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Bu tez ¢alismasinda yenilenebilir ve siirdiiriilebilir biyobiitanol tiretimi i¢in ikinci nesil ham madde olarak
endiistriyel ¢ay atiklarimin (ECAT) ve liglincti nesil ham madde olarak Dunaliella salina biyokiitlesinin
kullaniminin arastirilmast amaglanmigtir. Bu baglamda, ilk olarak baslangi¢ ECAT sekeri konsantrasyonu,
azot kaynagi cesidi ve konsantrasyonu ve Mg?*, Fe** ve Zn?* mineral tuzlarmin konsantrasyonlar:
incelenerek besiyeri optimizasyonu yapilmistir. Ayrica fermantasyon zamaninin biyobiitanol iiretimine
etkisi arastirilmigstir. Besiyeri optimizasyonu calismalar1 sonucunda, en yiiksek toplam ABE, biyobiitanol
konsantrasyonu, biyobiitanol verimi (g/g) ve biyobiitanol iiretkenligi (g/L/h), 40 g/ ECAT sekeri, 0.1 g/L
MgS0..7H,0, 0.01 g/L FeS0O4.7H,0 ve 0.001 g/L ZnS0O4.7H,0 varhiginda 96 saat sonunda sirastyla 9.73
g/L, 6.21 g/L, 0.258 g/g ve 0.065 g/L/h olarak elde edilmistir. Ayrica, D. salina biyokiitlesi ile yapilan
calismalarda, mikroalg kiiltivasyon kosullari, baglangi¢ miksotrofik mikroalgal biyokiitle konsantrasyonu
ve fermantasyon siiresi gibi parametreler biyobiitanol iiretimi i¢in optimize edilmistir. Caligma sonucunda,
200 g/L mikroalg biyokiitlesi ve 60 g/L glukoz igeren P2 ortaminda en yiiksek biyobiitanol, toplam ABE,
biyobiitanol verimi (g/g) ve biyobiitanol liretkenligi (g/L/h) 72 saat sonunda sirasiyla 11.88 g/L, 13.89 g/L,
0.331 g/g ve 0.165 g/L/h olarak belirlenmistir.

Caligmadan elde edilen sonuglar ECAT 1n ve D. salina biyokiitlesinin Clostridium beijerinckii DSMZ 6422
tarafindan biyobiitanol iiretimi i¢in umut vadeden ham maddeler oldugunu géstermektedir. Ayrica ECAT,
gerceklestirilen tez ¢alismast ile biyobiitanol tiretiminde literatiirde ilk defa kullanilmistir. Bunun yaninda
tez ¢aligmasi, D. salina’nin miksotrofik olarak mermer atig1 varliginda gelistirildigi ilk ¢caligmadir.

Eyliil 2023, 138 sayfa
Anahtar kelimeler: Clostridium beijerinckii, biyobiitanol, endiistriyel ¢ay atig1, mermer atig1, Dunaliella

salina, ABE fermantasyonu, miksotrofik kiiltivasyon
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In this thesis, it was aimed to investigate the use of industrial tea wastes (ITW) as second generation raw
material and Dunaliella salina biomass as third generation raw material for renewable and sustainable
biobutanol production. In this context, initially, the medium was optimized by examining initial ITW sugar
concentration, nitrogen source type and concentration, and concentrations of Mg?*, Fe?* and Zn?* mineral
salts. Additionally, the effect of fermentation time on biobutanol production was investigated.As a result
of optimization studies, the highest total ABE, biobutanol concentration, biobutanol yield (g/g) and
biobutanol productivity (g/L/h) obtained as 9.73 g/L, 6.21 g/L, 0.258 g/g and 0.065 g/L/h using 40 g/L ITW
sugar, 0.1 g/L MgS04.7H,0, 0.01 g/L FeS04.7H,0 and 0.001 g/L. ZnSO..7H-0 after 96 hours, respectively.
Additionally, in studies with D. salina biomass, parameters such as microalgae cultivation conditions,
initial mixotrophic microalgal biomass concentration and fermentation time were optimized for biobutanol
production. As a result of the study, the highest total ABE, biobutanol, biobutanol yield (g/g) and biobutanol
productivity (g/L/h) in P2 medium containing 200 g/L microalgae biomass and 60 g/L glucose were
determined as 13.89 g/L, 11.88 g/L, 0.331 g/g and 0.165 g/L/h after 72 hours, respectively.

The results obtained from the study show that both ITW and D. salina biomass are promising raw materials

for biobutanol production by Clostridium beijerinckii DSMZ 6422. Furthermore, ITW was evaluated in the

literature on biobutanol production for the first time. The thesis is the first study in which D. salina was
grown mixotrophically using marble waste.

September 2023, 138 pages

Keywords: Clostridium beijerinckii, biobutanol, industrial tea waste, marble waste, Dunaliella salina,

ABE fermentation, mixotrophic cultivation
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1. GIRIS

Giliniimiizde insan popiilasyonunun ve sanayilesmenin hizla artmasi enerji talebi artisini
da beraberinde getirmektedir. Ancak diinyada s6z konusu enerji talebini karsilayacak
enerji kaynaklar1 yetersizdir (Sharma ve Singh 2009). Son donemlerde, enerji ihtiyacini
karsilamak i¢in fosil kaynak rezervlerinin yogun bir sekilde kullanilmasi, rezervlerin
hizla tiikenmesine, petrol fiyatinin artmasina ve yandiklarinda agiga ¢ikan zararli gazlar
ile canlilar1 tehdit etmesine sebep olmaktadir. Yenilenemeyen kaynaklarin bu olumsuz
etkilerini azaltmak hatta ortadan kaldirabilmek amaciyla son zamanlarda arastirmacilar
giines, hidrojen ve biyokiitle gibi yenilenebilir kaynaklardan enerji ihtiyacini1 karsilama
fikrine yonelmislerdir (Panwar vd. 2011, York ve Bell 2019). Bunlarin arasinda biyokiitle
enerjisi son yillarda 6zellikle biyoyakait iiretiminde biiylik 6nem arz etmektedir. Biyokiitle
enerjisi, bitkisel, hayvansal ve mikrobiyel olan her tiirlii biyolojik materyalden
tiretilebilen enerji tiiriidlir. Biyokiitle enerjisi ile iretilen biyoyakitlar (biyoetanol,
biyobiitanol, biyodizel, biyogaz vb.) siirdiiriilebilir ve ¢evre dostu olmalar1 sebebiyle
tagimacilik alaninda kullanilan petrol kokenli yakitlarin yerini alabilecek potansiyeldedir.
Bu nedenle Cin, Amerika ve Avrupa iilkelerinde biyoetanol, biyodizel ve biyobiitanol
tiretiminin yapildig: tesisler kurulmus ve gilinlimiizde faaliyetlerine aktif olarak devam
etmektedirler (Wang vd. 2017a). Birgok iilkede iiretimlerinde biiyiik 6lgekli boyutlara

gecilmesi, biyoyakitlarin 6nemli avantajlara sahip oldugunun bir gostergesidir.

Literatlire bakildiginda alternatif enerji kaynagi olarak biyoetanol tretimi ile ilgili
caligmalarin sayisinin oldukg¢a fazla oldugu goriilmekle birlikte son doénemlerde
biyobiitanol, yiiksek enerji yogunlugu, diisiik nem ¢ekme gibi iistiin 6zelliklerinden
dolay1 aragtirmacilarin yeni ilgi odagi haline gelmistir (Seifollahi ve Amiri 2020). Biitanol
yapisal olarak 4 karbonlu uzun zincirli primer bir alkoldiir. Literatiirde n-butanol, iso-
butanol, sec-butanol ve tert-butanol tiirevleri bulunmaktadir. Biitanoliin tiirevlerinin
yapisal farkliliklarindan dolay, alternatif enerji kaynagi olarak kullanilmalar1 da farklilik
gostermektedir. Ornegin, iso-biitanol ve n-biitanol, benzine yakin oktan sayisi ve
otoalevlenme sicaklig1 gibi 6zelliklere sahip olmasi nedeniyle fosil kaynakli yakitlar ile
kolayca karstirilarak kullanilabilmektedir (Mack vd. 2016). Biitanoliin iistiin

ozelliklerinin yaninda biyobiitanol lireten mikroorganizmalarda mikrobiyel gelisimin ve



verimin diisiik olmasi, mikroorganizmalarin biitanole duyarli olmas1 ve toksik etkisi gibi
olumsuz 6zellikler aragtirmacilart bu sorunlara ¢6ziim bulmaya yoneltmistir (Garcia vd.
2011, Yeong vd. 2018). Bu baglamda yapilmasi planlanan projede biyobiitanol tiretimi

icin verimin yiikseltilmesi amaglanmaktadir.

Biitanol diinyada kimyasal yol ile fosil yakitlardan sentetik olarak {iretilebilirken,
mikrobiyel olarak Clostridium tiirleri tarafindan Glikoliz veya Pentoz Fosfat yolu ile
aseton-biitanol-etanol (ABE) fermantasyonu sonucu gergeklestirilmektedir (Liitke-
Eversloh ve Bahl 2011). Clostridium tiirleri ¢ogunlukla anaerobik mikroorganizmalar
olup, ¢cok fazla enzim ¢esidi liretebilme kapasiteleri sayesinde biitanol iiretimi i¢in biiyiik
avantaj saglamaktadir (Ezeji vd. 2007). Bu mikroorganizmalar biitanol iiretimi igin
cogunlukla karbon, azot, ¢esitli mineral tuzlar1 ve vitamin igeren sentetik besiyerlerinde
gelistirilmektedir (Parekh vd. 1998). Ancak bu besiyerleri ekonomik olarak maliyetlidir
ve her tire oOzel bir igerige sahip olmadiklarindan mikrobiyel gelisim
sinirlanabilmektedir. Bu durum biitanol iretimindeki verimi de etkilemektedir. Bu
anlamda hem ekonomik hem de mikrobiyel gelisimi destekleyici besiyeri olarak
yenilenebilir ham maddelerin kullanimiyla ilgili ¢alismalar literatiirde yer almaya
baslamistir (Farmanbordar vd. 2018). Biyobiitanol iiretiminde kullanilan yenilenebilir
ham maddeler birinci, ikinci, tiglincii ve dordiincii nesil olmak iizere 4’e ayrilmaktadir
(Alalwan vd. 2019). Birinci nesil ham maddeler, yiiksek seker ve lipid igerigine sahip
bugday, misir gibi gida olarak tiiketilen {iriinleri icermektedir. Ancak, son yillarda gida
tiretimi agisindan rekabete sebep olmasi ve iiretimleri i¢in genis alanlara ihtiyag
duyulmasi nedeniyle literatiirde yeni ham madde arayislarina gidilmistir. Bu anlamda,
belirtilen olumsuzluklart ortadan kaldirmak icin, gida ve ekonomik degeri olmayan,
yiiksek besin degerine sahip atik maddeleri igeren ikinci nesil ham maddeler literatiirde
yer bulmaya baslamistir. Endiistriyel, zirai, belediye ve evsel atiklar ikinci nesil ham
madde kapsamindadir. Bunlar arasinda zirai atiklar yiiksek oranda fermente edilebilir
seker icermeleri sebebiyle biyoyakit {iretiminde uzun yillardir tercih edilmektedir (Naik
vd. 2010). Ulkemizde de endiistriyel ve zirai atik olarak agiga ¢ikan bircok ham madde
bulunmaktadir. Bunlar arasindan ¢ay atiklar ilkemizde yaklasik olarak yillik 30-50 bin
ton olarak agiga ¢ikmakta olup, ham madde iiretim miktarlar1 agisindan ilk siralarda yer

almaktadir (Germec ve Turhan, 2018). Bunlarin yaninda yiiksek oranda seliilozik ve



hemiseliilozik icerige sahip olmalarindan dolayi, ¢ay atiklarinin biyobiitanol iiretiminde
alternatif bir ham madde kaynagi olarak degerlendirilebilecegi ongoriilmektedir (Germec
vd., 2020). Bu anlamda yapilmasi planlanan tez c¢alismasinda daha Once literatiirde
denenmemis endiistriyel ¢ay atiklarinin (ECAT) biyobiitanol iiretimine etkisinin
belirlenmesi amaclanmistir. Ayni zamanda farkli azot kaynaklarmin ve mineral

tuzlarmin, ¢ay atig1 sekeri varliginda biyobiitanol {iretimine etkisi belirlenecektir.

Fotosentetik mikroorganizmalarin kullanildigi iiglincii nesil ham maddeler ise, birinci ve
ikinci nesil ham maddelere gore bazi avantajlara sahiptir. Hizli biiylime ve kiiciik alanda
tiretim, iklim kosullarina dayanikli olma, CO2 emisyonunu azaltma gibi avantajlarindan
dolay1 son yillarda literatiirde biyoyakit iiretiminde kullanilmaya baslanmistir (Cheng vd.
2015, Wang vd. 2016). Ozellikle Chlorella vulgaris, Scenedesmus, Spirulina platensis,
D. tertiolecta gibi mikroalgler hiicre igerisinde yliksek oranda seker ve lipid igeren
yapilart sayesinde biyoyakit iiretiminde sik¢a kullanilmaktadir (Dickinson vd. 2017,
Wang vd. 2017a). Bunlarin yaninda D. salina mikroalgi, diger mikroalglerin yaninda
yiiksek oranda B-karoten, protein (~%57) ve 6nemli vitamin (E, C, B12) igerigine sahip
olmasi sayesinde saglik ve hayvan yemi gibi alanlarda fazlaca kullanilmaktadir (Dai vd.
2010, Kumudha ve Sarada 2016, Sui ve Vlaeminck 2019). Boylelikle, 6nemli besin
icerigi sayesinde mikrobiyel gelisimi olumlu yonde etkileyecegi 6ngoriilebilmektedir. Bu
anlamda tez c¢alismasinda, D. salina biyokiitlesinin tamaminin (karbonhidrat, lipid,

protein, vitamin, mineral) biyobiitanol {iretiminde etkisinin belirlenmesi amaglanmistir.

Yukarida belirtilen tiim ham maddeler sadece biyoyakit {iretimi i¢in degil mikrobiyel
gelisimi desteklemek amaciyla da literatiirde kullanilmaktadir. Ornegin, iiriinlerin
islenmesi sirasinda aciga ¢ikan yan triinler yliksek oranda karbon igerebilmektedir.
Ozellikle kagit ve mermer sanayisinde agiga cikan endiistriyel atiklarin %90’1inda
karbonca zengin bilesikler bulunmaktadir (Hebhoub vd. 2011). Bu anlamda fotoototrofik
gelisim gosteren mikroalglerin, karbon igerigi zengin ortamlarda yetistirildiklerinde
mikrobiyel gelisimlerinin 6nemli oranda arttig1 literatiirde belirtilmektedir (Patel vd.
2019). Belirtilenler 15181nda projede biyobiitanol iiretiminde mikroalgal ham madde

kaynaginin miktarini artirmak igin, D. salina mikroalginin fotoototrofik ve miksotrofik



gelisiminin incelenmesi amaglanmaktadir. Bu amagla miksotrofik gelisim, daha dnce

literatiirde kullanilmamis mermer atiklarinin (MA) kullanilmast ile ger¢eklestirilmistir.

Genel kapsamda bakildiginda, yapilan tez calismasinda, ikinci ve iiglincii nesil ham
maddelerden elde edilecek biyokiitle ve sekerlerin Clostridium tiirleri tarafinda fermente
edilerek, biyobiitanol iiretiminin gerceklestirilmesi ve endiistriyel atiklarin mikroalgal

gelisime etkisinin belirlenmesi amaglanmistir.

Belirtilen amaglar dogrultusunda,

* Cay atig1 seyreltik asit 6n islem yontemiyle hidroliz edilerek icerigindeki fermente
edilebilir sekerler agiga c¢ikarilmig ve farkli konsantrasyonlarinda biyobiitanol iiretimi
degerlendirilmistir.

* Optimize edilmis cay atig1 sekeri konsantrasyonunda, biyobiitanol tiretiminde farkli
azot kaynaklar1 ve mineral tuzlarmin (Mg?*, Fe?*, Zn?") etkisi belirlenmistir.

+ Halofilik D. salina mikroalginin fotoototrofik ve MA varliginda miksotrofik gelisimi
incelenmistir.

+ Elde edilen algal biyokiitle bakteriyel biiylimeyi destekleyici ve metabolik aktiviteyi
artirict kaynak olarak degerlendirilmistir.

* Miksotrofik gelisimde karbon kaynagi olarak MA kullanilmis ve belirtilen atigin hem
mikroalgal gelisime hem de biyobiitanol tiretimine etkisi belirlenmistir.

* Gelisme takibi ile en yiiksek biyokiitle miktarinin elde edildigi MA konsantrasyonu
belirlenmistir. Ayrica tiim MA konsantrasyonlarindan elde edilen yas biyokiitleler, ABE
fermantasyonunda kullanilmak {izere tiim biyokiitle (karbonhidrat, protein, vitamin,
mineral igerigi) olarak degerlendirilmistir. Yas ham biyokiitle C. beijerinckii DSMZ 6422
bakterisinin standart besiyeri igerisine destekleyici materyal olarak eklenmistir.

» C. beijerinckii DSMZ 6422 tarafindan en yiiksek biyobiitanol iiretiminin gerceklestigi
MA konsantrasyonu belirlenerek, bir sonraki asamada belirlenen MA konsantrasyonunda
gelistirilmis farkli mikroalgal biyokiitle konsantrasyonlarinin ABE fermantasyonunda

etkisi belirlenmistir.



Planlanan ¢alismada ulasilmak istenen nihai hedefler dogrultusunda,

 Literatiirde ilk kez ¢ay atiklarinin biyobiitanol tiretiminde ucuz bir ham madde olarak
kullanim etkinligi belirlenmistir.

* Literatiirde ilk kez endiistriyel MA’nin D. salina mikroalginin gelisimi iizerine etkisi
belirlenmistir.

* Mikroalg ham maddesi ile katkilanmis fermantasyon ortaminda mikroalgal

biyokiitledeki besin igeriginin ABE iiretiminde etkinligi tespit edilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Biitanoliin Genel Ozellikleri

Biitanol 4 karbonlu uzun zincirli ve farkli kimyasal yapilara sahip (n-biitanol, sec-biitanol,
tert-biitanol, and iso-biitanol) primer bir alkoldiir (Mack vd. 2016). Bu formlar arasinda
n-biitanol benzine yakin oktan sayis1 ve kendiliginden tutusma sicaklig1 nedeniyle tercih
edilmekte ve biyobiitanol olarak tanimlanmaktadir. Ayrica n-biitanol uzun yillardir ilag
ve kimya endiistrisinde kullanilan énemli bir {irin ve yan {irin olmustur. Potansiyel bir
biyoyakit olmasinin yaninda eterler, asetatlar, esterler ve plastiklestiriciler gibi kimyasal
tirtinlerin sentezi igin degerli bir ham madde ve ¢oziictidiir (Ranjan ve Moholkar 2012).
Bu nedenle biitanoliin bircok sektdrde kullanimi yiiksek diizeyde n-biitanol iiretimini

zorunlu kilmis ve liretim yollar1 ile ilgili ¢aligmalar tarih boyunca literatiirde yer almistir.

Biyobiitanol yiiksek enerji yogunlugu, benzine yakin oktan sayisi, suda diisiik
coziinlirlilk, diisiik buharlasma 1s1s1, yiiksek yogunluk, benzin ve dizele yakin
stokiyometrik oran ve benzin ve dizel ile kolay karigabilme gibi 6zelliklerine sahiptir
(Siwale vd. 2013). Ozelikle benzin ile benzer molekiiler yapiya sahip olmasindan dolayi
dizel ve benzin ile kolayca yiiksek oranlarda karigabilmektedir. Boylelikle yakit olarak
kullaniminda ara¢ motorlarinda modifikasyona gerek kalmamaktadir. Biyotitanoliin uzun
zincirli bir alkol olmasi yiiksek enerji yogunluguna sahip olmasini ve yakit performasinin
daha yiiksek olmasini saglamaktadir. Bunlarin yaninda diisiik buhar basinci sayesinde
ulasim ve depolama asamalarinda giivenlidir. Diisiik uguculuk o6zelligi ile degisken
sicaklik araliklarinda kavitasyonu azaltmaktadir (Zhen vd., 2020). Petrol kokenli benzin
ve dizele yakin stokiyometrik orana sahip olmasi, biyobiitanoliin yiiksek oranda yanarak
enerjiye donilisimiinii kolaylastirmaktadir. Sudaki diisiik ¢oziiniirliigii ile tasinma
esnasinda boru hatlarinda diisiik korozyon goriilmektedir (Zhen vd., 2020). Bu kapsamda
diinyada tiretim potansiyeli her gecen giin artan biyobiitanoliin kiiresel pazar biyiikligi
2020 yilinda 3.000 milyon galon olarak degerlendirilmistir. Ayrica Mordor Intelligence
verilerine gore biyobiitanoliin 2021-2026 tahmini yillarinda %8.5'in {izerinde bilesik
yillik biiyiime oran1 (CAGR) kaydetmesi beklenmektedir (Anonymous 2021). Ozellikle



diinyada biyobiitanol {iiretimine hakim olan Cin'de 15 milyon tonun {iizerinde
biyobiitanoliin (kiiresel biyobiitanol tiretiminin %60"4) iiretilecegi tahmin edilmektedir
(Mohapatra vd. 2020). Biiyiik olgekli tiretimlerine bakildiginda ilk olarak 2005 yilinda
Amerika merkezli DuPont ve British Petroleum sirketleri biyobiitanoliin liretimi igin
Oonemli yatinmlar yapmis ve 2007 yilinda iiretimlerine baslanmistir. Bu gelismeden
sonraki siiregte farkli tilkelerde de biiyiik 6l¢ekli biyobiitanol liretimi i¢in onemli adimlar

atilmistir (Veza vd. 2021).

Biyobiitanol, diinyada yiiksek oranda iiretim potansiyeli bulunan dizel ve etanole gére
daha avantajli 6zelliklere sahiptir. Biyodizel i¢in en 6nemli problem, fiziksel ve kimyasal
yapilarindan dolayr ara¢ motorlarinda modifikasyon yapilmadan direkt olarak
kullanimlar1 miimkiin degildir. Etanol ise diisiik enerjili ve suda ¢oziintirliigii yiiksek bir
yapiya sahiptir. Bu dezavantajlar géz 6niine alindiginda biyobiitanol, degerli 6zellikleri

sayesinde bu problemlerin tstesinden gelebilmektedir. Cizelge 2.1°de diger yakitlar ile

biyobiitanoliin karsilastirmasi verilmistir.

Cizelge 2.1 Fosil yakitlarin ve biyoyakitlarin fizikokimyasal 6zellikleri (Jin vd. 2011,
Obergruber vd. 2021)

Ozellik Dizel Benzin Etanol | n-biitanol
Molekiil formiilii C12Cus Cs—C12 CoHsOH | C4HoOH
Molekiiler agirhk 198.4 111.19 46.07 74.11
Enerji yogunlugu (MJ/L) 35.86 32 25 29.2
Setan sayisi 40-55 0-10 5-8 12.0
Oktan sayisi 20-30 80-99 108 96
Yogunluk 0.82-0.86 | 0.72-0.78 0.789 0.808
Suda ¢oziinebilirlik (25 °C
0.01-0.06 | 0.046-0.077 0 73
(9/L))
Kaynama noktasi (°C) 180-370 25-215 78.5 117.7
Stokiyometrik hava:yakit
14.3 14.7 9.02 11.21
orani
Viskozite (mm?/s (25 °C)) 1.94.1 0.4-0.8 1.07 2.63




Cizelge 2.1 Fosil yakitlarin ve biyoyakitlarin fizikokimyasal 6zellikleri (Jin vd. 2011,
Obergruber vd. 2021) (devam)

Yanicilik (%(v/v)) 1.5-7.6 0.6-8 3.3-19 | 14-11.2
Alevlenme noktasi (°C) 65-88 | —45to—38 14 35
Buhar basinci (kPa) 0.2-0.7 75 16.5 6
Otoalevlenme sicakhgi (°C) ~210 ~300 434 385

Oksijen icerigi (%) - - 34.8 21.6

Cizelgeye gore, diger yakitlara gore daha tistiin 6zelliklere sahip olmasi, onun kullanim
potansiyelinin yiikselmesini miimkiin kilmaktadir. Ayrica biyobiitanol yandiginda kiik{irt
ve nitrojen oksit gazi agiga ¢ikarmamaktadir. Bu anlamda biyobiitanoliin yakit olarak

kullanimi bir ¢ok ¢evresel probleminde ¢éziimiinii kolaylastiracaktir.

