik asit ve 5-hidroksimetilfurfural (HMF) konsantrasyonlar1 nedeniyle
biyoetanol iiretimi igin umut verici bir hammadde oldugu gdsterilmistir. Ornegin,
deneyler sirasinda 400 g/L gibi ¢ok yiiksek biyokiitle yiiklemeleri kullanilsa da homojen
karisim eldesi ile ilgili bir problemleri gézlenmemistir. Bu durum, KP biyokiitlesinin
diistik su tutma kapasitesi (WHC) ile ilgilidir. Hammaddenin WHC'si, 6.85 g su/g kuru
agirlik (14.6%) olarak bulunmustur. Bu sonug, diger lignoseliilozik hammaddelerle
karsilastirilabilir. Ornegin, dnceki bir raporda, bugday samani, sorgum bicolor samani,
misir sap1, agav posast ve seker kamisi posasinin WHC'si 7.8 ile 10 g su/g kuru agirlik
arasinda bildirilmistir (Sanchez vd. 2019). Ayrica, literatiirle karsilastirildiginda, 500 g/L
KP yiiklemesinde bile diisiik inhibitdr molekiil miktarlar1 elde edilmistir.

Ornegin, Phuttaro vd. (2019) 125 °C'de hidrotermal islem gérmiis 100 g/L Napier otunda
0.29 g/L asetik asit bulmuslardir. Baska bir ¢alismada, 180 °C'de %0.5 H2SOsile 6n islem
gormiis rapiska samaninda asetik asit konsantrasyonu 2.70 g/L olarak gozlenmistir
(Lopez-Linares 2014). Ayrica, hasat sonrast biber kalintisinda 2% H2SOj ile 6n islem
gormiis 100 g/L biyokiitlede formik asit konsantrasyonu 0.11 g/L olarak bulunmustur
(Sindhu vd. 2016). Ote yandan, mevcut ¢alismada, 50 g/L. KP yiiklemesinde en diisiik
asetik, formik asit ve HMF konsantrasyonlar1 sirastyla 0.188 g/L, 0.067 g/L ve 0.015 g/L
olarak gozlenmistir. Bu degerler, baslangic KP yiiklemesi 500 g/L'ye ayarlandiginda
sirastyla 0.696 g/L, 0.318 g/L ve 0.051 g/L'ye yiikselmistir. KP'de gozlenen diisiik
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inhibitor konsantrasyonlari, biyokiitlede bulunan diisiik seliiloz konsantrasyonu ile iligkili
olabilir. Benzer sekilde, dnceki bir raporda, %3.5 seliiloz iceren arpa kabugunda 0.159
o/L HMF ve 1.99 g/L asetik asit tespit edilmis olup, formik asit bulunmamistir (Germeg
vd. 2017). KP'nin toplam seliiloz igerigi ise %9.1 olarak bulunmustur.

Calismanin ilerleyen kisimlarinda farkli ortam bilesimlerinin biyoetanol iiretimi
tizerindeki etkisini aragtirmak icin iki farkli ortam hazirlanmistir. Higbir takviye
icermeyen KP ortami da kontrol olarak kullanilmistir. Sonuglara gore, Besiyeri 2/BY2'nin
(0.5 g/L MgS04.7H20, 1.0 g/L KH2PO4, 0.1 g/L CaClz, ve 0.05 g/L ZnSO4) kullanimi
en yiiksek biyoetanol konsantrasyonlari ile sonuglanmistir (58.0 g/L), bu degerler Orta
1'de (0.5 g/L KH2PO4, 1.0 g/L (NH4)2S04) 45.0 g/L ve kontrol ortaminda 37.1 g/L olarak
bulunmustur (Sekil 3). Ayrica, takviyelerin H. uvarum'un mikrobiyal biiyiimesi tizerinde
de olumlu etkileri gozlenmistir. Mayanin kuru agirligi, baslangic 500 g/L. KP
yiikklemesinde takviyesiz ortamda 1.0 g/L olarak bulunmustur. Bu deger, BY 2
kullanildiginda 1.24 g/L'ye, BY 1 varliginda ise 1.17 g/L'ye yiikselmistir.

Azot veya iz metaller gibi makro ve mikro elementler, mayalarin hayatta kalma, biiyiime
ve biyoetanol iiretimi lizerinde énemli bir etkiye sahiptir. Ayrica, bu molekiiller etanol
stresine karsi direng saglar ve hiicrenin glikoliz enzimleri ve fizyolojik fonksiyonlarinda
onemli roller oynar (Mohd Zakria vd. 2017). Takviyesiz KP ile karsilastirildiginda,
biyoetanol konsantrasyonlar1 BY 1 ve BY2 varliginda sirasiyla %21.1 ve %56.3 artmistir.
Bu artig, besiyeri katkilarinin kiimiilatif pozitif etkisi ile agiklanabilir. Azot ve metal
tuzlari, 6zellikle magnezyum, fermantasyon hizini, verimliligi ve mikrobiyal biiyiimeyi
artirdigi kamitlanmistir. Benzer pozitif etkiler, azot kaynaklar1 ile mineral tuzlarin,
ozellikle Mgo+, Caz+ ve Znz+'in kombinasyonu ile P. stipitis'in etanol {iretimi tizerinde
de rapor edilmistir (Slininger vd. 2006). Baska bir calismada, azot takviyesinin H.
uvarum'un hayatta kalma oranini artirdig1 ve neredeyse 2 kat daha yiiksek alkol asetat
seviyelerinin gozlendigi gosterilmistir (Hu vd. 2019). Ayrica, Liu ve ark. (2008), tath
sorgum sap suyu kullanarak biyoetanol iiretimi i¢in optimal Mg+ dozunu %0.05 olarak
bulmuslardir. Shahirah vd. (2015) palmiye gévde 6zsuyu MgSO4 (%0.2) ile takviye
edildiginde en yliksek etanol verimini (%81.8) gdzlemlemislerdir. Mg2+'in biyoetanol

iiretimi lizerindeki olumlu etkilerinin yan1 sira, etanol toleransi {izerinde de énemli bir
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etkisi vardir. Onceki bir raporda, 50 mM Mg+ ile muamale edilmis S. cerevisiae
hiicreleri, hiicreler 5% etanol stresi altinda 60 dakika tutuldugunda kontrol grubuna

kiyasla %20 daha yiiksek hayatta kalma oran1 gostermistir (Birch vd. 2000).