Biitanol iiretimi, kimyasal veya biyolojik olarak gerceklestirilebilmektedir. Tarihin belirli
donemlerinde biyokiitle tabanli biyobiitanol iiretiminde karsilasilan maddi problemler
cesitli sektorlerde kullanilan biitanoliin iiretimini petrokimyasal yollarla gerceklestirmeyi
zorunlu kilmigtir. Bu anlamda biyobiitanol olarakta tanimlanan n-biitanoliin endiistriyel
olarak ¢ogunlukla propilen oxo sentezi ile iretilmesinin yaninda, Reppe sentezi ve
etanolden biitanol iretimi yollar1 da kullanilmaktadir (Huzir vd. 2018). Bu yollar
kullanilarak c¢esitli alanlarda ham madde olarak kullanilan biitanoliin tedarigi

saglanmistir.

2.2 Tarihte Biitanol Uretimi

Biitanol tiretiminde petrokimyasal iiretime olan ilginin artmasindan 6nce 1861'de Louis
Pasteur tarafindan Aseton-Biitanol-Etanol (ABE) fermantasyonunun kesfedilmesiyle
biyobiitanol iiretimi gergeklestirilmistir (Panahi vd. 2023). Ardindan Fernbach patates
gibi biyokiitleleri kullanarak kendi izole ettigi mikroorganizmanin fermantasyon yolu ile
biyobiitanol tiretmis (Bhattacharyya vd. 2023) ve sentetik kauguk endiistrisinde bu {iretim

yolu farkli Oncii triinlerin eldesi i¢in kullanilmistir. Daha sonra bu fermantasyon



yonteminin kullanimi1 Pasteur’iin bir 6grencisi olan Chaim Weizmann’in 1912'da
Clostridium acetobutylicum'u (daha yiiksek verimli biyobiitanol iiretimi) izole etmesiyle
temelde aseton liretmek amaciyla baslamis ve I. ve II. Diinya Savasi sirasinda cephane
tiretiminde popiilaritesi yiikselmistir (Mehmood vd. 2023). Bunun yaninda fermantasyon
asamasinda 1 mol asetonun yaninda 2 mol biitanoliin agiga ¢ikmasi, ABE
fermantasyonunun ilerleyen yillarda otomobil endistrisinde 6nemli bir iriin olan
biyobiitanoliin tiretimi (hizli kuruyan cila olarak) i¢in kullanilmasinda énemli bir adim
olmustur. 1960 yilinin sonuna kadar, farkli biyokiitleler kullanilarak fermantasyon yolu
ile Amerika Birlesik Devletleri, Sovyet Sosyalist Cumhuriyetler Birligi, Cin, Avustralya,
Japonya ve Giiney Afrika gibi tilkeler yliksek miktarda biiyiik 6l¢ekli biyobiitanol tiretimi
gerceklestirmistir. Ancak II. Diinya Savasi sonrasi, daha ucuz bir yol olan petrokimyasal
tiretim sekili popiiler olmaya baslamis ve ABE fermantasyonu daha yiiksek maliyetten
dolay1 geri plana diismiistiir (Ranjan ve Moholkar 2012). 1980-1990 yillarinda solvent
olarak kullanimlarinin yogun olmasindan kaynakli olarak biyobiitanol {iretiminin
maliyetini azaltmak amaciyla akademik alanda ¢esitli arastirmalar yapilmaya baslamis ve
pilot {iretim tesisleri i¢in Onemli adimlar atilmistir. Ayrica son donemlerde farkli
biyokiitlelerin kullanim1 ve genetik miihendisligindeki gelismeler, yine Diinya’y1
biyobiitanol iiretiminde ABE fermantasyonunun kullanimina yoneltmistir. Bu baglamda
giinimiiz 2000 yillarina bakildiginda ise akademik alanlarda ¢aligmalara devam
edilmesinin yaninda biiyiik 6l¢ekli biyobiitanol iiretimine iligkin tesisler kurulmus ve
tiretimlerine devam edilmektedir. Biitanoliin tarihte iiretimi ve kullanimina iliskin zaman

akis semasi sekil 2.1°de goriilmektedir.

Substrat

Chaim maliyetlerinin
Louis Weizzman artmast ile
Pasteur tarafindan endiistiryel
tarafindan nisastayl dlgekte fosil Pilot
mikrobiyel substrat olaralc yakitlardan tesislerde ve
fermantas kullanabilen C. kimyasal akademik
von ile acetobutylicum iiretim diinyada
biitanol susunun stirecinin stirecin Ar-
tiretimi 1911 izolasyonu 1920 kullamlmas: 19401980 Ge'si 2000°Ier
Q O O @] O Q O O
1861 Fernbach 1912 Biitanoliin 1960 Endiistriyel 1980-1990 Biiyiik
tarafindan fermantasyon Sleekli sirketler
patates ana firtini iiretim tarafindan
nigastasind olarak ticari dleekli
an biitanol tiretilerek biitanol
iireten solvent olarak firetimi igin
susun kullanimi artan ilgi
izolasyonu

Sekil 2.1 Biitanoliin tarihsel gelisimi (Niemisto vd. 2013)



2.2.1 Biitanoliin petrokimyasal iiretim mekanizmalari

Biitanol kimyasal olarak temelde o0xo sentezi, reppe sentezi ve krotonaldehit

hidrojenasyonu yolu ile tiretilmektedir (Kazemi vd. 2019).
2.2.1.1 Oxo sentezi

Bu iiretim yontemi, olduke¢a ucuz, etkili ve verimlidir. Uretim siirecinin ilk asamasinda,
bir katalizor varliginda (rodyum veya rutenyum) uygun sicaklik ve basing kosullarinda
singaz (karbon monoksit+hidrojen) ve petrol tiirevi olefinler (C2Ha ve propilen (CsHg))
arasindaki bir reaksiyon ile aldehitler iiretilir. Uretilen aldehitler ikinci asamada, biitanol
izomerlerini tiretmek i¢in hidrojenlenir. Siire¢ sonunda yaklasik %98 verimle n-biitanol
tiretimi gergeklestirilir. Sekil 2.2 de oxo sentezi reaksiyonlar1 gosterilmistir (Chaudhari

ve Meshram 2021).

Katalizor

CH3;CH=CH2> a“ CH3;CH2CH2CHO + CHCHCHO

l CHs3
CH3;CH>CH->CH-0OH

Sekil 2.2 Biitanoliin 0xo sentezi ile tiretimi (Kazemi vd. 2019)
2.2.1.2 Krotonaldehit hidrojenasyonu

Krotonaldehit hidrojenasyon isleminde, bir alkalin katalizor varliginda asetaldehitten
uygun sicaklik ve basingta aldol yogunlagsmasi gergeklesir. Daha sonra asetik asit veya
H3POs ile asitlestirme sonucu dehidrasyon meydana gelir. Olusan Son iiriin krotonaldehit
damutilir ve bir Cu (bakir) katalizorii varliginda gaz veya sivi fazlarda hidrojenasyon
yapilir (Lee vd. 2022) (Sekil 2.3).
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Aldol ‘
yogunlagmasi Dehidrasyon

2CH,CHO = —— CH,CH(OH)CH,CHO — CH,CH=CHCHO + H,0
Hidrojenasyon l

CH,CH,CH,CH,OH

Sekil 2.3 Biitanoliin krotonaldehit hidrojenasyonu ile iiretimi (Kazemi vd. 2019)
2.2.1.3 Reppe sentezi

Reppe sentezinde 1-biitanol iiretimi igin, 100 °C ve 0.5-2 MPa basingta bir katalizor
varliginda CO ve H20O kullanilarak CsHe'nin karbonilasyonunu gergeklesir. Stireg
sonunda 86:14 oraninda 1-Biitanol ve 2-metil-1-propanol iretilir (Uyttebroek vd. 2015)
(Sekil 2.4). Ancak bu metod maliyet avantajli olmadig i¢in tercih edilmemektedir.

Katalizor

CH,CH=CH, — CH,CH,CH,CH,OH + CH,CHCH,OH + 2CO,
CO/ H,0 I

CH,

Sekil 2.4 Biitanoliin reppe sentezi ile tiretimi (Kazemi vd. 2019)
2.2.2 Biitanoliin biyolojik iiretim mekanizmalari

Biitanoliin biyolojik tiretimi mikrobiyel olarak dogal ireticiler olan bazi Clostridium
tirleri tarafindan gergeklestirilmektedir. Clostridium tiirleri gogunlukla zorunlu anaerob,
endospor olusturabilen, gram pozitif, c¢ubuk seklinde mikroorganizmalardir
(Cheawchanlertfa vd. 2020). Bu mikroorganizmalar ABE fermantasyonu yolu ile
biyobiitanol iretimini gerceklestirmektedir. ABE fermantasyonu asetojenik ve
solventojenik olarak iki fazda meydana gelmektedir. Asetojenik fazda, mikrobiyel
hiicreler biiyliyerek asetik asit, biitirik asit, karbondioksit ve hidrojen {iretilirken,
solventojenik fazda asitler, aseton, biitanol ve etanole doniistiirilmektedir. Sekil 2.5

fermantasyon sirasinda olusan fazlar1 gostermektedir.
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Glukoz
2 ADP 2NAD*
Vi S| I Nion

Laktat +——=——  DPiriivat

[

INADY 2INADH
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Asetat #—=p Azctil PO, t=—d Ascti] COA m—— A 5etal(ehil ee— Etanol
Y YON g Y

ADP ATP P CoA 1 NADH NAD* NADH NAD*

Asetoasetil CoA 4 Asetoseta! d=———p Aseton

NADH €0,
NAD*

3-hidroksibiitril CoA

/] NADH
H0 C
NAD*
Biitirat #=—=—p Biitiril PO 4=t Biitril CoA=—mm—p Biitiraldehit === Biitanol

[ (Y [ [

ADP ATP P CoA NADH NAD™ NADH NAD™

Asetojenik Faz
ze ] Jrualojuaajog

Sekil 2.5 ABE fermantasyonu sirasinda asetojenik ve solventojenik faz reaksiyonlari
(Abo vd. 2019)

Clostridium sp. tiirleri kendi gelisimleri igin ihtiyag duyduklari karbonu anaerobik
ortamda polimer formdaki seker kaynaklarmni enzimler yardimiyla pargalayarak ve
monomer hale doniistiirerek karsilamaktadir. Monomer forma doniistiiriilmiis sekerler ise
enerji ihtiyacini karsilamak amaciyla temel olarak Glikoliz (6C’lu sekerler i¢in) veya
Pentoz Fosfat yolu (5C’lu sekerler i¢in) ile Piriivat’a daha sonra ise yine enzimler
yardimiyla son iiriin olan aseton, etanol ve biitanole doniistiiriilmektedir (Liitke-Eversloh

ve Bahl 2011, Raganati vd. 2015).

2.2.2.1 Glikoliz (EMP)

Glikoliz yolu, ABE fermantasyonunda mikroorganizmanin en sik tercih ettigi yolaktir.
Burada 1 mol glukoz, once glukoz-6-fosfata fosforile edilir ve 2 mol piriivata
dontstiirtiliir. Olusan piriivat mikroorganizmanin metabolik ihtiyacina uygun enzimler
araciligryla farkli fermantasyon iirinlerine doniisiir (Sekil 2.6). Enerji ATP ve NADH

olarak depolanir.
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2.2.2.2 Pentoz fosfat yolu (PPP)

5 karbonlu pentoz sekerlerden piriivat {iretmek icin bu yol kullamlmaktadir. Ornegin 5
karbonlu ksiloz, ksiloz izomeraz enziminin yardimiyla D-ksiluloz formuna doniistiiriiliir.
Daha sonra bu iiriin fosforilasyona ugrayarak D-ksiluloz-5-fosfat olusturulur. D-ksiluloz-
5-fosfat, transketolaz ve transaldolaz yoluyla oksidatif olmayan pentoz fosfat yoluyla
dagilir ve sonugta daha fazla doniisiim igin EMP yoluna giren gliseraldehit-3-fosfat ve
fruktoz-6-fosfat tiretilir (Sekil 2.6).

Meyve ve
sebzeler

—p Fruktoz =———p Fruktoz-1-fosfat

FOSFOTRANSFERAZ SISTEMI|VE EMP YOLU

Nigasta hidrolizi Fruktoz- rukt. § Gliseraldehit i o
— Glukoz —»|Glukoz —— Glukoz-6-fosfat —— ¢ g 00 — 1,6 bis —p ’ —+ Pirivat 4—p | ETANOL
fosfat -3-fosfat BUTANOL
Seliloz
hidrolizi
- D-ksiluloz-
Seliloz ] —_
D-ks1luloz 5_fosfat
Transaldolaz ve
Lifli Ksiluloz kinaz iransketolaz
Biyokitle “ ——> Gliseraldehit-3-fosfat
Hemiseliloz —— Ksiloz§— D-ksiloz
Hemizeliiloz hidrolizi
PENTOZ FOSFAT YOLU

Sekil 2.6 Biyobiitanol iiretiminde glikoliz ve pentoz fosfat yolu (Ranjan ve Moholkar
2012)

2.2.3 Farkh karbon kaynaklarina gore metabolik yollar

Clostridium sp. tiirleri karbon kaynagi olarak kullanilan ham maddeye gore de farkli
metabolik yolaklar ile biyobiitanol iiretimi gergeklestirebilmektedir. Mikroorganizmalar
Glikoliz ve Pentoz Fosfat Yolu ile temel olarak nisasta, seliiloz, hemiseliiloz ve deniz
polisakkariti tabanli ham maddelerden elde edilen glukoz, galaktoz, ksiloz gibi sekerleri
katabolize ederken, seker kamigi gibi ham maddelerden elde edilen fruktozu, Pirivat
formuna doniistiikten sonra L-treonin amino asiti varliginda Gliserol-3-Fosfat Ketoasit

Yolu’nu kullanarak biyobiitanole doniistirmektedir. Lignoselillozik ve denizel
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biyokiitlelerin fizikokimyasal olarak gazlastirilmas ile elde edilen singazi ise, Asetil CoA

(Wood-Ljungdahl) Yolu’nu kullanarak biyobiitanole ¢evrilmektedir (Jang vd. 2012).

Belirtilen temel ve alternatif yollar kullanilirken, monomerlerin ¢esitli enzimler esliginde
izledigi mekanizmalar bulunmaktadir. Seliiloz ve sukroz gibi polimerik sekerlerin,
gliserol ve singaz gibi momonerik maddelerin metabolizmasi iizerinde literatiirde oldukca

durulmaktadir.

2.2.3.1 Seliiloz metabolizmasi

Seliilozik ve hemiseliilozik ham maddelerin (arpa, bugday, meyve kabuklari vb.)
metabolize edilebilmesi i¢in Oncelikle monomer yapilara parcalanmasi gerekmektedir.
Bu amagla, Clostridium sp. tiirleri sellodekstrin ve sellotetraoz varliginda endoglukonaz
enzimini kullanarak seliilozu sellooligosakkaritlere parcalamaktadir. Olusan bu maddeler
ise B-glikosidaz enzimi ile 6C’lu veya 5C’lu sekerlere donistiiriilerek Glikoliz veya

Pentoz Fosfat yoluyla metabolize edilmektedir (Virunanon vd. 2008) (Sekil 2.7).

endoglukonaz

1

|
|

I/II\J |

Sekil 2.7 Seliilozun mikrobiyel parcalanma yolu
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2.2.3.2 Sukroz metabolizmasi

Seker kamisi ve melas (seker kamisi atigl) sukroz igerigi yoniinden zengin ham
maddelerdir. Mikroorganizmalar, sukrozu monomerleri olan glukoz ve fruktoza
parcalamak icin Oncelikle hiicre zarindaki EIIl sukroz transferaz ve sukroz permeaz
enzimleri ile sukroz-6-fosfat’a, daha sonra fruktoz-6-fosfat ve glukoz-6-fosfat’a
doniistiirerek Glikoliz yolu ile metabolize etmektedir (Tangney ve Mitchell 2000) (Sekil
2.8).

Sukroz Glukoz Fruktoz
| Hicre disi
ﬁ : :‘
H v Hicre i¢
)
—_— > Glukoz-6-P
1
Sukroz-6-P =+ e \l/
1
S8 Ly Fruktoz -# Fruktoz-6-P EMP Yolu
Pirtivat
L
K adhE2
Asetat a Asetil~P op—taAsetil{oA e 'E-p Asetilaldehit — Etanol
ATP mll NADH NADH

Asetoasetil-CoA

hbd }/ NADH
cat1

3-hidroksibdtiril-CoA

cn P H,0
Crotonil-CoA
bed NADH
etfAB
adhE2 bdh
Biitirat Butiril-CoA r‘" Biitiraldehit r Butanol
NADH NADH

Sekil 2.8 Sukrozun mikrobiyel par¢alanma yolu (Zhang vd. 2017)

2.2.3.3 Gliserol metabolizmasi

Ozellikle biyodizel endiistrisinde agiga cikan gliserol Clostridium sp. tiirleri tarafindan
metabolize edilerek biyobiitanol iiretiminde kullanilabilmektedir. Gliserol temel olarak
Dihigroksiaseton yolu ya da Gliserol-3-Fosfat Yolu ile metabolize edilmektedir.
Dihigroksiaseton yolunda gliserol, Gliserol dehidrojenaz enzimi ile Dihigroksiaseton’a
doniistiiriildiikten sonra Ketoasit yolunu izleyerek biitrilaldehit’e ve daha sonra biitanole

doniistiiriilmestedir. Gliserol-3-Fosfat yolunda ise gliserol, gliserol kinaz enzimi ile
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Gliserol-3-Fosfat’a, bu iiriin ise Gliserol-3-Fosfat dehidrojenaz ile Dihidroksiaseton
fosfata c¢evrilerek ayni ketoasit yolu ile biyobiitanole dontistiiriilmektedir (Yazdani ve
Gonzalez 2007 ) (Sekil 2.9).

ﬁ Gliserol ﬂ gliserolkinaz
dehidrojenaz

' [ | GLY3P
. dehidrojenaz

Sekil 2.9 Gliseroliin mikrobiyel par¢alanma yolu
2.2.3.4 Singaz metabolizmasi

Singaz metabolizmasinda Clostridium sp. tiirleri Asetil CoA (Wood-Ljungdahl) yolunu
kullanmaktadir. Cesitli ham maddelerin biyokiitlelerinin fizikokimyasal olarak
gazlastirilmasi ile olusan CO’1, karbon monoksit dehidrojenaz (CODH) enzimi ile CO2’e
katalize ederek, tetrahidrofolat bagimli enzimler ile bir metil grubuna indirgemektedir.
Bu reaksiyon sonucu olusan metil, karbonil ve CoA gruplari, asetil-CoA sentaz (ACS) ve
CODH'den olusan enzim kompleksi ile birleserek  Asetil-CoA  {iretimi
gerceklestirmektedir.  Asetil-CoA, fermentatif  yolu izleyerek  biyobiitanole
dontstiirebilmektedir (Kopke vd. 2010) (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10 Singazin mikrobiyel pargalanma yolu (Abubackar vd. 2015)

2.3 Biyobiitanol Uretiminde Kullanilan Mikroorganizmalar

Biyobiitanol tiretimi dogal siiregler ile sadece bazi Clostridium sp. tiirleri tarafindan
gerceklestirilmektedir. Clostridium sp. tiirleri Gram pozitif, endospor olusturan
cogunlukla anaerobik bakterilerdir (Lee vd. 2008). Pentoz, heksoz, nisasta, seliiloz,
hemiseliiloz gibi polisakkaritleri fermente edebilirler. Fermantasyon iiriinleri, biitirik asit,
asetik asit, biitanol, aseton, etanoldiir. Cogu tiirii dogal olarak gesitli polimerik seker
yapilarini pargalayabilen amilazlar, glukosidazlar, hemiseliilaz, ksilanaz ve seliilaz gibi
enzimleri sentezleyebildigi igin biyoyakit {iretiminde 6nemli bir potansiyele sahiptir
(Ezeji vd. 2007, Kiyoshi vd. 2015, Ou vd. 2017). Bu nedenle, Clostridium tiirleri, ¢ogu
etanol lireten mikroorganizmadan (yalnizca heksozlar1 fermente edebilenler) farkli olarak
lignoseliilozik ham maddelerden hem hemiseliiloz kaynakli pentozlart hem de seliiloz
kaynakli heksozlar1 fermente etmek i¢in avantajlidir (Amiri ve Karimi 2018). Bu
Ozellikleri mikrobiyel gelisim ve biyobiitanol iiretimi i¢in kullanilan karbon

kaynaklarinda se¢ici davranmamayi saglamaktadir.

C. acetobutylicum ve C. beijerinckii biyobiitanoliin mikrobiyel iiretiminde en ¢ok
kullanilan tiirlerdir. Literatiirde o6zellikle farkli karbon kaynaklar1 kullanilarak

biyobiitanol liretimi ile alakali yapilan ¢alismalarda siklikla tercih edilmektedirler.
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C. saccharobutylicum, C. saccharoperbutylacetonium ve C. pasteurianum literatiirde sik

olmasa da yliksek biyobiitanol iiretim kapasitelerinden dolay1 dikkat ¢cekmektedir.

C. ljungdahlii ve C. butyricum gibi Clostridium tiirleri, aseton ve butanol tiretimi igin
sirasiyla singazi ve hemiseliiloz kullanma kapasitesine sahiptir (Richter vd. 2016, Pattra
vd. 2008).

ABE fermantasyonu, bilinen en eski fermantasyon tiirlerinden biridir. Ancak,
fermantasyonda tiretilen biyobiitanoliin Clostridium tiirlerinde yiiksek toksisiteye sebep
olmasi, bu fermantasyon sekilinin genis Ol¢iide kullanimi etkilemektedir. Ayrica,
fermantasyonda kullanilan yiiksek substrat ve seker konsantrasyonu da yine biitanol
tretimini etkilemektedir (Visioli vd. 2014). Bu anlamda, bu problemlerin iistesinden
gelmek igin solventojenik Clostridium tiirlerinde genetik modifikasyon uygulamalari
(heterojen gen ekleme, yok etme, yiiksek ekspiresyon gibi) son zamanlarda dikkat
cekmektedir. Ayrica bu tiirlerin tiretim zorluklarindan kaynakli olarak Escherichia coli,
Saccharomyces cerevisiae gibi iyi bilinen mikroorganizmalarin genetik manipiilasyonlari
ile endiistriyel biyobiitanol tiretiminindeki sorunlar giderilebilmektedir (Pugazhendhi vd.
2019).

2.4 Biyobiitanoliin Uretim Asamalari

Mikroorganizmalar tarafindan biyobiitanoliin eldesi etkin ve Onemli bir siireci
kapsamaktadir. Bu siireg, ham madde, on islem, fermentasyon ve iriin eldesi
asamalarindan  olugsmaktadir. Sekil 2.11’de  biyobiitanol iiretim asamalari

gosterilmektedir.
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Sekil 2.11 Biyobiitanol iiretim asamalari

Uretim siirecinde her bir basamagm o6nemi biiyiiktiir. Ciinkii fermantasyon igin
kullanilacak karbon kaynagi, bu karbon kaynaginin etkin bir sekilde kullanilabilmesi igin
fermente edilebilir forma doniligsmesi ve tiretimi gergeklestirecek olan mikroorganizmanin

etkinligi tiretim stirecinde dikkat edilmesi gereken noktalardir.

2.4.1 Ham maddeler

Tarihte ABE fermantasyonunun kesfinden 1980 yilina kadar biyobiitanoliin mikrobiyel

liretimi, patates, misir, bugday, cavdar ve melas gibi ham maddeler ile
gergeklestirilmigtir. Ancak petrokimyasal iiretimin ¢ok daha maliyet avantajli bir siire¢
olmasindan dolay1 bir siire, biyokiitle tabanli biyobiitanol tiretimine ara verilmistir.
Bununla birlikte, her gegen giin azalan petrol rezervleri ve olduk¢a degisken bir ham
petrol fiyati nedeniyle akademik ve endiistriyel diinya tekrar mikrobiyel biyobiitanol
tiretimine yon vermistir. Boylece literatiirde alternatif daha ucuz fermantasyon
substratlar1, gelistirilmis kiltivasyon teknikleri, genetigi degistirilmis suslar ve daha
verimli iirlin saflagtirma yoOntemleri iizerine arastirmalar yerini almaya baglamistir
(Ranjan ve Moholkar 2012). Bu anlamda, biyobiitanol iiretimini olduk¢a ucuz ve verimli
hale getirmek i¢in yeni ham madde arayislari iizerine yapilan ¢alismalar yapilmakta ve

bu ¢aligmalarda dort farkli biyobiitanol liretim nesili degerlendirilmektedir.
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2.4.1.1 Birinci nesil biyobiitanol iiretimi

Birinci nesil ham maddeler yiiksek nisasta ve sukroz igerigine sahip gida olarak tiiketilen
misir, bugday, seker kamisi gibi biyokiitlelerdir. Biyoyakit iiretimi i¢in bu biyokiitlelerin
karbon kaynagini i¢eren tohum, kok ve govde gibi kisimlart kullanilmaktadir. Bu ham
maddeler nisasta bitkileri ve seker (sukroz) bitkileri olmak tizere 2’ye ayrilabilir. Misir,
patates, manyok, bugday gibi bitkiler yiiksek nisasta icerigine sahiptir. Bu bitkiler
Ozellikle biyobiitanol tarhinin ilk yillarinda fermantasyonda siklikla kullanilmaktaydi.
Bununla birlikte misir biyoyakit tiretiminde tarih boyunca siklikla kullanilmasina karsin,
bugday piring gibi gida olarak tiiketilen bitkilerin yakit tiretiminde kullanimi kisith
kalmistir. Seker kamisi, seker pancari, tatli sorgum gibi iriinler ise yiiksek sukroz
iceriklerinden dolay1 seker bitkileri olarak kabul edilmektedir. Yine bu bitkilerde
biyobiitanol {iretim igin olduk¢a sik kullanilmaktadir. Birinci nesil biyokiitle kullanilarak
tiretilen biyobiitanol yiiksek verimli olmasina ve basit 6n islem metodlar1 kullanilmasina
karsin, bu ham maddelerin yenilebilir olmalar1 gida kithigina ve rekabetine sebep
olmaktadir. Rekabet ise, bu mahsullerin fiyatlarinda 6nemli artiglara neden olmaktadir.
Ayrica {iiretimleri i¢in ¢ok biiyiik alanlara ihtiyag duyulmaktadir. Bu nedenle
biyoyakitlara olan talebin artmasi, bu ham maddeleri iretim semasi agisindan

stirdiiriilemez hale getirmektedir.

2.4.1.2 ikinci nesil biyobiitanol iiretimi

Ikinci nesil ham maddeler yenilebilir olmayan, lignoseliilozik biyokiitleleri ve farkli
alanlardan kaynaklanan atiklari (zirai, endiistriyel, belediye vb.) icermektedir. Piring
samani, talag, meyve atiklari, gida endiistrisinden aciga ¢ikan atiklar, evsel atiklar bu grup
igerisinde yer almaktadir. Ikinci nesil ham maddelerin biiyiik cogunlugunu lignoseliilozik
karakterli biyokiitleler olugturmaktadir. Bu ham maddeler bol miktarda bulunan ve sivi
ve gaz biyoyakitlarin siirdiiriilebilir iiretimini destekleme kabiliyetine sahip ekonomik
kaynaklardir (Nanda vd. 2015). Lignoseliilozik ham maddeler lignin, hemiseliiloz ve
seliiloz olmak tizere farkli bilesenlerden olusmaktadir. Bu yap1 onu karmasik ve direncli

hale getirmektedir.
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Seliiloz, B-1,4 bag ile birbirine baglanan glukoz molekiillerinin meydana getirdigi alt
birimlerden olusan polimerdir (Sekil 2.12). Bu yap1, olusan seker omurgasindan ayrilan
-OH gruplarmin diger seliiloz yapilari ile hidrojen baglar1 olusturmasini kolaylastirmakta
ve boylelikle etkili bir sekilde yapistirma ve gerilme mukavemeti olusuturmaktadir
(Aldred 2008). Boylelikle 6zellikle bitki hiicre duvarlari sert bir forma kavusmaktadir.
Ayrica, Seliiloz polimerleri hemiseliiloz ve ligninle meydana gelen matriks ile sik bir
sekilde tutulmaktadir. Yine bir karbonhidrat monomerlerinden olusan hemiseliiloz yapisi
ise, seliilozdan farkli olarak arabinoz, mannoz, galaktoz, glukoz ve ksiloz gibi sekerlerden
olusmaktadir (Benaimeche vd. 2020) (Sekil 2.12). Hemiseliilozlarda glukoz birimlerinin
polimerizasyon derecesi, selillozdan ¢ok daha diisiik olan 100-200 birim araligindadir.
Genel olarak, amorf yapida, yumusak ve seyreltik asit, baz veya hemiseliilaz enzimleri
tarafindan hidrolize edilebilir (Kumar ve Dixit 2021, Barton ve Meth-Cohn 1999).
Lignoseliilozik biyokiitleyi olusturan bir diger ana yapi olan lignin, seliilozdan sonra
diinyada en yaygin bulunan biyopolimerdir (Ko vd. 2016). Lignin, polifenolik bir
malzemedir ve bitki hiicre duvarindaki ana bilesenlerden biridir. Biyosentezi, ii¢
fenilpropanoid monomerin, (p-kumaril alkol, koniferil alkol ve sinapil alkol)
polimerizasyonu yoluyla gerceklesir (Azadi vd. 2013) (Sekil 2.12). Ligninin yapisi,
monolignoller ii¢ boyutlu agda birka¢ baglanti yoluyla baglandigindan son derece
karmasiktir ve hidroksisinnamik asitler ve flavonoidler gibi ek lignin bilesenleri yapiyi
daha da karmagik hale getirmektedir (Katahira vd. 2018). Lignin yapisinin arasindaki
baglantilar incelendiginde temel olarak p-O-4, B-B, B-5 ve 5-5 birimleri,
dibenzodioksosin, spirodienon ve benzodioksan yapilart bulunmaktadir (Pu vd. 2008).
Ayrica nadir olarak o-O-4 ve B-1, 4-O-5 difenil gibi diger baglantilar vardir. Her
baglantinin goreli bollugu, biyokiitlenin tiiriine, lignin tipine ve izolasyon yontemine

baghdir.

Seliiloz ve hemiseliiloz yapilarini saran lignin, olduk¢a dayanliklidir ve yer aldig1 yapiy1
fiziksel ve biyolojik saldirilara kars1 korumaktadir. Bu inat¢1 yapinin pargalanmasi igin
cok daha karmasik ve sofistike islemlerin uygulanmasi gerekmektedir. Uretim siirecinin
maliyetinin %40°‘indan fazlasini on islem siirecleri olusturmaktadir (Salehi Jouzani ve
Taherzadeh 2015). Bu durum lignoseliilozik ham maddelerin biyoyakit iiretiminde

kullanimini kisitlayan en 6nemli problemdir. Tiim bunlarin yaninda lignoeliilozik ham
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maddelerin gida olarak tiiketilmemeleri, birinci nesilde oldugu gibi gida rekabetini
ortadan kaldirmaktadir. Ayrica lignoseliilozik biyokiitlelerin ve atik olusturabilecek
stoklarin  kullanim1 ¢ok yonliidiir ve bu nedenle olduk¢a yiiksek miktarlarda
uiretilebilmektedir. Boylelikle yakit iiretiminde stok sinirlamasinin 6niine gegilmektedir.
Bununla birlikte, cesitli faaliyetler sonucu agiga ¢ikan atiklarin, biyoyakit iiretiminde
etkili bir sekilde kullanimi, gevre agisindan problem olusturabilecek bu kalintilarin
ortadan kaldirilmasina yardimei olacaktir. Ikinci nesil biyokiitlelerden lignoseliilozik ham
maddeler besin igerigi yiiksek (karbonhidrat, protein, lipid, mineral, vitamin vb.)

yapilardan olusmaktadir.
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Sekil 2.12 Lignoseliilozik biyokiitle yapist (Khan vd. 2022)

2.4.1.3 Ugiincii nesil biyobiitanol iiretimi

Fotosentetik bakteriler ve mikroalgler, biyoyakit iiretiminde yiiksek lipid, karbonhidrat
veya protein igeriklerinden dolayr essiz bir ham madde kaynagi olarak kabul
edilmektedir. Ayrica birinci ve ikinci nesil ham madde kaynaklarimi olusturan karasal

bitkilerin aksine, daha yiiksek fotosentez aktivitesi ve hizli biiylime gibi nedenlerden
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dolayr alternatif biyoyakit ham maddesi olarak son donemlerde Onemli bir ilgi
gdormektedir. Ozellikle ikinci nesil ham maddelerin en biiyiik dezavantajim olusturan
lignin igerigi ve bu yapinin par¢alnamasi sonucu agiga ¢ikan inhibitér maddeler, algal
biyokiitle yapisinda ya hi¢ bulunmamakta ya da oldukga diisitk miktardadir (Huzir vd.
2018). Karasal bitkiler gibi, biiyiimeleri igin biilyiik kiiltivasyon arazilerine ve tarim

tirtinlerine ihtiya¢ duyulmadan, reaktorler araciligiyla yiiksek oranda tiretilebilmektedir.

Algler diinyanin en eski yasam formlar1 olarak kabul edilen ve boylelikle ¢ok cesitli
ekosistemlerde yasamaya adapte olabilme yetenekleri olan organizmalardir. Cesitli
cevresel (atik sular, aci, tuzlu, kiyr sular) (Gouveia 2011) ve mevsimsel degisikliklere
uyum saglayabilmektedir. Mikroalgler dogal kosullarda, havadaki CO: kullanarak,
yiksek oranda CO. seviyelerini (150.000 ppmv'ye kadar) tolere ederek
kullanabilmektedir (Brown 1996). Bu durum sera gazi emisyonunun temel kaynagi olan
CO2’in emisyonunu etkili bir sekilde azaltmaktadir. Ayrica yiikksek CO. fikse etme
yetenekleri, onlart karasal bitkilerden daha verimli fotosentetik organizmalar
yapmaktadir (Nigam ve Singh 2011). Mikroalgler fotosenetik olarak fotoototrofik gelisim
gostermelerinin yaninda heterotrofik, fotoheterotrofik ve miksotrofik olarakta kiiltive

edilebilmektedir (Patel vd. 2020).

Fotoototrofik gelisim, bityiime metabolizmasi igin enerji olarak 1518 ve kimyasal enerji

olusturmak icin karbon kaynagi olarak CO: gibi inorganik maddelerin kullanildig:
kiiltivasyon kosuludur. Bu kosulda mikroalglerin biyoyakit {iretimi i¢in lipid iceriklerini
artirmak amaciyla nitrojen ve besin smirlamasi yoluyla arastirmalarin yapildig
caligmalar mevcuttur. Diger gelisim kosullarina gore, fotoototrofik gelisim kosulunda,
kontaminasyon riski daha diisiik oldugu i¢in acik havuzlarda iiretim sistemlerinde
cogunlukla bu gelisim kosulu tercih edilmektedir. Ancak biyokiitle {iretkenlikleri diisiik

ve lretim siireleri uzundur (Abreu vd. 2012)..

Heterotrofik gelisimde, enerji ve karbon kaynagi olarak organik bilesikler biiylime

metabolizmasinda kullanilmaktadir. Buna gore bu kosulda herhangi bir 151k kaynagi

mevecut degildir. Bazi mikroalg tiirleri hem fotoototorofik hem de heterotorofik
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kosullarda gelisebilmektedir. Bu durum 6zellikle, mikroalgal biyokiitlenin biiyiik 6lgekli
tiretimi sirasinda kullanilan fotobiyorektdrlerde 151gin yetersiz kalmasit durumlarinda,
tercih edilebilir bir iiretim seklidir. Ayrica bu gelisim sekli ile baz1 mikroalglerde daha
yiiksek biyokiitle ve lipid birikiminin elde edildigi gosterilmistir (Xu vd. 2006). Ancak
hem 151k hemde karbon kaynagi olarak kullanilan organik maddenin agik iiretim

sistemlerinde kontaminasyona sebep olmasi heterotrofik kosulun en biiyiik problemidir.

Miksotrofik gelisim i¢in mikroalgler enerji kaynagi olarak 1s1k veya organik bilesikleri,

bliylime icin karbon kaynagi olarak hem inorganik hem de organik bilesikleri
kullanmaktadir. Bu gelisim seklinde fotosentetik ve solunum metabolizmasi aktiftir. Isik
kaynagina ihtiyag duymadan ortamdaki karbon kaynaklarini kullanarakta enerji ihtiyacini
karsilamaktadir. Bu durum, mikroalgi fotosentetik kapasiteye daha az bagimli hale
getirmektedir (Pang vd. 2019). Ote yandan, miksotrofik kiiltiirlerde heterotrofik
biiyiimeden farkli olarak fotoototrofik kiiltiirlerde oldugu gibi 151k kaynakli metabolitlerin
tiretilmesi miimkiindiir (Castillo vd. 2021). Miksotrofik kosulun avantajlari, hem
fotosentez hem de biiylime substratlarindan bagimsiz olmasidir. Miksotrofik gelisim,
canli bir sistemin homeostatik yapisinin ve islevinin, ekolojik durumu dengeleyen
biyotanin kimyasal, fiziksel ve organik aktivitesi ile desteklendigi ekolojik su kiitlelerinde
siklikla gortilmektedir (Mohan vd. 2015). Bununla birlikte miksotrofik gelisim kosulu,
tim tiirlerde goriilmemekle birlikte, D. salina, Chlorella sp., C. protothecoides, C.
vulgaris, Nannochloropsis salina, N. oleocabundans, N. gaditana, Haematococcus sp.,
Botryococcus braunii, Asterarcys sp. gibi tiirlerde biyokiitle iiretimi miksotrofik kosulda
iyilestirilmektedir (Castillo vd. 2021).

Alglerde, metabolik yolaklarda gerceklesen tasima islemleri sirasinda yiiksek oranda
enerji tiikketilmektedir. Buna gore, fotoototrofik ve heterotrofik kiiltiirlerde 151k veya bir
karbon kaynag1 olmak iizere tek bir enerji kaynagi vardir. Ancak, miksotrofik kiiltiirde
ATP fiiretimi i¢in hem 151k hem de karbon kaynagi kullanilmaktadir. Burada 151k,

gelismenin erken evresinde ana kaynagi olusturmaktadir (Mohan vd. 2015).
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Bu gelisim seklinde yiiksek oranda biyokiitle ve c¢esitli bilesikler elde edilebilmesine
ragmen, Uretim esnasinda kontaminasyon riskini en aza indirmek icin kapali
biyoreaktorlerin kullanilmas1 veya kontaminasyonu engelleyici Onlemlerin alinmasi
gerekmektedir. Bu durum maliyet a¢isindan dezavantaj olusturmaktadir. Ancak, D. salina
gibi halofilik 6zellikteki mikroalglerin iiretimleri sirasinda yiiksek tuz oranina sahip
ortamlarin kullanilmasinin kontaminasyon riskini azaltabilecegi ve ek maliyetleri ortadan

kaldirabilecegi diistintilmektedir.

Fotoheterotrofik gelisim, foto-asimilasyon, foto-organotrofi veya foto-metabolizma

olarak da bilinmektedir (Mata vd. 2010) ve bu kosulda mikroalgler bir 151k varliginda
karbon kaynagi olarak organik bilesikleri kullanmaktadir. Fotoheterotrofik ve
miksotrofik yetistirme arasindaki en biiylik fark, fotoheterotrofik biiylime sirasinda enerji
amaciyla 15181 mevcut olmasi gerekirken, miksotrofik yetistirmede bu amaca hizmet
etmek i¢in organik bilesikler kullanilabilmektedir. Bu nedenle, fotoheterotrofik

yetistirme ayni1 anda hem sekere hem de bir 151k kaynagina ihtiyag duyar.

Uciincii nesil biyobiitanol iiretiminde diisiik iiretkenlik, iiretim siirecindeki maliyetler ve
zorluklar (enerji geri kazanimi, hasat, karbon kaynagi, altyap:r ve karigtirma) hakkinda
heniiz yeterli bilgiye sahip olunmamasi ve arastirilmaya gerek duyulmast bu ham

maddelerin dezavantajlarin1 olusturmaktadir (Huzir vd. 2018, Dutta vd. 2014).

2.4.1.4 Dordiincii nesil biyobiitanol iiretimi

Dérdiincii nesil biyoyakit iretimi, biyoyakit iiretiminde kullanilacak olan organizmalarin
(mikroorganizma, ham madde vb.) istenen Ozelliklerini artirmak igin genetik
miithendisliginin kullanimin1 kapsamaktadir. Fazla miktarda seker cesidi icerme, daha
fazla lipid iiretme, fotosentez oranini artirma, inhibe edici maddelere toleransi artirma,
metabolik akigi  biyoyakit {iretimine yonlendirilme gibi ¢esitli  o6zelliklerin

gelistirilmesinde bu tiretim sekli kullanilmaktadir (Cavelius vd. 2023).

25



Biyobiitanol iretiminde Clostridium tiirleri dogal fireticiler olarak literatiirde yer
almaktadir. Ancak bu tiirlerin genellikle daha yavas biiyiime oranlarina, daha diisiik
iiretim titrelerine ve verime sahip olmasi, bu tiirlerin genetik miihendisligi ile yeniden
yapilandirilmasin tesvik etmektedir. Ancak, bu tiirler i¢in yeterli genetik miihendisligi
araclarinin olmamasi, yollarin bilinmeyen endojen diizenlemesi, etkisiz genetik
elementler, cesitli karbon kaynaklarmin kullanilamamasi, metabolik aktivitelerin
evrimsel kaybi, inhibit6rlerin varligi, redoks potansiyeli, biitanoliin neden oldugu
hiicresel toksisiteye karsi toleranssizlik bu yerli tireticilerin miihendisliginin yapilmasini
zorlastirmaktadir (Lee vd. 2008). Bununla birlikte metabolik yol miihendisligi ile
dordiincii nesil biyoyakit {iretimi igin genetik olarak izlenebilir model organizmalarda (E.
coli, S. cerevisiae vb.) biyoyakit sentez yollarinin yeniden yapilandirilmas: saglanmistir
(Malik vd. 2021). Boylelikle, dogal iireticilerde karsilasilan problemlerin en aza

indirilerek biyobiitanol iiretiminde belirgin derecede iyilestirilme saglanabilmektedir.

Dordiincii nesil biyobiitanol iretimi yiiksek verimli ve etkili bir yontem olmasinin
yaninda, biyoyakit iiretimi i¢in heniiz yeni olmasi negatif dzelligini olusturmaktadir

(Karthick ve Nanthagopal 2021).

2.4.2 Ham maddelerde uygulanan 6n islem yontemleri

Biyoyakit iiretiminde mikroorganizmalar fermantasyon siirecinde ham maddeleri etkili
bir sekilde kullanilabilmeleri i¢in, yapilarindaki monomerik sekerlerin agiga ¢ikarilmasi
gerekmektedir. On islem maliyeti kullanilan yonteme gore degismekle birlikte, biyoyakit
iiretim silirecinin 6nemli bir boliimiinii olusturmaktadir. Ham maddenin maliyeti,
biyoyakitlarin satis fiyatlarinin %40-%70’ni olusturmaktadir (Srirangan vd. 2012). Bu
nedenle kullanilacak teknigin uygun maliyetli olmasi ve etkili sonuglar elde edilmesi
beklenmektedir. On islemler fiziksel, kimyasal, fiziko-kimyasal ve biyolojik yontemler
olarak 4’¢ ayrilabilmektedir. Sekil 2.13 ve 2.14de lignoseliilozik ve ligiincii nesil ham
maddelerin 6n islem 6rnegini gosterilmektedir. Lignoseliillozik ham maddelerde, seliiloz
ve hemiseliilloz yapisinin saran direngli lignin yapisinin parcalanmasi1 fermantasyon

stirecinde olduk¢a onem arz etmektedir. Bu nedenle segilen yontemin seliilloz ve
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hemiseliiloz yapisini yiiksek oranda ortaya ¢ikartan Ozellikte olmasi gerekir. Bununla
birlikte, algal hiicreler cogunlukla sert hiicre duvar1 yapisina sahip olmayan ve ¢cogu lignin
icermeyen organizmalar olduklari i¢in seker formlarinin aciga ¢ikarilmasi daha kolay bir
stireci olusturmaktadir. Bunlar 15181nda, secilen 6n islem yontemi her zaman kullanilan
ham maddenin yapisal Ozelliklerine gore degisebilir ve hatta kombine 6n islem

yontemleri (kimyasal+biyolojik, fiziksel+kimyasal gibi) kullanilabilir.
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Sekil 2.14 Mikroalgal biyokiitlenin 6n islemi (Bhatia vd. 2022)

27



2.4.2.1 Fiziksel on islemler

Bu yontem, genel olarak ham maddenin boyutunun ve yiizeyinin kiigiiltiilmesi amaciyla
cesitli mekanik ve el aletleriyle kesme, yontma, 6gilitme islemlerini kapsamaktadir.
Ogiitme, dondurma, piroliz, sikma (ekstriizyon) ve radyasyon fiziksel on islem
yontemlerinden bazilaridir (Cheah vd. 2020). Bu yontemlerin se¢imi ham maddenin
boyutuna, nem igerigine, fiziksel Ozelliklerine ve enerji gereksinimine gore
yapilmaktadir. Bununla birlikte, fiziksel 6n islemler yliksek spesifik enerji talebine sahip

olduklarindan ¢ok avantajli degildir (Karthick ve Nanthagopal 2021).

Boyut kii¢iiltme (6giitme), ¢esitli mekanik yontemleri igeren (bilyeli 6giitme, merdaneli
ogiitme ve ezme gibi), ham maddede bulunan seliiloz yapisinin kirtlmasini saglayan bir
yontemdir (Yuan vd. 2014). Hem lignoselillozik hem de algal biyokiitlelerin
kiigiiltiilmesinde bu yontem tercih edilebilmektedir (Sankaran vd. 2020). Bu yontemle
reaksiyon verimlerinin belirgin derecede arttig1 literatiirde belirtmektedir. Bunun

yaninda, 6glitme isleminde yiiksek enerji tiiketimi 6nemli dezavantajlarindan biridir.

Piroliz, lignoseliilozik biyokiitlenin yiiksek sicakliklarda (>300°C) gaz halindeki
bilesenlere ve odun komiiriine doniistiiriilmesi ve daha sonra seyreltik asit muamelesi ile
odun komiirii haline getirildigi bir islemdir. Islem sonras1 siiziilen su, yiiksek oranda

glukoz icermektedir (Shafizadeh ve Bradbury 1979).

Sikma 6n isleminde lignoseliilozik biyokiitlenin lifleri 300°C'nin tizerindeki sicakliklarda
kesme ve karistirma kombinasyonu ile termo-fiziksel olarak ¢ikarilmaktadir. Sikma
makinesinde biyokiitle sicaklik ve basing artisina neden olarak vida ve kovan arasinda
biiylik bir kesme kuvveti olusturmaktadir (Maurya vd. 2015). Boylelikle, ¢esitli biyokiitle
tirlerinden seker geri kazanimini 6nemli olglide artirmaktadir (Sankaran vd. 2020).
Ancak, yiiksek miktarda enerji ve isletme maliyeti gerektirdigi icin, ticari olarak

Ol¢eklendirilmesi zordur.
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Radyasyon on isleminde lignoseliilozik veya algal ham madde igerisindeki Kimyasal
baglar yiliksek enerjili radyasyonlar ile kirilmaktadir. Bu radyasyonlar, ligninin
parcalanmasinda, seliillozun kristal yapisinin bozulmasinda ve hemiseliilozlarin
hidrolizinde onemli degisimlere sebep olmaktadir (Chaturvedi ve Verma 2013).
Genellikle mikrodalga, elektron 1sin1, gama 1sinlari ve ultra sonikasyon olmak iizere dort
farkli radyasyon yontemi bulunmaktadir. Burada mikrodalga radyasyonu, 1sinma sonucu
ham maddenin seliilozik bilesenlerinde basing olusturmaktadir (Nandhini vd. 2023). Bu
yontem, yliksek verim, diisiik maruz kalma siiresi, ¢evre dostu, az inhibitor iiretimi gibi
avantajlara sahiptir. Ultrasonikasyon ise, lignoseliloz yapisina saldiran ve lignin
kimyasal baglarimi kiran oksitleyici radikaller iiretmektedir. Daha sonrasinda, yiiksek
sicaklik ve basinca sahip baloncuklar bu direncli yapiya zarar vererek énemli bir kirilma
saglamaktadir (Shirkavand vd. 2016). Bu nedenle yiiksek lignin i¢eren yapilarda bu

yontem kullanimi etkilidir.

Dondurma 6n isleminde ise, hiicre igine difiize olmus suyun diisiik sicakliklarda sivi
formdan kati forma gecerken hacminin artmasi ve bdylelikle hiicre duvarlarim
parcalamasi temeline dayanmaktadir (Rooni vd. 2017). Oldukga ucuz, ¢evre dostu ve
inhibitér madde olusumuna sebep olmayan bir yontem olmasi onun en biiyiik

avantajlarindadir.

2.4.2.2 Fiziko-kimyasal 6n islemler

Fiziksel ve kimyasal yontemlerin kombinasyonu, lignoseliilozik ve algal biyokiitlenin
pargalanmast i¢in &n islem olarak kullanilmaktadir. Ornegin, 6giitme ve asit 6n isleminin
birlikte kullanimi, fizikokimyasal 6n islem yontemini olusturmaktadir. Literatiirde, buhar
patlamasi, amonyak lifi patlamasi, CO2 patlamasi, gibi On islemler fizikokimyasal

yontemler arasinda kullanilmaktadir.