Enzimatik hidroliz, baglangic 400 g/ KP yiiklemesinde ve 15 FPU/g seliiloz enzim
yiiklemesinde gerceklestirilmistir; ayrica seker verimlerini artirmak i¢in KP ortamina 40
mg/gseliiloz SSP (¢oziiniir soya proteini) eklenmistir (Demiray vd. 2021). Fermentasyon
ortami olarak BY2 kullanilmistir. Maksimum indirgenmis seker miktari, SSP destekli
KP'den 159.65 g/L olarak gozlenmistir. Ayni kosullarda, H. uvarum'un biyoetanol {iretimi
61.33 g/L olarak elde edilmistir. SSP eklenmemis KP ortaminda bu deger, daha diisiik
seker konsantrasyonlar1 nedeniyle 50.45 g/L olarak bulunmustur. SSP destekli enzimatik
hidroliz edilmis KP ve SSP eklenmemis KP'de yetistirilen H. uvarum'un mikrobiyal
biiylimesinin karsilagtirmasi da Sekil 4a ve b'de verilmistir. Gram biyokiitle basina etanol
konsantrasyonlar1 ve H. uvarum'un biyoetanol iiretiminin kinetik parametreleri ¢izelge

4.3'de gosterilmistir.

Biyokiitle bagina etanol konsantrasyonu, ortam optimizasyonu ve enzimatik hidroliz ile
artmistir. En diisiik biyoetanol, 400 g/L 6n islem gormiis KP takviyesiz kullanildiginda
0.077 g/gbiomass olarak bulunmustur. Bu deger, enzimatik hidroliz yapilmamis 400 g/L
on igslem gormiis KP'nin BY2 ile takviye edilmesi durumunda 0.106 g/ghiomass‘a
yiikselmistir. Ayrica, biyoetanol liretimi, SSP destekli enzimatik hidroliz yapilmis 6n
islem gormiis KP'nin BY?2 ile kombinatoryal olarak kullanilmasi durumunda en yiiksek
seviyeye ulasmistir. Bu kosulda, 0.153 g/gbiyokiitle biyoetanol elde edilmistir. Teorik
etanol verimi, hacimsel verimlilik ve YP/S degerleri, enzimatik hidroliz yapilmamis 500
g/l baslangic KP yiliklemesinde sirasiyla %86.1, 1.21 g/L.h ve 0.50 g/g olarak
hesaplanmistir (BY2). Ote yandan, ayni parametreler, enzimatik hidroliz ile 40 mg/g
seliiloz SSP ile islenen 400 g/L. KP (Orta 2) kullanildiginda sirasiyla %75.2, 0.85 g/L.h
ve 0.44 g/g'ye diismiistiir. 400 g/l takviyesiz KP ortaminda enzimatik hidroliz
yapilmadan teorik etanol verimi %51.0'a diiserken, hacimsel etanol verimliligi 1.29
g/L.h'ye yiikselmis ve etanol verimi (0.46 g/g) 6nemli dl¢iide degismemistir. Ote yandan,
400 g/L KP (BY 2) kullanildiginda teorik etanol verimi %69.8'e yiikselmis, hacimsel
etanol verimliligi 0.88 g/L.h'ye diismiis ve YP/S 0.43 g/g olarak gozlenmistir. Kinetik
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parametrelerdeki diisiis, daha yiiksek seker konsantrasyonlarina atfedilebilir. Benzer bir
diisiis egilimi, artan seker konsantrasyonlar1 iceren soya proteini ile yapilan akasya

agacinin enzimatik hidrolizinde de rapor edilmistir (Lee vd. 2020).

Bu ¢alismada, 6n islem gérmiis KP'den yeni izole edilen H. uvarum'un biyoetanol {iretimi
Ilk kez gosterilmistir. Ayrica, KP'nin diisiik su tutma kapasitesine sahip olmasi nedeniyle
seyreltik asit 6n islemi ve ardindan fermantasyon sirasinda 500 g/L gibi ¢ok yiiksek KP
yiiklemeleri kullanilabilmektedir. Seyreltik asit 6n islemi ile 119.03 g/L indirgen seker
konsantrasyonu elde edilmistir. Bu deger, 6n islem sonras1 SSP destekli enzimatik
hidroliz ile %34.12 artirilarak 159.65 g/L degerine ulagsmistir. Ayn1 kosullar altinda, H.
uvarum'un etanol tiretimi 61.3 g/L'ye yiikselmistir. Bu deger, verimli damitma igin kritik
esik olan %4 (w/w) etanol degerinin lizerindedir. Mevcut ¢alisma ayrica, yeni izole edilen
H. uvarum'un glikozun yani sira tek karbon kaynagi olarak ksilozu da etkili bir sekilde
kullandigin1 géstermektedir. Bu nedenle, ksiloz/glikoz ko-fermenteri olan H. uvarum'un
ikinci nesil biyoetanol {iretimi i¢in uygun bir mikroorganizma oldugu ve KP'nin bu agidan

uygun bir lignoseliilozik substrat oldugu sonucuna varilabilir.
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