Buhar patlamasi 6n islemi, ham madde olarak kullanilacak olan biyokiitlerin 150 °C ile
260 °C gibi yiiksek sicaklik araliklarinda, yiiksek basingli doymus buhara maruz

birakilmasi olarak tanimlanabilir. Biyokiitle bu yiiksek sicaklik ve basinca bir dakika
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boyunca maruz birakilir ve aniden basincin diisiiriilmesiyle dekomprasyona ugratilir. Bu
islem sonucunda, lignin ve hemiseliiloz parcalanir ve seliilozun hidroliz olmasi olasilig1
artar. Ayrica, islem sirasinda agiga ¢ikan asetik asit ve diger asitler hemiseliillozun daha
fazla parcalanmasini saglamaktadir (Singh ve Kalia 2017). Buhar patlamasi 6n islemi,
diisiik maliyetli, yiiksek verimli ve cogunlukla kimyasal kullanim1 olmadig1 i¢in oldukga

avantajlidir (Pielhop vd. 2016).

Amonyak lifi patlamasi (AFEX), buhar patlamasina benzer olarak, sivi amonyak
varhiginda biyokiitlenin yiiksek sicaklik (90-100 °C) ve basingta, 5-30 dakika boyunca
maruz birakilmasmi icermektedir. Daha sonrasinda basing aniden disiiriilerek
biyokiitlenin depolimerizasyonuna yol acamaktadir. Burada amonyakli 6n islem
biyokiitlenin, karbonhidrat-lignin ester baglarini kirarak nano boyutta yapilar olusturur
ve seliiloz ve hemiseliiloz yapisi1 bozulmaya baslar. Bu 6n islem yontemi algal biyokiitle
icin net olarak belirlenmemistir ancak serbest amonyagin kullanildigi calismalara
literatiirde rastlanmaktadir (Bhatia vd. 2022). AFEX 6n islemi, inhibitor tiretilmemesi,
yiiksek seker geri kazanimi, islem sonrasi suyla yikama gibi ek adimlara ihtiyag

duyulmamasi agisindan avantajlidir (Kim 2018).

Bir diger fizikokimyasal yontem olan CO2 patlamasinda, AFEX 6n islem yonteminin
prensibine benzer olarak CO> molekiilleri biyokiitlenin kii¢iik boyutlu molekiilleri
lizerinde yayilarak istenilen yapilarin aciga ¢ikmasi saglanmaktadir. Yiiksek basing ile
bosaltilan CO2, biyokiitle yapisinin par¢alanmasina neden olmaktadir (Huisheng vd.
2013). Bu yontem ile yiiksek hemiseliiloz giderimi ve seliiloz dekristalizasyonu, daha az

inhibitor bilesiklerin iiretimi saglanmaktadir (Menon ve Rao 2012).

2.4.2.3 Kimyasal 6n islemler

Lignoseliilozik ve algal biyokiitle yapisinin parcalanmasinda kimyasal maddeler yaygin
olarak kullanilabilmektedir. Bu 6n islem yontemiyle yiiksek oranda lignin ve hemiseliiloz
yapisinda bozulma saglanabilirken, seliiloz yapisinin kristalligini de daha az bir dereceye

kadar azaltarak seliilozun biyobozunurlugunu iyilestirmektedir.
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Kimyasal 6n islemler arasinda oldukca tercik edilen asidik yontemde, kullanilacak
biyokiitle ¢esitli asit karakterli kimyasal maddeler ( H2SO4, HCI, fosforik asit, nitrik asit
gibi) ile muamele edilmektedir. Burada asit, hemiseliiloz ve seliiloz arasindaki glukozidik
baglarin kirilmasina sebep olan hidrojen iyonlari saglamaktadir (Lloyd ve Wyman 2005).
Bu yontemde 6zellikle, hemiseliiloz yapist etkili bir sekilde degrede olarak seliiloza
ulagim kolaylagsmaktadir (Mosier vd. 2005). Asit 6n iglemi, sert lignoseliiloz yapisini
kirmak i¢in seyreltik ve konsantre olarak uygulanabilmektedir. Asit maddelerin seyreltik
olarak kullanimi yiiksek sicaklik varliginda gerceklestirilirken, konsantre asit kullanimi
diisiik sicakliklarda gergeklestirilmektedir (Sen vd. 2016). Konsantre asit 6n islemi ile
yiiksek seker geri kazanimi saglanmasina ragmen, yiiksek toksisite, yiiksek korozivite,
asitin geri elde edilmesi gibi dezavantajlara sahiptir. Seyreltik asit on islemi ise,
endiistriyel 6l¢ekli kullanimda seker dontisiimlerini ekonomik ve gevre dostu bir sekilde
sagladiklari i¢in daha uygundur. Asit 6n iglemi lignin ve hemiseliiloz yapisinin yiiksek
oranda pargalanmasini saglarken, bunun yaninda mikrobiyal inhibitorler olarak islev
goren furfural, 5-hidroksimetilfurfural ve fenolik asitler seker ve lignin tiirevlerini
tiretmektedir. Bu asit hidrolizinin en biiyiik dezavantajidir (Baruah vd. 2018). Bu
maddelerin ortamdan uzaklagtirilmasi yani detoksfikasyon iglemi, mikrobiyel gelisimi ve
biyoyakit iiretimini desteklemek i¢in son yillarda siklikla kullanilan yontemlerdir. Asit
on islemi sonrasi su ile yitkama, membran ayirma, aktif komiir, iyon degistirici regineler,
notralizasyon ve sivi-sivi ekstraksiyonu olarak uygulanan detoksifikasyon teknikleridir
(Ebrahimian vd. 2022).

Alkali 6n islem yontemi, biyoyakit tiretiminde kullanilan ham maddeler i¢in siklikla
tercih edilen kimyasal yontemler arasindadir. Ozellikle yiiksek lignin igerigine sahip ham
maddelerin pargalanmasi i¢in bu yontem kullanilmaktadir (Karthick ve Nanthagopal
2021). Bazik kimyasallarin kullanimi, hemiseliiloz ve lignin arasindaki ester baglarinin
kirilmasini saglar. Ayrica, selilloz yapisinin sismesi ile lignoseliilloz yapist bozularak
kristallikte ve polimerizasyon derecesinde azalma goriiliir, boylece i¢ ylizey alani artar
(Behera vd. 2014). Bazik 6n islem sirasinda sodyum hidroksit (NaOH) siklikla kullanilan
bir ajandir ve biyokiitlenin lignin ve Kristal yapisini bozarak, seliillozun yiizey alanini

artirmakta ve enzimlerin erisilebilirligini kolaylagtirmaktadir (Park ve Kim 2012). Alkali
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On islemin 6nemli avantajlarinin yaninda, yliksek konsantrasyonlarinin korozyona sebep
olmasi, alkali ajanin geri kazaminin olmamasi ve biyomolekiillerin yiliksek pH
degerlerinde dekarbonsilasyona ugramasi gibi sinirlamalar bu yontemin kullanimini

siirlamaktadir (Bhatia vd. 2020).

Bir diger kimyasal 6n iglem teknigi, organik asit katalizorii varliginda etanol, metanol,
etilen glikol, aseton ve fenol gibi organik ¢oziiciilerin kullanilarak lignin ve hemiseliiloz
arasindaki baglarin pargalanmasini saglayan organik ¢oziicii 6n islemidir (Karthick ve
Nanthagopal 2021). Bu 6n islem sayesinde kiikiirt igermeyen lignin fraksiyonu, yiiksek
saflikta seliiloz ve hemiseliiloz fraksiyonu iiretilmektedir (Mupondwa vd. 2017). Bu 6n
islem yonteminde en ¢ok tercih edilen ¢oziicii, yiiksek delignifikasyon ve seliiloz
dontisiimii, diisiik toksisite, yliksek kaynama noktasi gibi 6zelliklerinden dolay1 etanoldiir
(Salapa vd. 2017). Organasolvent on islemi sonrasi solventin ve izole edilen ligninin geri
kazanimi en Onemli avantajlarindandir. Ancak, kullanilan solventlerin pahali olmasi,
yiiksek yanicilik ve ucuculuk 6zellikleri bu yontemin dezavantajlarint olusturmaktadir

(Borand ve Karaosmanoglu 2018).

Ozonolizis, lignoseliilozik ve algal biyokiitlenin par¢alanmasi i¢in kullanilan bir diger
kimyasal &n islem ydntemlerinden biridir. On islem asamasinda ozon, lignin iceren
biyokiitle tizerinde oksitleyici bir madde olarak hareket ederek lignini pargalar. Ancak
yiiksek nem igerigine sahip biyokiitlelerde, ozonun suda ¢oziinme 6zelliginden dolayi
lignin oksidasyonu azalmaktadir (Travaini vd. 2015). Ozonolizis yonteminde lignin etkin
bir sekilde bozulurken, hemiseliiloz kismen bozulmaktadir. Ayrica 6n islem sonrasinda,
inhibitér maddelerin aciga ¢ikmamasi en 6nemli avantajdir. Bu yontem seker geri
kazanimi i¢in etkili bir yontem olsa da, islem sirasinda yiiksek miktarda gaz gerektiginden

oldukca maliyetlidir (Kumari ve Singh 2018).

Son doénemlerde etkili bir 6n islem i¢in iyonik sivilar veya yesil ¢oziiciiler olarak
adlandirilan yeni bir ¢6ziicii sinifi kullanilarak ham maddelerin maruz birakilmas: dikkat
¢ekmektedir. Kullanilan iyonik sivilar, morfolinyum®, piridinyum* veya amonyum™ bazl

katyonlardan ve seliilozun hidroksil grubu ile hidrojen bagi olusturabilen anyonlardan
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olusmaktadir (Hou vd. 2017). On islem sirasinda iyonik sivilar, biyokiitlenin dogal
yapisini hidrojen bagi i¢in rekabet ederek bozar ve normal yapiy1r manipiile eder (Aftab
vd. 2019). Ayrica bu sivilar, 100 °C'nin altinda veya oda sicakliginda daha yiiksek termal
kararliliga, daha yiiksek polariteye ve ¢ok diisiik buhar basincina sahiptir ve toksik madde
salmadiklari i¢in “yesil ¢oziiciiler” olarak da adlandirilmaktadir (Zavrel vd. 2009). Ayrica
inhibitér olusumunun azaltilmasina da yardimei olmaktadir (Fu ve Mazza 2011). Bu
olumlu etkilerinin yaninda, 6n islem sonrasi metabolitlerin uzaklastirilmasi igin ek
yontemlere ihtiya¢ duyulmasi, maliyetli ve mikroorganizmalar i¢in toksik olmasi

olumsuz yonlerini olusturmaktadir (Baruah vd. 2018, Nandhini vd. 2023).

2.4.2.4 Biyolojik on islemler

Biyoyakit tiretiminde kullanilan ham maddelerin 6n islemi igin yararlanilan geleneksel
yontemler cesitli cihazlarin ihtiyaci, kimyasallarin maliyeti ve inhibitor olusturma gibi
siirlamalara sahiptir. Bu nedenle, siiregte daha az enerjiye ihtiya¢ duyulmasi, kimyasal
kullaniminin olmamasi gibi 6zellikleri ile biyolojik yontemler bir ¢ok avantaja sahiptir.
Biyolojik 6n islemlerde ¢cogunlukla bakteri, maya ve enzim gibi organizma ve materyaller
kullanilmaktadir.

Bakteriyel on islem yonteminde, ligninin pargalanmasi ve seliilozu hidrolize etmek i¢in
cesitli bakteri tiirleri kullanilmaktadir. Kullanilan bakterilerin salgiladigi enzimler ile
delignifikasyon, hemiseliiloz ve seliilloz kristallerinin sindirimi gergeklesmektedir.
Ornegin, Bacilius substilis ve Azospirillum lipoferum gibi bakterilerin salgiladiklar:
lakkaz enzimi ile ligninin depolimerizasyonu saglanmistir. Benzer olarak, seliilozik
materyallerin hidrolizinde Firmicutes, Rahnella, Buttiauxella ve Pseudomonas gibi
bakteri suslar1 yiiksek seliilaz aktiviteleri ile kullanilmistir (Sharma vd. 2019). Son
donemlerde bakteriyel lignin bozunmasima iligkin c¢aligmalara da literatiirde yer
verilmektedir. Ayrica, algal biyokiitlenin hidrolizi i¢in de yine bakteriyel 6n islem
yonteminin kullanildig1 ve etkili sonuclarin elde edildigi ¢alismalar literatiirde yer

almaktadir (He vd. 2016, Kim vd. 2006).

33



Fungal 6n islem yoOntemi, bakteriyel ajanlara nazaran lignin depolimerizasyonunda
olduke¢a iyi ¢alismistir. Bir cok mantar tiirli seliilolitik, hemiseliilozik ve ligninolitik
enzimler iireten bir yapiya sahiptir (Rouches vd. 2016). Ornegin, Phanerochaete
chrysosporium, lignoseliilloz malzemede lignini depolimerize etme yetenegine sahip
hiicre dis1 enzimler iretir (Baruah vd. 2018). Yine bir ¢alismada farkli fungal tiirler
kullanilarak, C. vulgaris biyokiitlesinin sakkarifikasyonunda etkinlikleri belirlenmistir
(Monjed vd. 2021).

Bakteri ve mantar tiirlerinden elde edilen peroksidaz, lakkaz gibi enzimler biyokiitledeki
direncli ve sert yapiya sahip lignini ve kristal seliiloz formunu pargalamak i¢in siklikla
kullanilmaktadir. Peroksitler, lignin birimlerini olusturan fenolik bilesik yapisini
bozarken, lakkazlar, fenolik ve fenolik olmayan birimlerin bozunmasini katalize eder.
Boylelikle bu enzimlerin dogal fireticileri (Ceriporia lacerata, Pleurotus ostreaus
Pycnoporous cinnarbarinus) tarafindan iiretilmesi daha uygun maliyetlidir ve ekstrakte
edilen enzimler, inhibitorlerin yan tretimi olmaksizin lignin ve seliillozu pargalama

potansiyeline sahiptir (Baruah vd. 2018).

Bakteri ve mantar tiirlerinin yaninda, bocekler, solucanlar ve gastropodlar gibi gesitli
organizmalar yine biyokiitlenin biyolojik 6n aritimi i¢in kullanilabilmektedir (Varelas ve
Langton 2017, Devi vd. 2020, Trincone 2018). Bu organizmalarin fiziksel islevleri ve
enzimatik bilesenleri seliilozun sindirilmesinde dnemli etkilere sahiptir. Ornegin, seliiloz,
karbonhidratlar, kitin, lignin, nisasta gibi bilesenler solucan bagirsagindan salgilanan
enzim ve mikrobiyal flora aktiviteleri ile kolaylik parcalanabilir. Bu nedenle, biyolojik
On aritma i¢in bir se¢enek olarak solucan ¢ayi (yani solucan giibresi sivi sizint1 suyu)

kullanilmaktadir (Sharma vd. 2019).

Yukarida belirtilenlerin 15181nda, biyolojik 6n islemler az miktarda enerji kullanima,
kimyasal kullanilmamas1 gibi avantajlara sahipken, siirecin uzun olmasi ve kullanilan
mikroorganizmalarin ayn1 zamanda seliiloz ve hemiseliilozu tiiketmeleri biyolojik 6n

islemin dezavantajlarini olusturmaktadir (Cheah vd. 2020).
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2.4.3 Fermantasyon stratejileri

Biyobiitanol tiretimi i¢in lignoseliilozik ve algal biyokiitledeki sekerlerin elde edilmesi
icin yukarida belirtildigi i¢in ¢ok c¢esitli 6n islem yontemleri uygulanmaktadir. Ancak
uygulanan 6n islem yontemlerinin her biri ham maddenin lignin, hemiseliiloz ve seliiloz
gibi farkli birimlerine farkli oranlarda etki etmektedir. Soyleki, kullanilan bir yontem
hemiseliillozu yiiksek oranda parcalayabilirken, selillozun kristal yapisini kismen
¢ozebilmektedir. Bu anlamda, kullanilan ham maddeden yiiksek oranda seker geri
kazanimi1 olmasti i¢in 6n islem yontemlerinin ardindan enzim hidrolizi yapilmasi ¢ok sik

gerceklestirilen bir uygulamadir.

Enzim hidrolizi sonras1 seker geri kazanimini yiiksek oranda tutmak ve biyobiitanol
tiretimi i¢in ABE fermantasyonunda kullanimlarini herhangi bi kayip olmadan saglamak
icin SHF (ayrilmis hidroliz ve fermentasyon), SSF (es zamanli hidroliz ve fermantasyon),
SSCF (eszamanl sakkarifikasyon ve ortak fermentasyon) ve CBP (konsolide biyoiglem)

gibi farkli fermantasyon stratejileri kullanilmaktadir (Nagarajan vd. 2019).

SHF stratejisi, hidroliz ve fermantasyon iglemlerinin ayr1 olarak gergeklestirildigi ve
enzim ve fermantatif mikroorganizma icin ayr1 ayr1 optimum kosullarinin saglanabildigi
bir yontemdir. Boylelikle yiiksek enzim akitivitesi ve biyoliriin eldesi hedeflenmektedir.
Bununla birlikte, iki farkli islemin sebep oldugu yiiksek maliyet, kullanilan enzimlerin
son triinler tarafindan inhibisyonu, uzun siiren hidrolizden dolay1 kontaminasyon riski
gibi SHF i¢in baz1 nemli dezavantajlar vardir (Rodionova vd. 2022). Ozellikle enzimatik
hidroliz sirasinda kullanilan seliilaz, B-glukosidaz gibi enzimler, hidroliz sirasinda olusan
sellobiyoz ve glukoz miktarindaki artis ile inhibe olabilmektedir (Tomas-Pejé vd. 2008,
Alfani vd. 2000). Bu nedenle enzim aktivitesi istenilen yiikksek verimle

gerceklesememektedir.

SSF yaklagimda ise, hidroliz ve fermantasyon siireci ayn1 ortamda gercelestirilmektedir.
Boylelikle kullanilan malzeme maliyeti ve zamandan tasaffut saglanmaktadir. Bununla

birlikte, ilk SSF patent ¢alismasinda (1976) vurgulandigi gibi, ham maddenin kat1 ve sivi
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kisiminin ayrilmadan tiim bulamacin kullanilmasi, bu ayirma ile iligkili seker kaybini en
aza indirmektedir (Ask vd. 2012, Gauss vd. 1976). Ayrica SHF’de karsilagilan enzim
inhibisyonu problemi, bu siiregte ortaya ¢ikan sekerlerin mikroorganizma tarafindan es
zamanli fermente edilmesi ile ortadan kaldirilmakta ve tiim siirecin verimliligi
artmaktadir. Ayrica siire¢ sirasinda iiretilen biyoalkol olas1 kontaminasyon riskini de
oldukca azaltmaktadir. Belirtilen avantajlarinin yaninda, bu yontemin dezavantaji
cogunlukla farkli optimum kosullara (sicaklik, pH gibi) sahip enzimatik hidroliz ve
fermantasyon asamalarinin ayni ortamda gergeklesmesidir. Bu nedenle, seker veya

biyoliriin verimi etkilenebilmektedir.

SSCF, pentoz ve heksoz sekerlerin bilikte fermente edildigi ve SSF stratejisinin modifiye
edilmis bir yontemidir. Boylelikle lignoseliilozik ham maddenin yiiksek oranda kullanimi
desteklenmektedir. SSF yonteminde heksoz ve pentoz sekerler farkli mikroorganizmalar
ile farkli reaktorlerde fermente edilebilirken, SSCF yonteminde bes ve altt karbonlu
sekerler tek bir reaktorde ve tek bir mikroorganizma ile kullanilabilmektedir (Taherzadeh
ve Karimi 2007).

Bir diger fermantasyon yontemi ise, hem enzim iiretiminin hem de fermantasyonun ayni1
ortamda gerceklestigi CBP’dir. CBP'yi yiirlitmek i¢in, tek ve gelismis bir
mikroorganizma sakarifikasyon i¢in enzimlerin iretilmesinde ve sakkarifikasyonun
gerceklesmesinde ve sekerin fermantasyonunda kullanilmaktadir (Sakuragi vd. 2011).
Bu nedenle siire¢ dogrudan mikrobiyal doniisim (DMC) olarak bilinmektedir. Bu
yontemin kullanilmasi i¢in, Ozellikle biyoetanol {iiretiminde ya etkili alkol {iireten
mikroorganizmalar sakkarifikasyon yetenegi kazandirilir ya da sakkarifikasyon
yetenegine sahip mikroorganizmalar etanol tiretici olarak modifiye edilmektedir (Lynd
vd. 2005).

2.5 Biyobiitanol Uretimine iliskin Literatiirde Yer Alan Cahsmalar

Biyobiitanol iiretiminin tarihsel gelisimine bakildiginda farkli ham maddelerin

kullanimma literatiirde yer verildigi goriilmektedir. Ozellikle ilk solventojenik
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Clostridium tiiriiniin ve ABE fermantasyonunun kesfi ile biyobiitanol iiretimine iligkin
calismalar gida olarak tiiketilen mahsullerin kullanimu ile birinci nesil biyobiitanol iiretimi
olarak gerceklestirilmistir. Oyle ki bu ham maddelerin kullanim1 ile uzunca bir siire
biyobiitanoliin bir ¢ok alanda degerlendirilmesine katki saglamistir. Ilerleyen dénemlerde
gida rekabeti ve liretim alan1 yetersizliginden dolayi, biyobiitanol tiretimi artik daha bol,
ucuz, cevreyle dost, gida olarak tiiketilmeyen atiksal iiriinler, fotosentetik organizmalar
gibi ham maddeler ile gerceklestirilmeye baslanmistir. Bu anlamda asagida biyobiitanol

tiretimi i¢in farkli ham maddelerin kullanimina iliskin ¢alismalara yer verilmistir.

2.5.1 Birinci nesil biyobiitanol iiretimi

Misir, patates, soya fasulyesi, bugday, manyok, cavdar gibi gida mahsiilleri ge¢mis
dénemlerde biyobiitanol iiretiminde olduke¢a sik kullanilmis ve 6zellikle biiytik 6lcekli
tretimlerinde yiiksek seker oranlarindan dolayr tercih edilmistir. Belirtilen gida
mahsullerinden elde edilen nisasta yiiksek bitkilerde baslica karbonhidrat maddesidir.
Icerigindeki yiiksek seker miktar1 fermantasyonu oldukea iyi derecede etkilemektedir. Bu
nedenle, farkli gida nisastalarimin  kullanimima iliskin  calismalar literatlirde
goriilmektedir. Ornegin bir ¢alismada farkli nigasta tiplerinin (sago, patates, misir ve
tapyoka) biyobiitanol iretimi igin C. acetobutylicum P262 tarafindan direkt
fermantasyonu gosterilmis ve kontrol grubu olarak glukoz kullanilmistir. 30 g/L sago
nisastasi ile toplam aseton, biitanol ve etanol {iretimi 11.03 g/L olurken, bu deger misir
nigastast ile benzerdir ve patates veya tapyoka nisastasindan 2 kat daha yiiksektir. Ayrica
jelatinlestirilmis sago nisastasinin farkli konsantrasyonlar1 (10-80 g/L) incelenmis ve en
yiiksek toplam ABE miktar1 50 g/L sago nisastas1 varliginda 18.82 g/L olarak elde
edilmistir (Madihah vd. 2001).

Yine bir bagka calismada Yen vd. (2011), immobilize ettikleri C. acetobutylicum BCRC
10639 ile tatli patates nisastasinin biyobiitanol iiretiminde kullanimi incelemislerdir.
Calismada, fermantasyon ortami olarak 60 g/L glukoz veya tatli patates nisastasi
kullanilmistir. Calisma sonucunda maksimum biyobiitanol miktar1 10.8 g/L olarak 60.

saatte elde edilmistir.
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Bir baska ¢alismada, ham madde olarak tarimsal iiriin olan patates ve misir ve atik olarak
seker pancari pekmezi dokuz farkli Clostridium susu tarafindan biyobiitanol {iretiminde
kullanilmistir. Calisma sonucunda en yiiksek toplam ABE muisir (%71 nisasta igeren 80
g/L musir) ile 15.23 g/L olarak belirlenirken, patates (%50 nisasta iceren 220 g/L patates)
kullanildiginda 7.69 g/L olarak elde edilmistir (Patakova vd. 2009).

Ezeji vd. (2007) ise yine etkili bir ABE iiretimi i¢in potansiyel bir endiistriyel substrat
olarak sivilastirilmis misir nisastasini Kullanmistir. 60 g/L substrat varliginda %92 seker
kullanimi ile 18.4 g/L biyobiitanol iiretimi gergeklestirilmistir. Ayrica sakkarifikasyona
birakilmis sivilagtirllmig misir nisastast varliginda inhibisyonu engellemek ic¢in gaz
styirma teknigi kullanilarak toksik etkisi bulunan biyobiitanol ortamdan uzaklastirilmis

ve kesikli beslemeli reaktorde 81.3 g/L biyobiitanol miktari elde edilmistir.

Li vd. (2015) manyok ununun dogrudan fermantasyonu ile biyobiitanol {iretimini
gerceklestirmistir. Manyok ununun hidroliz kapasitesini ve biyobiitanol {iretkenligini
artirmak i¢in CaCOz ve L-triptofan takviyesinin etkisi incelenmistir. Calisma sonucunda,
CaCOs ve L-triptofan varliginda, sadece manyok igeren ortama gore %88 hidrolitik

kapasite ile 17.8 g/L biyobiitanol elde edilmistir.

2.5.2 Ikinci nesil biyobiitanol iiretimi

Bu iiretim seklinde gida olarak tiiketilmeyen atik karakterli ¢ogunlukla lignoseliilozik
yapilardan olugan ham maddeler kullanilmaktadir. Bu ham maddeler ucuz ve endiistriyel,
tarimsal olarak bol miktarda ¢iktiklari i¢in biyobiitanol tiretiminde 6nemli bir potansiyele
sahiptir. Ayrica yine yapilarindaki 5 ve 6 karbonlu sekerleri barindirmalar1 fermantasyon
icin olduk¢a kullanish bir ham madde o6zelligi kazandirmaktadir. Atik olarak
degerlendirilmesi ve bolca agiga ¢ikmasi kapsaminda literatiirde biyobiitanol iiretimine

iligkin ¢alismalarda kullanilmistir. Bu ¢alismalara ait bilgiler asagida belirtilmistir.

Zetty-Arenas vd. (2019) yaptiklart ¢alismada seker kamisini lignoseliilozik biyokiitle

olarak biyobiitanol {iretimi igin kullanmiglardir. Calismada Oncelikle dort farkli
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biyobiitanol {iretici sustan en etkili olani segilmistir. Daha sonra seker kamisi etkisini
degerlendirmek i¢in, biyokiitle 160 °C’de 60 dakika 1:10 kati:stv1 orani ile hidrotermal
on isleme maruz birakilmistir. On islem sonrasi elde edilen materyal %0.4 H2SO4 ile 130
°C'de ve 200 rpm'de 30 dakika bir reaktorde muamele edilmistir. 13.12 g/L ksiloz igeren
hidrolizat, kisloz miktar1 30 g/L olacak sekilde sentetik ksiloz ile ve P2 ortami ile
desteklenmistir. Bu hemiseliilozik seker kamis1 kiispesi hidolizati igeren ortamin segilen
C. sacharoperbutylacetonicum DSM 14923 susu ile fermantasyonu sonucu 5.85 g/L

biyobiitanol tiretimi gergeklestirilmistir.

Yine seker kamigimin saman kismimin lignoseliilozik ham madde olarak kullanildigi
calismada, optimize edilmis kosullarda (P2 ortami kullanilmadan, 5 g/L maya 6ziitii ve
10 g/L CaCO03) C. saccharobutylicum DSM 13864 tarafindan 5.22 g/L biyobiitanol tietimi
gerceklesmistir (Magalhaes vd. 2018).

Plaza vd. (2021) agroendiistriyel bir atik olarak bira tireticilerinin kullanilmig tahilini
kullanmig ve biyobiitanol liretiminde etkisini incelemistir. Atik dncelikle seyreltik asit 6n
islemi ile muamele edilmis ve sonrasinda kati ve sivi kisimlar1 ayrilarak kati kisim
enzimatik hidroliz i¢in kullanilmistir. Caligmada ayrica en iyi biyobiitanol iiretimini elde
etmek i¢in optimum enzim ve kati yiik konsantrasyonu arastirilmistir. Calisma sonucunda
%28.1 (w/w) kat1 yiik ve 15.4 FPU/g kuru materyal enzim kullanilarak 47.0 g/L glukoz,
16.8 g/L ksiloz ve 1.2 g/L fenolik bilesik elde edilmistir. Bu kosullarda C. beijerinckii
DSM 6422 ile fermantasyon sonucu 31.0 g/kg biyobiitanol verimi belirlenmistir.

Qi vd. (2019) tarimsal bir yan iiriin olan bugday samanini biyobiitanol {retiminde
degerlendirmistir. Ham madde oncelikle amonyum siilfit ile 6n isleme tabi tutulmustur.
Sonrasinda enzimatik hidrolize maruz birakilarak SHF ve SSF fermantasyon stratejileri
acisindan incelenmistir. Calisma sonucunda, SSF ile daha yiiksek biyobiitanol
konsantrasyonu elde edilmis olup, %9 biyokiitle konsantrasyonunun SSF ile incelenmesi

sonucu 12.64 g/L biyobiitanol iiretimi gergeklestirilmistir.
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Diizenli depo alanlarinin veya yakma firinlarinin bir son {iriinii olan pamuk biyobiitanoliin
ticari Olgekli iretiminde uygun maliyetli bir ham madde olarak kullanilabilecegi
diistiniilmektedir. Bu anlamda, Seifollahi ve Amiri 2018 yilinda yaptiklar1 ¢alismada atik
pamuk fibrillerini kullanarak biyobiitanol iiretimi ger¢eklestirmistir. Biyokiitle fosforik
asit on iglemine maruz birakilarak selillozun agiga ¢ikarilmasi saglanmistir. Daha sonra
enzimatik hidroliz uygulanmis ve C. acetobutylicum ile fermantasyon sonucu 5.4 g/L
ABE fiiretimi saglanmistir. Ayrica enzim konsantrasyonunun 25 FPU/g'ye artirilmasi

biyoiitanol tiretiminde %79 bir artisla sonuglanmustir.

Meyve atiklar1 da yine seker orani yiiksek ham maddeler olarak bilinmektedir. Bu nedenle
biyobiitanol iiretiminde kullanimlarina literatiirde yer verilmistir. Ornegin, mango
kabugu meyvenin %30-50’sini olusturmaktadir ve boylelikle bu meyvenin kullanimi
olduk¢a atik madde iiretimine sebep olmaktadir. Bu anlamda kurutulmus mango
kabugunun kullanildig1 bir ¢alismada, optimize edilmis kosullarda (%0.3 sigir 6zii, 5
giinliik inkiibasyon, 3 L biyoreaktor kullanimi), C. acetobutylicum 2878 15.42 + 1.3 g/L
biyoiitanol tiretmistir (Avula vd. 2015).

Beyaz {iziim bir ¢ok iilkede 6zellikle beyaz sarap yapiminda kullanilarak ytiksek oranda
atik olusumuna sebep olmaktadir. Diinya ¢apinda artan sarap iiretimi, {iziim posasinin
atilmasiyla ilgili ¢evresel sorunlara yol agmistir (Ruberto vd. 2008). Law ve Gutierrez
(2013) yaptiklari calismada, C. saccharobutylicum P262 kullanarak beyaz tiziim posasini,
daldirilmig fermantasyon yoluyla biyobiitanol iiretimi igin bir substrat olarak
degerlendirmistir. MgSO4 (0.4 g/L), FeSO4(0.01 g/L), MnSO4 (0.01 g/L) and K2PO4 (1.5
g/L) tuzlar1 ilave materyal olarak kullanildiginda %95 oraninda seker tiikketimi gozlenmis

ve 6 g/L biyobiitanol tiretimi gergeklestirilmistir.

Narenciye atiklar1 yine gida olarak tiiketilmeyen, kabuk, segment zar1 ve diger yan
triinlerden olusan ve yiliksek oranda karbonhidrat iceren ham maddeler olarak
bilinmektedir. Diinyadaki iiretimi oldukca yiiksek olan portakalin kabugu, diger
narenciye Urlinlerinden daha yiiksek bir karbonhidrat igerigine sahiptir. Bu nedenle

biyoyakit tiretiminde potansiyel ham madde olarak tercih edilebilir. Buna gore, Joshi vd.
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(2015) portakal kabugunu biyobiitanol iiretiminde incelemistir. Oncelikle 6n islem icin
kullanilan buhar patlama yonteminde ¢esitli parametreler optimize edilmistir. Buna gore,
optimize kosullar %1 v/v asit konsantrasyonu, 10 dakika kalma siiresi ve %15 w/v
substrat konsantrasyonu olarak belirlenmistir. Calisma sonucunda, besin takviyesi
yapilmadan C. acetobutylicum NCIM 2877 susu kullanilarak 19.5 g/L biyobiitanol
tiretimi gergeklestirilmistir (Joshi vd. 2015).

Gida atiklarmin kullanildig: bir bagka ¢alismada, 56.7 g/L glukoz igeren kontrol grubunda
14.2 g/L ABE iiretilirken, substrat olarak 81 g/L gida atig1 (60.1 g/L'lik esdeger glukoz
iceren) kullanildiginda 18.9 g/L ABE iiretimi gerceklestirilmistir. Ayrica gida atiklarinin
daha yiiksek konsantrasyonlarda (129, 181 ve 228 g/L) kullanimi, ABE iiretimini 6nemli
Olglide artirmamis ve mikroorganizma inhibisyona ugrayarak yiiksek oranda glukoz

ortamda kalmistir (Huang vd. 2015).

2.5.3 Ugiincii nesil biyobiitanol iiretimi

Alglerin ve siyanobakterilerin yiiksek karbonhidrat ve lipid igerigine sahip olmasi
biyoyakit iiretiminde kullanim potansiyelini gostermektedir. Ayrica yapilarindaki
karotenoid bilesikler, vitaminler ve mineraller mikrobiyel gelisimi destekler nitelikte
oldugu i¢in biyobiitanol iiretiminde fermantatif mikroorganizmlarin aktivitelerini olumlu
yonde etkileyebilmektedir. Bu anlamda son donemlerde tiglincii nesil ham maddelerin
biyobiitanol iiretiminde kullanimlarina iliskin literatiir ¢aligmalarmma asagida yer

verilmistir.

Mikroalglerin biyorafineri tabanli kullanimini inceleyen ¢alismada, ylizey tepki analizi
yontemi ile asetik asit ve biitirik asit optimize edilmis mikroalgal ortamlarda (ham ve
hidrolize edilmis biyokiitle) ABE fermantasyonu gergeklestirilmistir. C. acetobutylicum
DSM 792 tarafindan fermantasyon sonunda ham biyokiitleden %10.31 (g/g glukoz)
biyobiitanol verimi elde edilirken, hidrolize edilmis ortamda %10.07 (g/g glukoz)
biyobiitanol verimi gézlenmistir (Figueroa-Torres vd. 2020).
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Wang vd. (2016) galismalarinda, alkali (%1 NaOH) ve asitle (%3 H2SOs) o6nceden
islenmis C. vulgaris JSC-6 biyokiitlesini kullanarak biyobiitanol iiretimi
gerceklestirmistir. Calisma sonucunda biyobiitanol konsantrasyonu 13.1 g/L iken,
iiretkenlik ve verim sirastyla 0.66 g/L/h ve 0.58 mol/mol seker olarak belirlenmistir.
Ayrica arastrimacilar glukoz tiiketim verimliligini %97.5 olarak belirlemis ve 6n isleme

tabi tutulmus hidrolizatta fermantasyon inhibitorleri igermedigini gostermistir.

Bir baska ¢alismada, domuz atik suyunda farkli yetistirme kosullarinin optimize
edilmesiyle karbonhidrat agisindan zengin bir mikroalg olan Neochloris Aquatica CL-M1
gelisiminin saglanmasi ve Tlretilen biyokiitleden biyobiitanol iiretimi amaclanmistir.
Calismada, elde edilen biyokiitle alkali (%1 NaOH) ve ardindan asitle (%3 H2SOs) 6n
isleme tabi tutularak 48.7 g/L glukoz ve 3.4 g/L ksiloz konsantrasyonu tiretilmistir. C.
acetobutylicum ATCC 824 tarafindan agiga ¢ikan mikroalgal sekerler fermente edilerek
12.0 g/L biyobiitanol elde edilmistir (Wang vd. 2017b).

Wang vd. (2014) izole ettikleri C. vulgaris ile ABE fermantasyonunu amaglamistir. Bu
ama¢ dogrultusunda, biyokiitle asit on islemine tabi tutulmustur. 111 g 6n islenmis
mikroalgal hidrolizat C. acetobutylicum susu ile fermente edilerek 3.37 g/L biyobiitanol

tretilmistir.

Atik su arntim tesislerinden elde edilen algal tiirler biyoyakit iiretimi i¢in 6nemli bir
potansiyele sahiptir. Bu baglamda, New York'taki Rockaway Atiksu Aritma Tesisi’nden
elde edilen algler biyoyakit iiretimi agsindan incelenmistir. Toplanan algal biyokiitleler
farkli parametrelerin (asit konsantrasyonu, yas-kuru form, sicaklik, alg konsantrasyonu
gibi) optimizasyonu sonrast C. saccharoperbutylacetonicum ATCC 27021 tarafindan
%75 seker tiketimi ile 0.1-0.13 g biitanol/g seker araliginda verim elde edilmistir
(Jernigan vd. 2013).

Ayrica, makroalglerde kolayca deniz kenar1 boyunca yayilabilmeleri ve hizli iiremeleri,
besin kompozisyonlar1 bakimindan zengin olmalar1 gibi 6zelliklerinden dolay1 biyoyakit

tiretiminde umut verici bir secenektir. Bu nedenle, Ventura vd. (2016) yaptiklari
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calismada, dort kahverengi makroalg tiirii (Undaria pinnatifida, Laminaria japonica,
Ecklonia stolonifera, Hizikia fusiforme ve Sargassum fulvellum) ve iki kirmizi makroalg
tiuric (Porphyra tenera ve Gelidium amansii) C. saccharoperbutylacetonicum N1-4
tarafindan biyoiitanol iiretimi agisindan arastirmistir. Bunun igin algal biyokiitleler 0.15
M H2SOaile seyreltik asit 6n islemine ardindan 121 °C’de 1 saat termal 6n islemine maruz
birakilmistir. En yiiksek biyoiitanol tiretimi 100 g/L hidrolize L. japonica kullanilarak,
5.51 g/L olarak elde edilmistir. Ayrica, 6n islenmis L. Japonica hidrolizatinin aktif karbon
ve kiregleme yontemi ile detoksifikasyonu sonrasi, biyobiitanol iiretimi sirasiyla %24.14

ve %12.16 oraninda artmustir.

Bir ¢aligmada ise yesil makroalg olarak bilinen Ulva lactuca, ABE fermantasyonu igin
oncelikle sicak su islemine daha sonra ticari seliilazlar ile enzimatik hidrolize tabi
tutulmustur. Islem sonrasinda %90 iizerinde seker ¢dziinmesi saglanmistir. On islenmis
hidrolizat ABE iiretimi i¢in C. acetobutylicum ATCC 824 ve C. beijerinckii NCIMB
8052 tarafindan kullanilmis ve en yliksek biyobiitanol glukoz ve ksilozla desteklenmis
hidrolizatta C. acetobutylicum ATCC 824 18.1 g/L toplam ABE ve 11.4 g/L biyobiitanol
tretmistir (Van der Wal vd. 2013).

Yine makroalg olarak U. lactuca’nin kullanildigi ¢aligmada asit hidrolizi sonrasi 15.2 g/L
baslangic seker konsantrasyonu elde edilmistir. Elde edilen seker kompozisyonu ise %27
glukoz, %57 arabinoz ve %16 ksiloz olarak belirlenmistir. Ayrica arastirmacilar,
hidrolizattan kat1 fraksiyonun ayrilmasinin seker verimini %75 oraninda arttirdigini
belirtmistir. C. saccharoperbutylacetonicum ATCC 27021 susu ile belirtilen hidrolizattan
yaklasik 4 g/L biyobiitanol elde edilmistir (Potts vd. 2012).

Biyobiitanol iiretiminde siyanobakterilerin kullanimina iliskin ¢aligma sayisi literatiirde
oldukc¢a azdir. Bununla birlikte, yine bu mikroorganizmalardan biyobiitanol iiretiminin
elde edildigi goriilmektedir. Ornegin; Efremenko vd. (2012) cesitli mikroalg ve
siyanobakteri tiirlerini biyobiitanol iiretiminde bir substrat olarak incelemistir. Bu tiirler
arasinda bir siyanobakteri olan Arthrospira (spirulina) platensis termal ve asidik 6n

isleme maruz birakildiktan sonra, immobilize edilmis C. acetobutylicum B-1787 hiicreleri

43



tarafindan fermente edilerek 430 + 20 mg/L biyobiitanol iiretimi gergeklestirilmistir
(Efremenko vd. 2012).

2.5.4 Dordiincii nesil biyobiitanol iiretimi

Son yillarda metabolizma miihendisligi ile fakli mikroorganizmalar veya biyokiitlelerde
genetik modifikasyonlarin gerceklestirilmesiyle biyobiitanol iiretiminin
gerceklestirilmesi ya da artirllmasi saglanmaktadir. Yapilan degisiklikler ¢ogunlukla
biyobiitanol iiretim metabolizma yolaklarinda yer alan genlerin iizerinde yapilmaktadir.
Cogunlukla biyobiitanoliin dogal iireticileri veya literatiirde oldukga iyi arastirilmis ve
genotipik  Ozellikleri ~ bilinen = mikroorganizmalar  iizerinde aragtirmalar
gerceklestirilmektedir. Biyobiitanol liretimi amaciyla hedeflenen canlilar bakteri, maya,
siyanobakteri veya sik rastlanmasa da arke olabilmektedir. Bu anlamda literatiirde yapilan

bazi ¢alismalara asagida yer verilmistir.

C. cellulovorans DSM 743B susu CBP yoluyla biyokiitlenin sakkarifiasyonu i¢in énemli
bir sus olarak kullanim potansiyeline sahiptir. Bu anlamda, Wen vd. (2019)
calismalarinda, belirtilen susun literatiirde daha once lignoseliilozik biyokiitleden
biyobiitanol iiretimine iliskin c¢alisma olmadigin1 vurgulamis ve metabolizma
miihendisligi ile bu iiretimi gergeklestirmeyi hedeflemistir. Bu amagla, C. acetobutylicum
ATCC 824'te bulunan adhE1 ve ctfA-ctfB-adc genlerini C. cellulovorans’a tanitarak, bu
susta bir koenzim A (CoA) bagimli ABE yolunun yapimint arastirmistir. Ayrica ham
madde olarak misir kogani tarimsal atigini  kullanmistir. Bununla birlikte C.
cellulovorans’in biitanol toleransini artirmak igin yeni bir uyarlanabilir laboratuvar
evrimi yaklasimi ile bakteri dahada gelistirilerek biyobiitanol iretimi 0.025 g/L'den
3.47 g/L'ye yiikseltilmistir (Wen vd. 2019).

C. acetobutylicum’un endiistriyel ABE iiretiminde kullanimi, stres kosullarinda spor
formuna gegmesinden dolay: sinirlanmaktadir. Sporlanma diizenleyicisi olan Spo0OA'nin
fosforilasyonunda yer alan dort histidin kinazin sporlanmayi, hiicre biiylimesini ve

metabolizmayi kontrol ettigi, Du vd. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada gosterilmistir.
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Calisma sonucunda cac3319 ve cac0323'in ¢ift devredist haline sahip bir mutant
kullanilarak, buhar siyirma yoluyla lifli yatakli bir biyoreaktdrde tekrarlanan parti
fermantasyonu ile 20 g/L’nin iizerinde gelismis biyobiitanol iiretimi gergeklestirilmistir
(Du vd. 2021).

E. coli literatiirde siklikla metabolizma miihendisliginde kullanilan model organizmalar
arasindadir. Boylelikle, E. coli’nin biyobiitanol iiretiminde kullanimi da literatiirde yerini
almigtir. Ohtake vd. (2017) ¢alismalarinda, E. coli iizerinde piruvat, biitanoat ve diger
CoA tiirevli bilesiklerin istenmeyen birikimine neden olan bir pta delesyonundan
kaynaklanan bir CoA dengesizligini ortaya c¢ikarmak i¢in metabolomik giidiimli bir
yaklasim kullanmiglardir. Metabolomik kullanilarak, alkol dehidrogenaz AdhE2
tarafindan katalize edilen biitanoil-CoA'nin biitanal'a indirgenmesi, hiz siirlayici bir
adim olarak belirlenmistir. Calisma sonucunda aktivitenin iyilestirilmesi ve ardindan
CoA'nin serbest birakilmasi, sistein takviyesi kullanilarak toplam serbest CoA
seviyelerinin iyilestirilmesi tizerine 18.3 g/L'lik bir biyobiitanol titresi elde edilmistir

(Ohtake vd. 2017).

Dériincii nesil biyobiitanol tiretiminde kullanilan bir diger mikroorganizma ¢esidi olan
mayalar arasinda S. cerevisiae dikkat ¢ekmektedir. Shi vd. (2016) ¢alismalarinda S.
cerevisiae 'm metabolizma miihendisligi ile endojen treonin yolu ve tanitilan sitramalat
yolunun sinerjitik etkisini  diizenleyerek n-butanol {iretimini gergeklestirmeyi
amaglamislardir. Bu amagla, endojen treonin yolu optimize edilmis daha sonra sitramalat
sentaz (CimA) aracili yol tanitilmistir. Keto-asit dekarboksilazlarin (KDC) ve alkol
dehidrojenazin (ADH) asir1 ekspresyonu n-butanol iiretimini gelistirmistir. Daha
sonrasinda, kurulan yaklasim: LEU1, LEU4, LEU2, LEU5, CimA, NFS1, ADH7 ve
ARO10*'un birlikte ifadesi ile birlestirdikten sonra, son tasarimda 835 mg/L'lik bir n-
biitanol tiretimi elde edilmistir (Shi vd. 2016).

Nielsen vd. (2009), biyobiitanol iiretimi igin ¢esitli mikroorganizmalar1 biyokatalizor
olarak genetik miihendisligi ile tasarlamigs ve biyobiitanol sentez yollari1 modifiye

etmistir. Biyobiitanol tiretiminde S. cerevisiae format dehidrojenaz ko-ekspiresyonu ile
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iyilestirme gerceklestirilirken ayrica E. coli gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenazin
glikolitik akisi iyilestiren titreleri agir1 ekspresyon ile edilmistir. Ayrica Pseudomonas
putida ve Bacillus subtilis’de, butanol biyosentetik genlerinin polisistronik ifadesi ile
sirasiyla 120 ve 24 mg/L biyobiitanol konsantrasyonlar1 elde edilmistir. (Nielsen vd.
2009)

Siyanobakteriler fotosentetik Ozellikleri olan mikroorganizmalardir ve genetik
miihendisliginin sagladigi avantajlar ile CO2’ten biyobiitanol tiretimi gergeklestirebilirler.
Liu vd. (2019), Synechocystis PCC 6803 siyanobakterisini kullanarak, 1-biitanol’tin
biyosentezini arastirmigtir. Metabolizma siirecinde gen ve enzim seviyeleri tanitilmis,
karbon akis1 ve fotosentetik merkezi karbon metabolizmas: yeniden diizenlenmistir.

Arastirma sonucunda 4.8 g/L 1-biitanol konsantrasyonu elde edilmistir (Liu vd. 2019).

Belirtilen ¢alismalarla birlikte, literatlirde siirdiiriilebilir biyobiitanol tiretimi i¢in, farkl
ham maddelerin kullanimi ile etkili sonuglarin elde edildigi ¢alismalarin oldugu
goriilmektedir. Mevcut tez calismasindan elde edilen sonuglar ile literatiire alternatif ham

maddelerin degerlendirilmesi sunulmustur.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Gereg¢

3.1.1 Mikroorganizmalar ve inkiibasyon kosullar:

3.1.1.1 Mikroalg

Gergeklestirilen ¢alismada, D. salina mikroalgi biyobiitanol iiretiminde tigiincii nesil ham
madde olarak kullanilmak iizere Ankara Universitesi Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji
Aragtirma Laboratuvari kiiltiir koleksiyonundan saglanmistir. D. salina kiiltivasyonu i¢in
%15 NaCl igeren Johnson besiyeri hazirlanmig (Johnson vd. 1968) ve 121 °C’de 15
dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Johnson besiyeri 150 g/L NaCl, 1.5 g/L
MgCl..6H-0, 0.2 g/L CaClz, 0.5 g/L MgS0..7H-0, 0.2 g/L KCI, 1.0 g/L KNO3, 2.45 g

Tris aminometan, 1.89 mg/L etilendiamin tetraasetik asit, 0.035 g/L KH2PO4, 2.44 mg/L
FeC13.6H20, 0.043 g/L NaHCOgs, 0.041 mg/L ZnCl;, 0.015 mg/L CoCl..6H-0, 0.61
mg/L HsBOz, 0.41 mg/L MnCl2.4H,0, 0.041 mg/L CuCl2.2H.0, 0.38 mg/L
(NH4)6M07024.4H20 igermektedir. Besiyerleri 250 mL’lik erlenlere 100 mL ¢alisma
hacmi olacak sekilde aktarilmigtir. %10 inokulasyon orani ile mikroalgal hiicreler
besiyerine eklenerek 15 giin boyunca 25 °C’de 2400 lux 1s1ik altinda gelistirilmistir
(Celekli vd., 2014). Mikroalg kiiltiirii 15 giinliik inkiibasyon sonrasinda 5000 rpm’de 10
dakika santrifiijlenmis ve yas biyokiitle deneylerde kullanilana kadar +4 °C’de
saklanmigtir. D. salina mikroalginin seker profilini belirlemek igin kullanilacak kuru

biyokiitle ise, yas biyokiitlenin 80°C’de bir gece kurutulmasiyla elde edilmistir.

3.1.1.2 Fermentatif mikroorganizma

ABE fermantasyonu yoluyla biyobiitanol iiretimini gergeklestiren C. beijerinckii DSMZ
6422 susu Ankara Universitesi Biyoloji Béliimii Biyoteknoloji Arastirma Laboratuvari

kiiltiir koleksiyonundan saglanmistir. Mikroorganizma stok kiiltiirleri P2 ortaminda
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gelistirilmis ve hiicreler +4 °C’de saklanmustir. Standart P2 ortam1 60 g/L glukoz, 1 g/L
maya oziitii, 0.5 g/L KH2POg4, 0.5 g/L K2HPOg4, 2.2 g/L amonyum asetat, 0.001 g/L para-
amino-benzoik asit, 0.001 g/L tiamin, 0.00001 g/L biotin, 0.2 g/L, MgSQO4-7H-0, 0.01
g/L MnSQO4-7H20, 0.01 g/L FeSO4-7H20, 0.01 g/L NaCl igermektedir (Qureshi ve
Blaschek 1999). Ayrica anaerobik kosullarin bir indikatorii olarak resazurin kullanilmistir
(Guo vd. 2012). Mikroorganizmalar fermantasyon deneylerinde kullanilmadan 6nce, yine
P2 ortaminda 24 saat boyunca 37 °C’de inkiibe edilmis ve aktiflestirilmis pre-kiiltiir

deney ortamina inokiile edilmistir.

3.1.1.3 Ham maddeler

Ikinci nesil lignoseliilozik ham maddelerin biyobiitanol iiretiminde etkisini belirlemek
icin literatiirde ilk kez kullanilan ¢ay atigit CAY-KUR A.S.’den saglanmistir. Elde edilen
ham ECAT 0.2 cm boyutta olacak sekilde degirmende (Miprolab, Tiirkiye) 6giitiilmiis ve
vidali kapakl1 siselerde saklanmistir.

Miksotrofik kosullarda D. salina mikroalginin gelisimini desteklemek igin
degerlendirilen endiistriyel MA, HP Mermer Insaat Enerji A.S.’den saglanmustir. Atiklar
deneyde kullanilmadan 6nce 50°C’de bir gece boyunca kurutulmus ve vidali kapakl

siselerde saklanmistir.

ECAT’nin biyobiitanol iiretiminde etkisini belirmek i¢in azot kaynaginin optimizasyonu

calismalarinda kullanilan peyniralt: suyu tozu SUTAS tan temin edilmistir.
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3.2 Yontem

3.2.1 On islem yontemleri

3.2.1.1 ikinci nesil ham madde olarak kullanilan endiistriyel cay atiklarinin hidrolizi

ECAT igerisindeki indirgen sekerler en etkili, kisa siireli, kullanilabilir ve ucuz yontem
olan seyreltik asit 6n islemi ile elde edilmistir (Zhang 2021, Rajan ve Carrier 2014). On
islem siirecinde ogiitiilmiis ECAT (300 g/L), %1 H2SO4 (v/v) ile otoklavda 121 °C'de 15
dakika hidroliz edilmistir (Germec ve Turhan 2018). Hidrolizat, Whatman No:1 filtre
kagidi ile siizlilmiis ve fermantasyon deneyleri i¢in +4 °C'de saklanmistir. Bu ¢alismada
yapilan tim deneylerde ABE iiretimi i¢in glukoz miktarina karsilik gelen ECAT seker
konsantrasyonlar1 kullanilmis ve ECAT seker konsantrasyonlar1 300 g/L stok hidrolizat

sollisyonu seyreltilerek ayarlanmistir.

3.2.1.2 Ugiincii nesil ham madde olarak kullamlan D. salina biyokiitlesi

ABE fermantasyonu deneylerinde kullanilmak iizere fotoototrofik ve miksotrofik olarak
tiretilen D. salina yas biyokiitlesi herhangi bir 6n isleme tabi tutulmadan direkt olarak P2
ortamina (60 g/L glukoz icermeyen veya iceren) eklenmis ve 121 °C’de 15 dakika

otoklavlanmustir.

Ayrica, D. salina mikroalginin igerisindeki seker profili ve inhibitér maddelerin agiga
cikarilmasi i¢in, kuru biyokiitle, %1 H2SOs (v/v) ile otoklavda 121 °C'de 15 dakika
hidroliz edilmistir. Hidrolizat, Whatman No:1 filtre kagidi ile siiziildiikten sonra yiiksek

performansli s1vi kromatografi (HPLC) cihazinda analiz edilmistir.
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3.2.2 Mikroalglerin mermer atiklari ile miksotrofik kiiltivasyonu

Miksotrofik mikroalgal gelisim deneyleri standart besiyerinde (Johnson besiyeri)
kullanilan CaCl; yerine endiistriyel atik olarak MA’nin 0.4, 0.5, 0.6, 0.8, 1, 1.5 ve 2 g/L
konsantrasyonlar1 eklenerek ayni kosullar altinda gergeklestirilmistir. Kontrol grubu
olarak ayni konsantrasyonlarda CaCl; igceren Johnson besiyeri kullanilmistir. Hazirlanan
steril besiyeri ortamina %10 (v/v) oraninda D. salina mikroalgi inokiile edilmis ve 15 giin
boyunca 2400 lux 1s1k altinda 25 °C’de inkiibe edilmistir. Mikroalg kiiltiirii 15 gilinliik
inkiibasyon sonrasinda 5000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmis ve yas biyokiitle

deneylerde kullanilana kadar +4 °C’de saklanmustir.

3.2.3 Fermantasyon deneyleri

3.2.3.1 Endiistriyel ¢ay atiklarimin ABE fermantasyonuna etkisi

Farkl endiistriyel cay ati1 seker konsantrasyonlarinin biyvobiitanol iiretimine etkisi

ABE fermantayonu deneylerinde, ECAT hidrolizatindan elde edilen 20, 40, 60 ve 80 g/L

glukoza esdeger farkli seker konsantrasyonlar1 C. beijerinckii DSMZ 6422 kullanilarak
P2 ortaminda incelenmistir. Seyreltik on islem yontemi ile hidrolize edilmis stok ECAT
(300 g/L) soliisyonunun indirgen seker icerigi DNS metodu ile 82 g¢/L olarak
belirlenmistir. Buna gore belirtilen seker konsantrasyonlar stok ¢ozelti seyreltilmesiyle
elde edilmistir. Seyreltilmis asit 6n islemi sonrasi asidik pH degerine sahip olan ECAT
ortammnin baslangic pH1 0.2M NaOH ilave edilerek 6.8 +0.2'ye ayarlanmistir.
Fermantasyon ortamlari, flang tipi biitil kauguk tipali ve vidali kapakli, 15 mL ¢alisma
hacmine sahip, anaerobik Hungate tiiplerde (16 x 125 mm) hazirlanmigtir (Narayanasamy
vd. 2020). Hazirlanan fermantasyon ortamlari anaerobik kosullar saglamak i¢in %99.9
nitrojen gazindan gegirilmis ve oksijensiz ortam 121°C'de 15 dakika otoklavlanmuistir.
Sterilize edilen ve sogutulan fermantasyon ortamina P2 soliisyonlar1 (asetat tamponu,
mineraller ve vitaminler) 1 mL tek kullanimlik steril enjektor ile eklenmistir. Daha sonra
bir gece 6nceden inkiibe edilen C. beijerinckii DSMZ 6422 kiiltiirti %10 oraninda ortama
eklenmis ve bir inkiibatorde (Memmert/600/Almanya) 37°C'de 96-120 saat siireyle
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inkiibe edilmistir (Kushwaha vd. 2020). Ornekler, tek kullanimlik steril enjektdr
araciligiyla fermantasyon tiiplerinden ABE iiretimi ve seker tiikketimini analiz etmek i¢in
periyodik olarak alinmistir. Kontrol ortami olarak 60 g/L glukoz i¢eren standart P2 ortami
ve herhangi bir katki igermeyen ECAT sekeri ortami kullanilmustir.

Farkh azot kavnaklarimin biyobiitanol iiretimine etkisi

Azot kaynaginin biyobiitanol {iretimine etkisini belirlemek i¢in fermantasyon ortamina 1,

2, 4 ve 8 g/L konsantrasyonlarinda peyniralti suyu tozu ve maya oziitii ilave edilmistir.

Mineral tuzlarin (Mg?*, Fe?*, Zn?*) biyobiitanol iiretimine etkisi
Tez caligmasinda MgS0Os4.7H20 (0.05, 0.1, 0.2 ve 0.4 g/L), FeSO4.7H,O (0.005, 0.01,
0.02 ve 0.04 g/L) ve ZnSO4.7H20 (0.001, 0.01 ve 0.02 g/L)'nin farkli konsantrasyonlari,

biyobiitanol iiretimi igin degerlendirilmistir. Bu kapsamda standart P2 ortamindaki
mineral soliisyon konsantrasyonlari bu mineral tuzlarin farkli konsantrasyonlari ile

modifiye edilmis ve optimum ECAT sekeri igeren modifiye P2 ortamina eklenmistir.

3.2.3.2 Mikroalgal biyokiitlenin ABE fermantasyonuna etkisi

Karbon kaynagi olarak sadece fotoototrofik mikroalgal biyokiitlenin etkisi

Standart Johnson besiyerinde gelistirilen 6n isleme tabi tutulmamis 50 ve 100 g/L
mikroalgal biyokiitle, glukoz icermeyen P2 ortamina eklenmistir. Deneylerden Once,
mikroalgal biyokiitle igeren vidali kapakli Hungate fermantasyon tiipleri, oksijensiz
kosullar i¢in nitrojen gazi ile muamele edilmis ve 121 °C'de 15 dakika otoklavlanarak
steril edilmistir. Daha sonra, steril ve anaerobik fermantasyon ortamma 1 mL'lik tek
kullanimlik steril enjektor ile P2 soliisyonlar: (asetat tamponu, mineral ve vitamin)
eklenmistir. Hazirlanan ortamlara %10 oraninda bir gece Oonceden gelistirilmis C.
beijerinckii DSMZ kiiltiirii inokiile edilmis ve 37°C'de 96 saat siireyle inkiibe edilmistir.
Fermantasyon sonunda alinan 6rnekler, aseton, biitanol ve etanol konsantrasyonu i¢in
Gaz kromatografisi cihaz1 (GC) ile analiz edilmistir. Ayrica 60 g/L glukoz igeren standart

P2 ortami, kontrol ortami1 olarak kullanilmistir.
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Destekleyici materyal olarak fotoototrofik ve miksotrofik mikroalgal biyokiitlenin

etkisi

Calismanin bu boliimiinde fermantasyon ortami olarak artan MA konsantrasyonlarinin
varliginda miksotrofik olarak yetistirilen 50 g/L mikroalgal biyokiitlenin tamamini ve 60
g/L. glukozu igeren P2 ortami kullanilmistir. Hungate tiiplerinde hazirlanan ortamlar
oncelikle azot gazindan gecirilerek anaerobik kosul saglanmis ve ardindan 121 °C'de 15
dakika otoklavlanmistir. Steril ve oksijensiz ortama P2 soliisyonlar1 (asetat tamponu,
mineral ve vitamin) eklenmistir. Kontrol gruplar1 olarak standart P2 ortami ve ayni
konsantrasyonlarda CaCl; iceren ortamda yetistirilen mikroalg biyokiitlesi ve 60 g/L
glukoz igeren ortam kullanilmistir. Hazirlanan ortamlara %10 oraninda bir gece 6nceden
aktiflestirilmig C. beijerinckii DSMZ kiiltiirii inokiile edilmis ve 37°C'de 96 saat siireyle
inkiibe edilmistir. Fermantasyon sonunda alinan ornekler, aseton, biitanol ve etanol
konsantrasyonu i¢in GC ile analiz edilmistir. Ayrica 60 g/L glukoz iceren standart P2

ortami, kontrol ortami olarak kullanilmstir.

Mikroalgal bivokiitle konsantrasyonunun ABE fermantasyonuna etkisi

Optimum MA konsantrasyonu varhiginda miksotrofik olarak yetistirilen mikroalgal
biyokiitlenin farkli konsantrasyonlar1 (100, 200 ve 300 g/L) biyobiitanol iiretiminde
desekleyici materyal olarak incelenmistir. Bu amagla hasat edilmis ve 6n islem gérmemis

yas biyokiitle, 60 g/L glukoz igeren P2 ortamina eklenmistir.

3.2.4 Analitik yontemler

Mikroalgal ve mikrobiyel biiyiimenin takibi, besiyerlerinden belirli araliklarla alinan
orneklerin spektrofotometrik olarak 600 nm dalga boyunda spektrofotometrede
(Shimadzu) analiz edilmesiyle belirlenmistir. Ayrica ¢ay atigindaki ve yapilan tiim
fermantasyon deney ortamlarindaki indirgenmis seker miktari tayini i¢in dinitrosalisilik
asit (DNS) (Miller 1959) yontemi kullanilmig ve spektrofotometrede 540 nm dalga

boyunda analiz edilmistir.
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ECAT ve D. salina mikroalginin indirgen seker profili, asetik asit, formik asit ve 5-
hidroksimetilfurfural (HMF) konsantrasyonlari, kirilma indisi detektorii (RID 10-A) ve
Coregel 87H3 (Transgenomic) kolonu ile olusturulmus HPLC (Shimadzu, 2010) sistemi
kullanilarak analiz edilmistir. Analiz i¢in seyreltik asit 6n islemi sonrasi elde edilen 1.5
mL hidrolizat 6rnekleri 10.000 rpm'de 10 dakika santrifiijlenmis ve siipernatant 0.20 um
membran filtre ile siiziilmiistiir. Ornekler, 25 dakika boyunca mobil faz olarak 5 mM
H2SO4 kullanilarak analiz edilmistir (Motoda vd. 2019). Kolon sicakligi ve toplam akis
sirasiyla 70 °C'de ve 0.6 mL/dakika'da tutulmustur. Sekerler (glukoz, arabinoz, galaktoz,
ksiloz ve mannoz) ve inhibitorler (asetik asit, formik asit ve HMF) i¢in standart egriler

olusturulmus ve her bir seker ve inhibitoriin alikonma siiresi belirlenmistir.

Fermantasyon ortamlarindaki aseton, biitanol ve etanol konsantrasyonu, bir alev
iyonlagsma detektorii (FID) ve bir RESTEK RTX-Wax kolon (60 m uzunluk ve 0.25 mm
i¢ ¢ap) ile olusturulmus GC cihazinda (Shimadzu 2010) analiz edilmistir (Rochon, 2018).
Analizden 6nce 1 mL 6rnek 9.500 rpm'de 10 dakika santrifiijlenmis ve siipernatant 0.22
um membran filtre kullanilarak filtrelenmistir. Daha sonrasinda 1 uL 6rnek, enjeksiyon
portundan enjekte edilmistir. Kolon sicakligi baslangigta 50 °C'ye ayarlanmig ve daha
sonra 150 °C'ye yiikseltilmistir. Enjeksiyon portu ve FID sicakliklari sirasiyla 150°C ve
160°C'de tutulmustur. Kolon basinci 200 kPa’dir. Kolon ve toplam akig hiz1 sirasiyla 1.85
mL/dakika ve 190.4 mL/dakika’dir. Tastyici gaz olarak azot gazi ve alev iyonizasyon gazi

olarak hidrojen gazi kullanilmistir.

ECATnin seliiloz igerigi standart ISO protokolii 5498-1981'e (Smiechowska ve
Dmowski 2006) gore hesaplanmis ve seliiloz 6l¢iimii harici bir laboratuvar (Diizen
Norwest/Ankara) tarafindan yapilmistir. ECAT'nin  hemiseliilloz igerigi NREL
protokoliine gore belirlenmistir. Nem igerigi ise Nielsen'e (2017) gore belirlenmis ve

asagida belirtilen formiile gore hesaplanmistir (Nielsen 2017).

(vas 6rnek agirligt + petri kabt agurligy) — (kuru 6rnek agirligy + petri kabt agirligy)
X

Nem (%) = 100

(yas 6rnek agirligt + petri kabt) — (petri kabt agirligy)
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Su tutma kapasitesini belirlemek i¢in Ibrahim vd. (2019)’nin uyguladigi yontem

kullanilmis ve asagida verilen formiile gére hesaplanmistir (Ibrahim vd. 2019).

Su tutma kapasitesi (%) = (Mson — Min) /Min)x 100

ECAT ve D. salina’nin toplam protein igerigini belirlemek i¢in Lowry yontemi (Lowry
vd. 1951) kullanilmastir.

Ikinci ve fiigiincii nesil ham maddeler ile gerceklestirilen biyobiitanol iiretimi
deneylerinde, biyobiitanol verimi, iretkenligi ve seker tiiketim orani gibi kinetik

parametreler agagida belirtilen formiillere gore belirlenmistir.

Biyobitanol verimi (g/g) = Biyobutanol konsantrasyonu (g/L)/Tiiketilen seker (g/L)(l) (Valles vd.
2020)

Biyobitanol uretkenligi (g/L/h) = Biyobiitanol konsantrasyonu (g/L)/Fermantasyon zamant (h) (2)
(Valles vd. 2020)

Seker tiiketim orant (%) = [(Baslangig sekeri (g/L) — Kalan seker (g/L))/Baslangig sekeri (g/L)] x 100
(3) (Aver vd. 2023)

Ikinci nesil ve iigiincii nesil ham maddeler ile yapilan ¢alismalarda kinetik parametreler
icin istatistiksel analiz sirasiyla, p <0.01 ve p < 0.05 anlamlilik diizeyinde varyans analizi
(ANOVA) testi ve SPSS yazilimi (siiriim 25) kullanilarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1 ikinci Nesil Ham Madde Olan Endiistriyel Cag Atig1 ile Yapilan Calismalar

4.1.1 Endiistriyel ¢cag atiginin fiziksel, yapisal ve kimyasal icerigi

Biyobiitanol {iiretiminin gergeklestirilmesi ig¢in Clostridium tiirlerinin gelisim ortami
olarak ¢ogunlukla P2 ortami kullanilmaktadir. P2 ortami mikroorganizmanin gelisimini
desteklemek amactyla mineral vitamin gibi maddelerin sentetik formlarini
barindirmaktadir. Ancak bunlar yiiksek maliyetli tirlinler olduklarindan kullanimlari ¢ok
avantajl degildir. Bu nedenle tez ¢alismasinda P2 ortaminda glukoza alternatif olarak

ECAT sekerinin kullanimi aragtirilmigtir.

Degerlendirilen ECAT’nin fiziksel, kimyasal ve yapisal ozellikleri ¢izelge 4.1'de
gosterilmistir. Buna gore seliiloz (%), hemiseliiloz (%), nem (%) (Demiray vd. 2022),
toplam protein (g/kg), su tutma kapasitesi (%) asetik asit (g/L), formik asit (g/L) ve HMF
(g/L) sirasiyla %33.8, %18.9, %7.8, 201 g/kg, %20.73, 1.092 g/L, 0.083 g/L ve 0.016 g/L
olarak belirlenmistir. Ayrica, seyreltik asit 6n islemi sonrasi elde edilen ECAT
hidrolizatinda glukoz, arabinoz ve diger sekerler sirasiyla 3.60 g/L, 2.45 g/L ve 3.70 g/L

olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.1 Endiistriyel ¢ag atiginin fiziksel, yapisal ve kimyasal igerigi

Ozellik Icerik
Seliiloz (%) 33.8
Hemiseliiloz (%) 18.9
Glukoz (g/L) 3.60
Arabinoz (g/L) 2.45
Diger sekerler (g/L) 3.70
Toplam protein (g/kg) 201
Asetik asit (g/L) 1.092
Formik asit (g/L) 0.083
HMF (g/L) 0.016
Su tutma kapasitesi (%) 20.73
Nem (%) 7.8

4.1.2 Farkh endiistriyel cay atig1 seker konsantrasyonlarinin biyobiitanol iiretimine
etkisi

Karbon kaynagi olarak kullanilan ham maddelerin baslangi¢ seker konsantrasyonunun,
biyobiitanol fermantasyonu {izerinde Onemli bir parametre oldugu literatiirde
belirtilmektedir. Bu amagla, glukoza karsilik gelen farkli baslangic ECAT sekeri
konsantrasyonlari test edilmistir. Bu kapsamda biyobiitanol tiretimi i¢in C. beijerinckii
DSMZ 6422, 20-80 g/L ECAT sekeri konsantrasyonu iceren P2 ortamlarinda inkiibe
edilmistir. Sekil 4.1'deki veriler, her ortam ve seker konsantrasyonu icin farkl
fermantasyon siirelerinde biyobiitanol konsantrasyonlarini géstermektedir. 20, 40, 60 ve
80 g/L ECAT sekeri konsantrasyonu igin en yiiksek biyobiitanol konsantrasyonlarinin

fermantasyon siireleri sirasiyla 24, 48, 72 ve 96. saattir.

Sekil 4.1'e gore C. beijerinckii DSMZ 6422, modifiye P2 ortaminda baslangic ECAT
sekeri konsantrasyonu 40 g/L oldugunda, 7.82 g/L olarak en yiiksek toplam ABE ve
4.35 g/L olarak biyobiitanol iiretmistir. Standart P2 ortaminda ise bu konsantrasyonlar
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3.22 g/L ve 6.48 g/L olarak belirlenmistir. Buna gore toplam ABE ve biyobiitanol
konsantrasyonu, 40 g/L ECAT sekeri kullanildiginda 60 g/L glukoz igeren standart P2
besiyerine gore 1.206 ve 1.350 kat artmistir. Ayrica bu 6nemli artis gézlendikten sonra,
herhangi bir katki icermeyen sadece 40 g/ ECAT sekeri igeren ortamda P2 ortamina
(modifiye P2 ortami1) gore daha yiiksek biyobiitanol konsantrasyonu elde edilmis ve 3.97
g/L olarak belirlenmistir (Sekil 4.1). Bununla birlikte bu deger, P2 soliisyonlar1 igeren 60
ve 80 g/L ECAT sekeri i¢eren besiyerinden elde edilen degerden de yiiksektir.

/
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Sekil 4.1 Farkli ECAT fermantasyon ortamlarinda en yiiksek toplam ABE, biyobiitanol
ve baslangi¢ seker konsantrasyonlari

37 °C; fermantasyon siiresi: P2 Ortami i¢in 72. saat, sadece 40 g/L ECAT sekeri i¢in 48. saat, 20 g/ ECAT
sekeri i¢in 24. saat, 40 g/L ECAT sekeri 48. saat, 60 g/L ECAT sekeri i¢in 72. saat ve 80 g/L ECAT sekeri
icin 96. saat). P2 Ortami; 60 g/L glukoz, 1 g/l maya 06ziitii, P2 soliisyonlari, Sadece ECAT sekeri; P2
soliisyonu icermeyen 40 g/L ECAT sekeri

Fermantasyon boyunca standart P2 ortamindaki ve modifiye P2 ortamindaki baslangig
seker konsantrastrasyonlar1 sekil 4.2’de gosterilmektedir. Buna gore en yiiksek degerlerin
elde edildigi 72. (standart P2 ortami igin) ve 48. (modifiye P2 ortami i¢in) saatlerde seker
konsantrasyonlari sirasiyla 63.99 g/L'den 37.38 g/L'ye ve 38.67 g/L'den 21.62 g/L'ye
diismiistiir.
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Sekil 4.2 iki farkli fermantasyon ortaminda fermantasyon siirecinde ortamda kalan seker
ve toplam ABE grafikleri. A; 40 g/L ECAT sekeri igeren P2 ortami: 40 g/L
ECAT sekeri, 1 g/L maya 0ziitii, P2 soliisyonlari. B; Standart P2 ortami: 60 g/L

glukoz, 1 g/L maya 06ziitii, P2 soliisyonlar1
Fermentasyon siiresi: 96 saat; 37 °C

Sekil 4.1'de goriildiigi gibi, mevcut ¢alismada baslangic ECAT sekeri 20 g/L iken, en
diisiik biyobiitanol konsantrasyonu 2.60 g/L olarak gézlenmistir. Bu keskin diisiis,
biyobiitanol fermantasyonu icin gerekli olan seker konsantrasyonunun yetersiz
olmasindan kaynaklandigini diisiindiirmektedir. Ek olarak, ECAT seker konsantrasyonu
60 ve 80 g/L'ye yiikseldiginde biyobiitanol konsantrasyonu sirasiyla 3.41 ve 3.39 g/L'ye
hafifce diismiistiir. Seker konsantrasyonu 40 g/L olan ortam ile karsilastirildiginda bu

diisiis, cayimn yiiksek biyokiitle konsantrasyonunda tanenler (genellikle tanen asidi) gibi
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fenolik bilesikler nedeniyle fermantasyonu inhibe edici bir etkiye sahip olmasindan
kaynaklanabilir (Mirfakhar vd. 2017).

Cizelge 4.2°de farkli ECAT sekeri konsantrasyonlarinda ve kontrol gruplarinda zamana
bagli biyobiitanol konsantrasyonlarindaki degisim gosterilmistir. ECAT sekerinin 20 g/L
konsantrasyonu igin biyobiitanol konsantrasyonu en yiiksek 24. saatte gdzlenmistir.
Fermantasyon sonuna konsantrasyonda 6nemsiz bir diisiis gézlenmistir. ECAT sekerinin
40 g/L konsantrasyonu ise 24. saatten sonra ¢ok hizli bir biybiitanol iiretime sebep
olmustur. Bu durum C. beijerinckii DSMZ 6422 hiicrelerinde optimum seker varliginda
solventejonez faz asamasma giris ile daha hizli bir iiretim saglanmis olabilir.
Fermantasyonun 48. saatinden sonra ise biyobiitanol iretiminde hafif bir disis
gozlenmistir. ECAT sekeri konsantrasyonu 60 ve 80 g/L’ye ¢ikarildiginda ise sirasiyla
72 ve 96. saatlerde en yiiksek biyobiitanol konsantrasyonlar1 goriilmiistiir.
Fermantasyonun bu kadar gecikmesi substrat konsantrasyonun yiiksek olmasindan
kaynakli olarak hiicrelerin seker kullanimi daha yavas bir siirede gergeklestirdigini
gosterebilir. Soyleki P2 ortamina bakildiginda, direkt glukoz iceren bir ortam oldugundan
hiicrelerin ~ fermantasyon i¢in  karbon kaynagina ulasgimlarinin  hizlandigi
diistiniilmetktedir. Buna gore, ilk 24. saatte dahi, 2 g/L’nin iizerinde biyoiitanol tiretimi
ile sonu¢lanmistir. Bir diger grup olan sadece 40 g/ ECAT sekeri iceren ortamda, P2
soliisyonlar ile desteklenmis 40 g/L ECAT sekeri igeren ortamda oldugu gibi 48. saatte

biyobiitanol {iretiminde hizli bir yiikselis gortilmiistiir.
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Cizelge 4.2 Farkli ECAT sekeri konsantrasyonlarinda ve kontrol gruplarinda zamana
bagli ABE konsantrasyonlarindaki degisim

Zaman Deney gruplar: Aseton Biitanol Etanol Toplam ABE
(saat) (9/L) (g/L) (g/L) (g/L)
1.62 2.60 1.33 5.55
20 +0.014 +0.021 +0.028 +0.007
1.45 1.85 1.30 4.60
40 +0.021 +0.028 +0.028 +0.077
1.32 1.45 1.27 4.04
60 +0.007 +0.014 +0.099 +0.106
24 1.33 1.47 1.50 4.30
80 +0.007 +0.035 +0.212 +0.169
P2 Ortamr* 1.62 2.10 1.25 497
+0.021 +0.099 +0.035 +0.156
1.32 1.66 1.24 4.22
A W01 +0.049 £0.042 +0.007
A 1.63 2.49 1.24 5.36
+0.007 +0.028 +0.035 +0.056
2.03 4.35 144 7.82
) +0.205 +0.134 +0.113 +0.113
1.37 1.68 121 4.26
60 +0.007 +0.007 +0.035 +0.035
8 1.34 154 145 4.33
80 +0.028 +0.488 +0.035 +0.120
P2 Orfam® 1.66 2.84 1.02 5.52
+0.282 +0.198 +0.417 +0.898
1.57 3.97 1.23 6.77
Sadece ECAT sekeri®* +0.353 +0.205 +0.063 +0.028
20 1.57 242 1.29 5.28
+0.049 +0.078 +0.127 +0.155
2.04 3.91 1.72 7.67
40 +0.113 +0.346 +0.247 +0.707
1.78 341 1.54 6.73
60 +0.148 +0.460 +0.262 +0.604
2 2.04 3.27 2.18 7.49
80 +0.092 +0.014 +0.679 +0.784
P2 Ortamr* 1.71 3.22 1.55 6.48
+0.042 +0.078 +0.431 +0.395
1.75 3.79 151 7.05
Sadece ECAT sekeri™ +0.021 +0.035 +0.001 +0.063
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Cizelge 4.2 Farkli ECAT sekeri konsantrasyonlarinda ve kontrol gruplarinda zamana
bagli ABE konsantrasyonlarindaki degisim (devam)

Deney gruplari Aseton Biitanol Etanol Toplam ABE
(9/L) (9/L) (9/L) (9/L)
40 2.19 4.06 1.25 7.50
+0.403 +0.360 +0.247 +0.360
60 1.68 2.96 1.28 5.92
Zaman +0.057 +0.198 +0.021 +0.275
(saat) 80 1.70 3.39 1.55 6.64
+0.057 +0.205 +0.205 +0.452
1.68 3.17 1.27 6.12
P2 Ortanm*
+0.021 +0.163 +0.021 +0.162
2.10 3.62 1.25 6.97
Sadece ECAT sekeri**
+0.070 +0.403 +0.001 +0.473

P2 ortamu soliisyonlari; 37 °C

Optimum ECAT sekeri igeren ortam ve diger kontrol gruplarinda elde edilen biyobiitanol
konsantrasyonlarinin karsilastirilmas1 sekil 4.3’de gosterilmektedir. Sekilde agikga
goriildigii gibi ECAT, etkili bir lignoseliilozik ham madde olabilecek potansiyeldedir. P2
ortaminda bulunan destekleyici besin maddelerinin ECAT igeren ortama
eklenmemesinde dahi standart P2 ortamina gore biyobiitanol konsantrasyonunda bir artig
goriilmektedir. Bu kullanilan atigin mikrobiyel gelisimi destekleyici ve biyoiitanol
verimini artirict Ozelliklere sahip oldugunu ve bdylekli hi¢cbir ek maddeye ihtiyag

olmadan dahi oldukca uygun maliyetle kullanilabilecegini géstermektedir.
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Maksimum Biyobiitanol (g/1.)

P2 ortamu Sadece ECAT ortami1  ECAT iceren modifiye
P2 ortamu

- /

Sekil 4.3 Farkli fermantasyon ortamlarinda en yiiksek biyobiitanol konsantrasyon

degerleri

37 °C; P2 Ortamz; 60 g/L glukoz, 1 g/L maya 0ziitii, P2 soliisyonlari, Sadece ECAT ortami; P2 soliisyonu
icermeyen 40 g/L ECAT sekeri; ECAT igeren modifiye P2 ortami; 40 g/L ECAT sekeri, 1 g/ maya 6ziitii,
P2 soliisyonlar1

4.1.3 Farkh azot kaynaklarinin biyobiitanol iiretimine etkisi

Calismanin bu boliimiinde mikroorganizmalarin metabolik aktivitelerini onemli derecede
etkileyen azot kaynaklarmin c¢esidi ve konsantrasyonu arastirilmigtir. Buna gore
caligmada, yaygin olarak kullanilan ve ucuz nitrojen kaynaklarindan olan maya 6ziitii ve
peyniralti suyu tozu, 1 ile 8 g/L konsantrasyon araliginda incelenerek biyobiitanol {iretimi

icin uygun nitrojen kaynagi ve konsantrasyonu tespit edilmistir.

Sekil 4.4'deki veriler, en yiiksek biyobiitanol iiretiminin 48. saatte 1 g/L maya oziitii ile
435 g/L olarak bulundugunu gostermektedir. Ayrica, artan maya Oziiti
konsantrasyonlarinda biyobiitanol konsantrasyonu belirgin sekilde azalmistir. EK olarak,
ayni peyniralti suyu tozu konsantrasyonlar1 biyobiitanol iiretimi igin test edilmistir. Sekil
4.4'de gorildiigi gibi farkli peyniralti suyu tozu konsantrasyonlari arasinda en yiiksek

biyobiitanol tiretimi 96 saatlik fermantasyon siiresi sonunda 4 g/L peyniralt1 suyu tozu

62



igeren ortamda 3.95 g/L olarak gozlenmistir. Biyobiitanol konsantrasyonu, peyniralti
suyu tozu konsantrasyonlari 1 ve 2 g/L oldugunda sirasiyla 3.79 g/L ve 3.87 g/L'ye hafifce
diismistiir. Ayrica sekil 4.4'deki veriler, her iki tiir nitrojen kaynaginin da C. beijerinckii
DSMZ 6422'nin biyobiitanol iiretimini olumlu etkiledigini ve bu ¢alismanin sonuglarinin
literatiirle uyumlu oldugunu gostermektedir. En yiiksek biyobiitanol igerigi literatiirde
yaygin olarak kullanilan bir nitrojen kaynagi olan 1 g/L maya oziitii varliginda elde

edildiginden, ilerleyen deneyler 1 g/L maya 6ziitii ile gergeklestirilmistir.

\
/

BP2 Ortamu W Peyniralt: Suyu Tozu OMaya Oziitii

Biyobiitanol (g/L)
~ o - >
— th [ th ) th 4 th

0.5 -
N
P2 Ortami ECAT Ortamt ECAT Ortami1 ECAT Ortami ECAT Ortami
1 g/l Azot 2 g/l Azot 4 g/l Azot 8 g/l Azot
Kaynagi Kaynagi Kaynagi Kaynagi
- /

Sekil 4.4 Nitrojen kaynagi olarak peyniralti suyu tozu ve maya 6ziitii varliginda en yiiksek
biyobiitanol konsantrasyonlari

40 g/L ECAT sekeri; P2 soliisyonlari; 37 °C; fermantasyon siiresi: P2 Ortamu i¢in 72. saat, tiim peyniralti
suyu tozu konsantrasyonlari i¢in 96. saat, 1 g/l maya 6ziitii i¢in 48. saat, 2-8 g/L maya 06ziitii igin 96. saat).
P2 ortam; 60 g/L glukoz, 1 g/l maya 6ziitii, P2 soliisyonlari, Modifiye P2 ortami; 40 g/l ECAT sekeri, 1
g/L maya 0ziitli, P2 soliisyonlar1

4.1.4 Mineral tuzlarimn (Mg?*, Fe?*, Zn?*) biyobiitanol iiretimine etkisi

Tez caligmasinin bu bdliimiinde mikroorganizmalarin onarim, replikasyon, enzim

yapisina katilma gibi énemli islevleri bulunan kritik minerallerin etkisi arastirilmustir. ilk
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olarak Mg?" iyonunun optimum konsantrasyonunu belirlemek icin, doért farkl
konsantrasyon test edilmistir.

Sekil 4.5'teki sonuglar, standart MgSQO4.7H,O konsantrasyonu (0.2 g/L) yariya
distiriildiigiinde biyobiitanol konsantrasyonunun arttigimi  gostermektedir. 0.1 g/L
MgS04.7H20 olacak sekilde Mg?* sinirlamasiyla toplam ABE ve biyobiitanol
konsantrasyonu sirastyla 7.82 g/L'den 8.43 g/L'ye ve 4.35 g/L'den 5.01 g/L'ye
yiikselmistir. MgSO4.7H,0O  konsantrasyonu  arttiginda  ise  biyobiitanol

konsantrasyonunda yaklasik 1 g/L’lik bir azalma gozlenmistir.

s N
6 A - 10
-9
5 A ‘_‘_‘_'_,_.-""i“ ‘._‘_“_‘_\ - L g
S e ERRRER T
%4 | . .“-h ------ _____i B ? ~
- -6 @
=] 58]
g3 -5 %
@2 L3 §
L - -2
-1
0 - -0
0.05 g/L 0.1g/L 0.2 gL 0.4 gL
MgSO0,.7TH,0 MgSO,.TH,0 MgSO,.7TH,0O MgSO,.7TH,0
= Toplam ABE ---l--- Maksimum Biyobiitanol Konsantrasyonu
. /

Sekil 4.5 Farkli konsantrasyonlardaki MgSQO4.7H20 varliginda en yiiksek toplam ABE ve
biyobiitanol konsantrasyonlari

40 g/L ECAT sekeri; 1 g/L maya 6ziitii; P2 soliisyonlari; 37 °C; fermantasyon siiresi: 0.05 g/L igin 48. saat,
0.1 g/L i¢in 96. saat, 0.2 g/L i¢in 48. saat ve 0.4 g/L i¢in 72. saat. 0.2 g/LL MgSQ04.7H,0; standart P2 ortami
konsantrasyonu

Tiim MgS0s.7H20 konsantrasyonlarinda zamana bagli biyobiitanol konsantrasyonundaki
degisim sekil 4.6’da verilmistir. Diisiik MgSQO4.7H20 konsantrasyonlarinda ilk 24 saatte
biyobiitanol iiretiminde hizli bir yiikselis oldugu goriilmektedir. MgSO4.7H20
konsantrasyonu 0.1 g/L oldugunda fermantasyonun ilerleyen siireglerinde iiretim hizi

diiserek sabit bir artigla devam etmistir. Ayrica ortamda ¢ok diisiik MgSO4.7H20 (0.05
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g/L) konsantrasyonunda 48. saatten sonra bir diisiis gozlenmektedir. Diger
konsantrasyonlara bakildiginda ise 0.2 g/L MgSO4.7H,O varliginda 24. saatte
biyobiitanol iiretiminde bir artis gézlenmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda ise C.
beijerinckii DSMZ 6422’in biyobiitanol tiretim egilimi 0. saatten 72. saate kadar sabit bir
hizla aratarak devam etmis, daha sonrasinda 6nemsiz bir diisiisle sonug¢lanmistir. Standart
P2 ortami ile karsilastirildiginda, ECAT sekeri ve MgSQO4.7H20 konsantrasyonunun
yarisinin  kullanim1  biyobiitanol konsantrasyonunu 3.22 g/L’den 5.01 g/L’ye
yiikseltmistir. Bu yiikselis fermantasyon ortaminda yaklasik olarak %55.59’luk bir
iyilesmenin saglandigini gostermektedir. Toplam ABE konsantrasyonunda ise 6.48
g/L’den 8.43 g/L’ye bir artig belirlenmistir. Bu artis %30.09 oranindadir. Ayrica bu
ortamlardaki aseton, biitanol ve etanol konsantrasyonlarindaki degisim sekil 4.7°de
gosterilmektedir. ECAT sekeri eklemesi ve MgSO4.7H20 konsantrasyonundaki degisim

ile aseton konsantrasyonunu artarken, etanolde ¢ok hafif bir diisiis gézlenmistir.

Biyobiitanol (g/L)

0 T T T T

0 24 48 72 96
Zaman (Saat)
—a—0.05 g/L Mg —e—0.1g/L Mg
—4— 0.2 g/ Mg (Modifiye P2 ortami) —+—0.4 g/l Mg
—— P2 Ortam J

Sekil 4.6 40 g/l ECAT sekeri varliginda farkli MgSO..7H,O konsantrasyonlarinda
biyobiitanol iiretiminin zamana baglh degisimi

40 g/L ECAT sekeri; 1 g/L maya 0ziitii; P2 soliisyonlar1; 37 °C; fermantasyon siiresi: 96 saat. 0.2 g/L
MgS0..7H,0; standart P2 ortami konsantrasyonu
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Solvent Konsantrasyonu (g/L)
[¥5]
|

Aseton Biitanol Etanol

O P2 Ortanu EECAT ve 0.1 g/L MgS04.7H20 iceren ortam
- /
Sekil 4.7 P2 ortam1 ve ECAT sekeri ve 0.1 g/l MgS04.7H20 igeren ortamda en yiiksek
biyobiitanol iiretiminin gergeklestigi fermantasyon zamanindaki aseton, biitanol

ve etanol karsilastirmasi

40 g/L ECAT sekeri; 1 g/L maya 6ziitii; P2 soliisyonlari; 37 °C; fermantasyon siiresi: P2 ortami i¢in 72.
saat, 0.1 g/L MgSQO4.7H,0 igeren ECAT ortamui igin 96. Saat

Farklt MgS0O4.7H20 konsantrasyonlarinda fermantasyon sonunda elde edilen kinetik
parametre sonuglari gizelge 4.3’de verilmistir. Tiim konsantrasyonlarda baslangic ECAT
sekeri konsantrasyonlar1 yaklasik 40 g/L olarak ayarlanmistir. Cizelge incelendiginde,
biyobiitanol verimi, en yiiksek 0.1 g/LL. MgSO4.7H20 konsantrasyonunda 0.247 g/g olarak
belirlenmis ve mineral konsantrasyonu arttikca biyobiitanol veriminde diisiis
gozlenmistir. Biyobiitanol tiretkenligi verileri incelendiginde, ayn1 sekilde 0.1 g/L’lik
konsantrasyon diger gruplara gore daha yiiksek bir iretkenlige sebep olmus ve 0.052

g/L/h olarak elde edilmistir.

Biyobiitanol iiretkenligindeki zamana bagli degisiklikler sekil 4.8’de gdsterilmektedir.
Uretkenlik zaman bagli olarak degismekle birlikte, yukarida da bahsedildigi gibi 6zellikle
0.1 g/L MgS04.7H20 varliginda ilk 24 saatte 0.193 g/L/h olacak sekilde yiiksek bir
iiretkenlik degeri elde edilirken, fermantasyon boyunca iiretkenlik hiz1 yavaslayarak 48,
72 ve 96. saatlerde sirasiyla 0.096 g/L/h, 0.068 g/L/h ve 0.052 g/L/h olacak sekilde

belirlenmistir. Boylelikle ilk 24 saatten sonra biyobiitanol konsantrasyonunda belirgin bir
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artis gozlenmemistir (4.11 g/L’den 5.01 g/L’ye). Standart besiyeri konsantrasyonu olan
0.2 g/L MgS04.7H20 varliginda ise 24. saatten 48. saate dogru ilerlerken biyobiitanol
tiretimi olduk¢a hizlanmis ve tiretkenlik de bu durumda yiikselmistir. Ancak 48. saatten
sonra sekilde de gorildiigi gibi sabit bir diislis belirlenmistir. MgSOs4.7H20
konsantrasyonu 0.4 g/L’e ¢ikarildiginda fermantasyon ortamindaki iiretkenlik siire¢

boyunca sabit bir hizda diismiistiir.

Seker tretkenlik oranlarina bakildiginda ise ¢izelge 4.3’dan da anlasilacagi gibi tim

konsantrasyonlarda belirgin bir degisim gézlenmemistir.

Cizelge 4.3 Farkli MgSO4.7H20 konsantrasyonu igeren fermantasyon ortamlarinda 96.
saatte elde edilen kinetik parametre degerleri

MgS0a4.7H20 Baslangic¢ Seker Biyobiitanol | Biyobiitanol Seker
konsantrasyonu | Konsantrasyonu g i Verimi Uretkenligi Titketim

(9/L) (g/L) o (9/0) @umy | O

(%)

43.95 3.49 0.173 0.036 45.89

005 +0.184 +0.113 +0.006 +0.001 +2.85

41.17 5.01 0.247 0.052 49.26

01 +0.057 +0.311 +0.025 +0.003 +2.09

38.67 4.06 0.218 0.042 48.15

02 +0.891 +0.360 +0.018 +0.004 +0.70

42.96 3.80 0.178 0.040 49.69

04 +0.615 +0.144 +0.002 +0.001 +0.58

40 g/L ECAT sekeri; 1 g/L maya 6ziitii; P2 ortamu soliisyonlari; 37 °C
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Sekil 4.8 40 g/ ECAT sekeri varliginda farkli MgSO..7H,O konsantrasyonlarinda
biyobiitanol {iretkenliginin zamana bagl degisimi

P2 ortamu soliisyonlar; 37 °C

Bu tez c¢alismasinda, optimum MgSO4.7H20 varliginda ECAT ortaminda farkli
FeSO4.7H20 konsantrasyonlarinin (0.005, 0.01, 0.02 ve 0.04 g/L) biyobiitanol iiretimi
lizerindeki etkisi arastirilmistir. Fe?* minerali biyobiitanol iiretiminin asidojenez fazinda
gorevli olan enzimin yapisina katildig: i¢in, fermantasyon ortaminda optimum oranda
bulunmast 6nemli bir parametredir. Buna gore sekil 4.9'da goriildiigii gibi en yiiksek
biyobiitanol konsantrasyonu 0.01 g/L FeSO4.7H20 igeren ortamda 5.01 g/L olarak
belirlenmistir. Sekil 4.9'daki sonuglara gore, 0.02 g/L FeSO4.7H.0 konsantrasyonu, 0.01
g/L FeS04.7H20 ile karsilastirildiginda biyobiitanol konsantrasyonunda (4.96 g/L) ¢ok
az bir diigiise neden olmustur. FeSO4.7H20 konsantrasyonu 0.005 ve 0.04 g/L oldugunda

ise biyobiitanol iiretiminin keskin bir sekilde diistiigi sekil 4.9’da goriilmektedir.
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Sekil 4.9 Farkli FeSO4.7H20 konsantrasyonlart varliginda en yiiksek toplam ABE ve
biyobiitanol konsantrasyonlari

40 g/L ECAT sekeri; 1 g/L maya ozi; 0,1 g/L MgSO4-7H20; P2 ortamu soliisyonlart; 37 °C; tiim
FeSO.-7H,0 konsantrasyonlar igin fermantasyon siiresi: 96. saat. 0.01 g/L FeSO,-7H,0; standart P2
ortami konsantrasyonu

Fermantasyon sonunda tiim FeSO4.7H20 konsantrasyonlarinda elde edilen kinetik
parametre degerleri cizelge 4.4’de gosterilmektedir. Tiim konsantrasyonlarda en yiiksek
biyobiitanol degerleri 96. saatte elde edilmistir. Diger deneylerde oldugu gibi
fermantasyon ortamlarmin baslangic ECAT sekeri konsantrasyonlar1 yaklagik 40 g/L
olacak sekilde belirlenmistir. Cizelge 4.4’e gore fermanyasyon ortamlarinda biyobiitanol
tiretkenligi fermantasyon sonunda, FeSO04.7H.O konsantrasyonu 0.005 g/L’den 0.01
g/L’ye arttirlldiginda 0.030 g/L/h’den 0.052 g/L/h’ye yiikselmistir. Ayrica biyobiitanol
konsantrasyonlarinin benzer oldugu 0.01 g/L ve 0.02 g/L konsantrasyonlarinda,
biyobiitanol iiretkenligi de benzerdir. Buna goére 0.02 g/L FeSO04.7H20 varliginda
biyobiitanol verimi 0.052 g/L/h olarak belirlenmistir. FeSO4.7H20 konsantrasyonu 0.04
g/L arttifinda ise, liretkenlik 0.042 g/L/h’ye diismiistiir. Seker tiiketim oranlar1 ise 0.01-
0.04 g/L FeS0O4.7H20’de benzerken, 0.005 g/L’de diger gruplara gore daha diisiiktiir.
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Cizelge 4.4 Farkli FeSO4.7H.O konsantrasyonlarinda elde edilen kinetik parametre

degerleri

Seker

FeS04.7H20 Baslangi¢ Seker Biyobiitanol | Biyobiitanol

Biyobiitanol L .. Tiiketim

konsantrasyonu Konsantrasyonu Verimi Uretkenligi

(g/L) Orani
(9/L) (9/L) (9/9) (9/L/h)
(%)

0.005 37.52 2.89 0.210 0.030 36.67
' +0.799 £0.148 £0.014 +0.002 £1.40
001 41.17 5.01 0.247 0.052 49.26
' +0.057 £0.311 +0.025 £0.003 £2.09
. 41.63 4.96 0.231 0.052 51.57
' +0.148 +0.374 +0.013 +0.004 +0.72
0.04 42.87 4.00 0.189 0.042 49.36
' +0.615 £0.311 +0.016 +0.003 +0.44

40 g/L ECAT sekeri; 1 g/L maya oziitii; 0.1 g/L MgSOa4-7H20; P2 ortam soliisyonlari; 37 °C; tim
FeSO4-7H,0 konsantrasyonlar igin fermantasyon siiresi: 96. saat. 0.01 g/L FeSO4-7H,0; standart P2
ortami konsantrasyonu

Fermantasyon sonunda biyobiitanol verimi, FeSO4.7H20 konsantrasyonu 0.005 g/L’den
0.01 g/LL arttiginda 0.210 g/g’dan 0.247 g/g’a yiikselmistir. Ancak mineral
konsantrasyonu arttikga verimde diisiis gozlenmistir. Cizelge 4.5 tim FeSO4.7H.0
konsantrasyonlarinda belirli fermantasyon zamanlarindaki biyobiitanol verimlerini
gostermektedir. Biyobiitanol verimi 0.005 g/L FeSO4.7H.0 varliginda 24. saatten sonra
keskin bir sekilde dismiistir. Ortamda 0.01 g/L FeSOs.7H>O varliginda ise,
fermantasyon siiresi boyunca biyobiitanol verim etkinligi stabil bir sekilde korunmus ve
hafif bir diislis gdzlenmistir. Ayrica, 0.02 g/L FeSO4.7H20 kullanildiginda biyobiitanol
konsantrasyonu, 0.01 g/L FeS0a4.7H20O igeren ortamla ¢ok benzer olmasina ragmen,
biyobiitanol verimi 0.01 g/L’ye gore daha belirgin bir diisiis géstermistir. Benzer sekilde
0.04 g/L FeSO4.7H20 varliginda 24. saatten sonra bir diisiis gozlenmistir.
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Cizelge 4.5 Farkli FeSO4.7H20 konsantrasyonlarinda elde edilen biyobiitanol verimi
degerlerinin zamana bagli degisimi

FeS0O.4.7H20 konsantrasyonu
Zaman @)
(Saat)
0.005 0.01 0.02 0.04
0.501 0.295 0.388 0.304
24 +0.053 +0.043 +0.104 +0.030
0.292 0.263 0.219 0.237
8 +0.053 +0.054 +0.003 +0.036
0.204 0.253 0.254 0.219
& +0.063 +0.025 +0.015 +0.023
0.210 0.247 0.231 0.189
% +0.014 +0.025 +0.013 +0.016

40 g/L ECAT sekeri; 1 g/L maya 6ziitii; 0.1 g/L MgSOa-7H,0; P2 ortami soliisyonlart; 37 °C

Zn minerali mikrobiyel hiicre metabolizmasinda bir ¢ok birimde gorev alan 6nemli bir
besin maddesidir. Hiicre igindeki ve disindaki yapisal ve diizenleyici birimlerde
bulundugu konsantrasyon yine bu aktiviteleri etkileyebilmektedir. Mevcut calismada
optimum MgSQ4.7H.0 ve FeSO4.7H20 konsantrasyonunda ZnSOs.7H20’in pozitif etkisi
sekil 4.10’te gosterilmektedir. C. beijerinckii DSMZ 6422 tarafindan en yiiksek toplam
ABE ve biyobiitanol konsantrasyonu 0.001 g/L ZnSO4.7H20 varliginda sirasiyla 9.73 g/L
ve 6.21 g/L olarak iiretilmistir. Buna gore, ZnSQO4.7H>0 ilavesinin, modifiye edilmis P2
ortaminda toplam ABE ve biyobiitanol konsantrasyonunu %24.42 ve %42.75 oraninda
iyilestirdigi goriilmektedir. ZnSO4.7H20 konsantrasyonu 0.01 g/L ve 0.02 g/L’ye
artirildiginda ise toplam ABE ve biyobiitanol konsantrasyonu belirgin bir sekilde
diismiistiir. Ayrica bu konsantrasyonlar birbirleri ile karsilastirildiginda neredeyse bir fark
goriilmemistir. Bununla birlikte optimize edilmis P2 ortaminda 43.87 g/L olan baslangig
ECAT sekeri konsantrasyonu, 96 saatlik fermantasyon sonunda 19.81 g/L'ye diismiistiir.
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Sekil 4.10 Artan ZnSO4.7H20 konsantrasyonlari varliginda en yliksek toplam ABE ve
biyobiitanol degerleri
40 g/L ECAT sekeri; 1 g/L maya oziiti; 0.1 g/L MgSO4.7H.0; 0.01 g/L FeSO.7H,0; P2 ortam

soliisyonlari; 37 °C; fermantasyon siiresi: 0 ve 0.001 g/L igin 96. saat, 0.01 ve 0.02 g/L igin 72. saat. 0 g/L
ZnS04.7H,0; Standart P2 ortami ZnSO4.7H,0 igermez

Tez calismasinda ZnS04.7H20 konsantrasyonlarinin etkisi 120 saatlik bir fermantasyon
boyunca incelenmistir. Fermantasyonun 96. saatinden sonra solvent ve seker
konsantrasyonunda degisim gozlenmemistir. Sekil 4.11’de maksimum biyobiitanol ve
toplam ABE degerinin elde edildigi 0.001 g/ ZnSO4.7H20 igeren ortamda solvent ve
seker konsantrasyonun fermantasyon boyunca degisimi gosterilmektedir. Sekilde solvent,
aseton, biitanol veya etanolii ifade etmektedir. Belirtilen ortamda baslangi¢ seker
konsantrasyonu 43.87 g/L iken, fermantasyon boyunca seker kullanimi ilk 48 saatte hizli
bir sekilde gerceklesirken, daha sonrasinda kullanim hiz1 diiserek sabit bir sekilde 120.
saat sonunda 18.81 g/L’ye ulagsmistir. Bu siiregte, biyobiitanol konsantrayonu 96 saat
boyunca artarak devam etmis, ancak sonrasinda sabitlenmistir. Ayn1 sekilde toplam ABE,
fermantasyon boyunca biyobiitanol konsantrasyonun egilimini gostermistir. Etanol
konsantrasyonu ilk 24 saatte artarken, daha sonrasinda 6nemsiz bir diisiis gozlenmistir.
Aseton konsantrasyonunda ise, 72 saat boyunca bir artis belirlenirken, sonraki siirecte

hafifce azalmistir.
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Sekil 4.11 40 g/l ECAT sekeri ve 0.001 g/ ZnSO4.7H20 varlifinda fermantasyon
ortamindaki solvent ve seker konsantrasyonundaki degisim

40 g/L ECAT sekeri; 1 g/l maya oziiti; 0.1 g/L MgSO4.7H.0; 0.01 g/L FeSO.7H,0; P2 ortami
soliisyonlart; 37 «C

Bu tez calismasinda, ECAT sekerinin ve farklt mineral tuzlarinin fermantasyon
ortamlarinda kullanimu ile C. beijerinckii DSMZ 6422 tarafindan biyobiitanol iiretiminde
bir iyilestirme hedeflenmistir. Yapilan deneyler sonucunda, bu yaklagimim olumlu

etkilerinin oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.12, fermantasyon ortami bilesiminin toplam ABE ve biyobiitanol konsantrasyonu
tizerindeki etkisini agik¢a gostermektedir. Sekil 4.12'ye gore, fermantasyon ortaminda
ECAT kullanimi ve mineral tuzlarinda yapilan modifikasyonlar (MgSO4.7H20
sinirlamasi, FeSO4.7H20 ve ZnS04.7H>O takviyesi), C. beijerinckii DSMZ 6422
tarafindan biyobiitanol {iretimini artirmistir. Buna gore, en diisiik biyobiitanol
konsantrasyonu standart P2 ortami kullanildiginda 3.22 g/L olarak elde edilmistir. Daha
sonrasinda, glukoz yerine 40 g/L ECAT sekerinin kullanimi, biyobiitanol miktarini 4.35
g/l olacak  sekilde iyilestirmistir. Bunun yaninda, mineral tuzlarinin

konsantrasyonlarinda gerceklestirilen modifikasyonlar ile belirtilen biyobiitanol
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konsantrasyonu 6.21 g/L’ye artirllmigtir. Bu durum ozellikle besiyeri ortaminda
ZnS04.7H20 kullaniminin biyobiitanol iiretimini olduk¢a destekledigini gostermektedir.
Ayrica yine sekil 4.12’deki veriler goz oniine alindiginda, mineral tuzlarinin biyobiitanol
tiretiminde oldukca etkili olduklar1 goriilmektedir. Soyleki sadece 40 g/l ECAT sekeri
iceren ortamda 3.97 g/L olarak elde edilen yiiksek biyobiitanol konsantrasyonu, P2
ortaminin diger mineral tuzlar1 ve tez ¢algsmasinda arastirilan mineral tuzlar varliginda

6.21 g/L’ye kadar artirilmgtir.

Tiim sonuglar degerlendirildiginde, standart P2 ortamu ile elde edilen 6.48 g/L. toplam
ABE konsantrasyonu, optimizasyon c¢aligmalari ile 9.73 g/L’ye ulagmistir. Buna gore,

toplam ABE ve biyobiitanol iiretimi sirasiyla %50.15 ve %92.85 oraninda iyilestirilmistir.

-
7 7 - 11
p i - 10
5 - -8 %
S . T | 7 o
= . 1
E b
E 3 1 ® -5 =
Z |, E
S :
| 2 -3
1 -2
- 1
0 - -0
P2 Ortamu Modifiye P2 Ortamu  Optimize P2 Ortamu
Toplam ABE ---@--- Biyobiitanol
\ /
Sekil 4.12 Tim ortamlarda elde edilen en yiiksek toplam ABE ve biyobiitanol
konsantrasyonlari

P2 Ortami; 60 g/L glukoz, 1 g/ maya 6ziitii, P2 ortam1 soliisyonlari, Modifiye P2 Ortami; 40 g/l ECAT
sekeri, 1 g/l maya 6ziitli, P2 ortamu soliisyonlari, Optimize Edilmis P2 Ortami; 40 g/L ECAT sekeri, 1 g/L
maya 0ziiti, 0.1 g/LL MgS04.7H20, 0.01 g/L FeS04.7H20, 0.001 g/L. ZnSO4.7H,0, P2 ortam soliisyonlari
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Ayrica, standart P2 ortami ve Optimize P2 ortami mikrobiyel gelisim agisindan
incelendiginde, sekil 4.13’te goriildiigii gibi biiyiik bir fark gdzlenmistir. 96 saat sonunda
standart P2 ortaminda mikrobiyel gelisim 0.167 g/L olarak belirlenirken, optimize P2
ortaminda 0.498 g/L olarak elde edilmistir. Buna gore, ¢ay atiginin kullanimi ve besiyeri
optimizasyonu ile mikrobiyel gelisim 2.98 kat iyilestirilmistir. Ayrica, mineral ve vitamin
eklenmeden sadece ECAT sekeri varliginda ise 0.449 g/l mikrobiyel biyokiitle elde
edilmistir. Bu sonug¢, ECAT nin mikrobiyel biiylimeyi ve fermantasyon aktivitesini

onemli Olgiide artirdigin1 gostermektedir.

0.6 1

Mikrobiyel gelisim (g/L)

0 T T T T T
0 24 48 72 96

Zaman (Saat)

—— Standart P2 ortami —@— Optimize P2 ortam1 —8— Sadece ECAT sekeri iceren ortam
\ J/

Sekil 4.13 Tiim ortamlarda zamana bagli mikrobiyel gelisim

P2 Ortami; 60 g/L glukoz, 1 g/L maya 6ziitii, P2 ortam soliisyonlari, Sadece ECAT sekeri igeren P2 Ortami;
40 g/L ECAT sekeri, Optimize Edilmis P2 Ortami; 40 g/l ECAT sekeri, 1 g/L maya o6ziiti, 0.1 g/L
MgS04.7H20, 0.01 g/L FeS04.7H,0, 0.001 g/L ZnSO4.7H-0, P2 ortamu soliisyonlari
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4.1.5 Fermantasyon ortamlarinda elde edilen kinetik parametreler ve istatistiksel
analiz

Tez calisgmasinda, ECAT sekeri ve mineral optimizasyonlarinin biyobiitanol verimi,
tiretkenligi ve seker tliketim orani iizerindeki etkileri aragtirllmistir. Cizelge 4.6, farkl
fermantasyon ortamlarindan elde edilen kinetik parametrelerin  sonuglarini
gostermektedir. Cizelge 4.6'ya gore farkli ECAT sekeri konsantrasyonlari ile 96 saatlik
fermantasyon sonunda en yiiksek biyobiitanol verimi, tiretkenligi ve seker tiiketim orani
yaklasik 40 g/L ECAT sekeri varliginda sirasiyla 0.218 g/g, 0.042 g/L/h ve %48.15 olarak
belirlenmigtir. Ayrica, standart P2 ortamina kiyasla 40 g/ ECAT sekeri varliginda
biyobiitanol verimi %100 oraninda 6nemli dlglide artarken, biyobiitanol liretkenligi ve

seker tliketim oran1 %27.27 ve %5.96 oraninda iyilesmistir.

Ek olarak, fermantasyon ortaminin optimizasyonu, mevcut ¢alismada C. beijerinckii
DSMZ 6422'nin kinetik parametrelerini 6nemli 6lgiide iyilestirmistir. Cizelge 4.6'da
goriildiigii gibi, 96 saat sonunda sirasiyla biyobiitanol verimi, biyobiitanol iiretkenligi ve
seker tiikketim orani sirasiyla 0.218'den 0.258 g/g'ye, 0.042'den 0.065 g/L/h'ye ve %
48.15'ten % 54.84'e yiikselmistir. Mevcut ¢alismadaki tiim sonuglar degerlendirildiginde,
96 saat sonunda biyobiitanol verimi standart P2 besiyerine gore yaklasik 2.4 Kat
lyilesmistir. Ayrica, biyobiitanol iiretkenligi, standart P2 ortamina kiyasla %96.96

oraninda 6nemli l¢iide artmustir.
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Cizelge 4.6 Farkli fermantasyon ortamlarinda 96. saat sonunda elde edilen kinetik
parametreler

Optimize P2
P2 Ortami® Modifiye P2 Ortami®
Ortam®
72 s* 96s 48 s* 96s 96 s*
Baslangic Seker
63.99 63.99 38.67 38.67 43.87
Konsantrasyonu
+1.301¢ +1.301¢ +0.891° +0.891° +0.948"
(9/L)
Toplam ABE 6.48 6.12 7.82 7.50 9.73
(g/L) +(0.395¢9 +0.1629 +0.113" +0.360" +0.240'
Biyobiitanol 3.22 3.17 4.35 4.06 6.21
(g/L) +0.078 +0.163% +0.134' +0.360™ +0.361"
Biyobiitanol verimi 0.121 0.109 0.255 0.218 0.258
(9/9) +0.006° +0.012°P +0.023" +0.018° +0.013"
Biyobiitanol
.. 0.045 0.033 0.090 0.042 0.065
Uretkenligi
+0.001% +0.002" +0.010Y | +0.004% +0.004*Y
(g/L/h)
Seker Tiiketim Oram 41.58 45.44 44.09 48.15 54.84
(%) +2.148Y +1.6587 +1.141* +0.7001 +1.640P

*En yliksek toplam ABE ve biyobiitanol konsantrasyonlarinin elde edildigi fermantasyon zamanlari

260 g/L glukoz, maya oziitii ve P2 soliisyonlar1 igeren ortam

40 g/L ECAT sekeri, maya &ziitii ve P2 soliisyonlar1 igeren ortam

¢ 40 g/L ECAT sekeri, maya 6ziitii,0.1 g/L MgSO..7H.0, 0.01 g/L FeSO..7H,0, 0.001 g/L ZnS04.7H-0
ve P2 soliisyonlari igeren ortam

Ayni satirdaki iist simgelerdeki farklt harfler, baslangi¢ seker konsantrasyonlari, biyobiitanol, toplam ABE,
biyobiitanol verimi, biyobiitanol {iretkenligi ve seker tiiketim orani1 bakimindan 6nemli farkliliklart gdsterir.
Istatistiksel anlamlilik (p < 0,01)

Ayrica fermantasyon ortamindan elde edilen sonuglarin istatistiksel onemi %99 giiven
araliginda one-way ANOVA teknigi ve Tukey Post Hoc Test kullanilarak belirlenmistir.
Tukey Post Hoc Testi, fermantasyon ortami arasindaki ¢oklu karsilastirmalar belirlemek
icin gerceklestirilmistir. ANOVA analiz modelinde Y bagimli degisken olarak
biyobiitanol, faktor olarak ise fermantasyon ortami belirlenmistir. Elde edilen sonuglarin
biyobiitanol iiretimi iizerindeki 6nemini tahmin etmek i¢in hesaplanan Kareler Toplam1
(Z(xi — x)?) , serbestlik derecesi (df), Ortalama Kare (X?), F ve p degeri cizelge 4.7'de
gosterilmistir. Tek yonlii ANOVA sonuglarina gore, p(0,000) < 0,01 ve F (4.5)
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(60786.800 > tablo kritik degeri (5.20)) degerleri, farkli ortamlarin biyobiitanol tiretimi

tizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.7 Farkli fermantasyon ortamlarinda biobutanol konsantrasyonunun ANOVA

analizi
X (xi - %)? df X2 F p
12.157 4 3.039 60786.800 0.000

X (xi — %)%, Kareler tolamu, df; serbestlik derecesi, X?; Ortalama kare

4.2 Ugiincii Nesil Ham Madde Olan D. salina Biyokiitlesi ile Yapilan Calismalar

4.2.1 D. salina'nin yapisal ve kimyasal 6zellikleri

Mikroalgler, karbonhidratlar, lipidler, proteinler, vitaminler, mineraller ve karotenoidler
acisindan zengin bir besin igerigine sahiptir. Bu nedenle tez ¢alismasinda biyobiitanol
tiretimi ig¢in D. salina'nin baz1 yapisal ve kimyasal 6zellikleri incelenmis ve elde edilen
veriler ¢izelge 4.8’de gosterilmistir. Verilere gore mikroalg biyokiitlesinde glukoz,
arabinoz ve diger sekerlerin (galaktoz, mannoz ve ksiloz dahil) icerikleri sirasiyla
%77.21, %5.98 ve %16.81 olarak belirlenmistir. Ayrica D. salina'nin protein igerigi
%64.2 olarak gozlenmistir. Ayrica HMF, formik asit ve asetik asit sirasiyla 0.412 g/L,
0.170 g/L ve 0.670 g/L olarak belirlenmistir. Buna gére D. salina, yiiksek protein igerigi,
diistik furfural ve organik asit bilesikleri ile mikrobiyal biiyiimeyi destekleyen uygun bir
materyaldir.
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Cizelge 4.8 D. salina'nin yapisal ve kimyasal 6zellikleri

Ozellik Icerik

Glukoz (%) 77.21

Arabinoz (%) 5.98

Diger sekerler (Galaktoz, Mannoz ve

Ksiloz) (%) 1.8l

Asetik asit (g/L) 0.670

Formik asit (g/L) 0.170

HMF (g/L) 0.412

Protein (%) 64.2

On islenmis mikroalgal biyokiitle, %1 H,SQO4, 121 °C, 15 dakika

4.2.2 Fotoototrofik mikroalgal biyokiitlenin biyobiitanol iiretimindeki etkisi

Tez calismada, standart Johnson ortaminda yetistirilen ve hasat edilen yas D. salina
biyokiitlesi kullanilmistir. On isleme tabi tutulmamis 50 g/L ve 100 g/L mikroalgal
biyokiitle eklenen ve glukoz icermeyen P2 ortaminda verimli biyobiitanol iretimi
gerceklestirilmistir. Sekil 4.14’te gortildigi gibi, C. beijerinckii DSMZ 6422 96 saat
sonunda 50 g/L ve 100 g/L mikroalgal biyokiitle varliginda sirasiyla 2.97+0.020 g/L ve
3.60+0.020 g/L biyobiitanol iiretmis ve 60 g/L glukoz igeren standart P2 ortaminda ise 72
saat sonunda maksimum Dbiyobiitanol konsantrasyonu 3.22+0.078 g/L olarak
saptanmistir. Ayrica P2 ortaminda fermantasyonun 96. saatine gelindiginde ise bu deger

hafifce diismiis ve 3.17+0.163 g/L'ye gerilemistir.

Toplam ABE konsantrasyonlar1 degerlendirildiginde, standart P2 ortaminda 6.48+0.395
g/L elde edilirken, karbon kaynag1 ve destekleyici madde olarak sadece 50 g/L mikroalgal
biyokiitle kullanildiginda ise bu deger 6.39+0.030 g/L olmustur. Bunun yaninda biyokiitle
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konsantrasyonu 100 g/L’ye artirildiginda, toplam ABE konsantrasyonu 6.754+0.030
g/L’ye ylikselmistir.

Bu verilere gore fermantasyon ortamlar1 karsilastirildiginda, en yiiksek biyobiitanol ve
toplam ABE konsantrasyonlari, sirasiyla 3.60+0.020 g/L ve 6.75+0.030 g/L 6n islem
gormemis 100 g/l mikroalg biyokiitlesi iceren ortamda elde edilmistir. Deneyin bu
adiminda, glukoz yerine mikroalg biyokiitlesi eklendiginde hemen hemen ayni
biyobiitanol konsantrasyonlarinin gozlendigi acgikga gosterilmistir. Bu nedenle, bundan
sonraki deneylerde, daha ytliksek miktarda mikroalg biyokiitlesi elde etmek i¢in mikroalg

yetistirme kosullariin iyilestirilmesi hedeflenmistir.

mEmm Maksimum Biyobiitanol ---@--- Toplam ABE

Biyobiitanol & Toplam ABE (g/L)
[a] |73 = L [=)% | oo
¢
°
°

—
1

=
l

P2 ortamu + 60 g/I. glukoz ~ P2 Ortamu + 50 g/L P2 Ortamu + 100 g/l
Mikroalg Mikroalg

- /
Sekil 4.14 Farkli fermantasyon ortamlarinin biyobiitanol {iretimine etkisi
P2 soliisyonlart; 37°C; pH 6.8; fermantasyon siiresi: P2 ortami i¢in 72. saat ve P2 ortanmu + 50

g/L mikroalg ve P2 ortami + 100 g/L mikroalg i¢in 96. saat

4.2.3 Farkh kiiltivasyon kosullarinin mikroalg gelisimine etkisi

Tez calismada, farkli MA ve CaCl: konsantrasyonlarinin varliginda, miksotrofik ve
fotoototrofik yetistirme kosullarinda mikroalgal bilyiime incelenmistir. Oncelikle MA'nin

miksotrofik kosullarda mikroalg gelisimini artirici etkisi belirlenmistir. MA yiiksek
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diizeyde kalsiyum igerdiginden, kalsiyumun etkisini aydinlatmak igin Johnson
ortamindaki CaClz, MA ile ayn1 konsantrasyonlarla karsilastirilmistir. Sekil 4.15'deki
veriler, farkli kiiltivasyon kosullarinda D. salina mikroalginin gelisimini gostermektedir.
Sonuglara gore, incelenen tiim konsantrasyonlarda miksotrofik kiiltivasyonun, mikroalgal
biyokiitle tretimi igin fotoototrofik gelisimeye gore agikga daha elverisli oldugu
goriilmektedir. Sekil 4.15'de goriildiigii gibi, MA konsantrasyonu 0.4'ten 1 g/L'ye
cikarildiginda mikroalgal gelisme 6nemli 6l¢lide artmustir. En yiiksek mikroalgal gelisim,
1 g/L MA varhiginda 0.481+0.023 g¢/L olarak belirlenmistir. Ayrica 1.5 g/L MA,
mikroalgal biiyiimede 0.476+0.023 g/L'ye kadar hafif bir diislise neden olmasina ragmen,
hiicreler 2 g/L MA'y1 tolere edememistir. Ote yandan, CaCl, igeren gruplarda, 0.6 g/L'den
daha yiiksek CaCl, konsantrasyonlarinin varliginda biyokiitle konsantrasyonu keskin bir
sekilde azalmistir. Sekil 4.15'deki verilere gore miksotrofik kiiltivasyonda en yliksek
mikroalg gelisim fotoototrofik kiiltivasyona gore yaklasik 1.28 kat artmis ve 0.376+0.020
g/L'den 0.481+0.023 g/L'ye yiikselmistir. Elde edilen sonuglara gore, kalsiyumun
mikrobiyal biiylime {izerinde 6nemli bir etkisinin olmadigi, ancak MAin biyokiitle
miktarint 6nemli Olgiide arttirabilecegi goriilmistiir. Boylece MA'nin D. salina

biyokiitlesi iiretimi i¢in umut verici bir kaynak olarak kullanilabilecegi goriilmektedir.

4 I
EMA m CaClh
0,5 4
5, 0.4
=
g,
2 03
5 0.2 -
5
S 0.1 -
=
p=
0_
0.4 g/L 0.5g/L 0.6 g/L 0.8 g/L 1g/L 1.5g/L 2 g/l
N /

Sekil 4.15 Johnson ortaminda artan CaClo ve MA konsantrasyonlari varliginda
fotoototrofik ve miksotrofik kiiltivasyon kosullarinin D. salina'nin gelisimi
tizerindeki etkisi

Johnson ortami; 2400 Ix; 25°C; pH 6.8; kiiltivasyon stiresi, 15 giin
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4.2.4 Miksotrofik mikroalgal biyokiitlenin biyobiitanol iiretimine etkisi

Mevcut ¢alismada, biyobiitanol {iretimi i¢in farkli MA ve CaCl, konsantrasyonlarinda
yetistirilen 50 g/L D. salina biyokiitlesi kullanilmistir. Tiim fermantasyon islemlerinde
biyobiitanol konsantrasyonunu artirmak i¢in 60 g/L glukoz i¢eren P2 ortami D. salina
biyokiitlesinin eklenmesi ile desteklenmistir. Burada, kontrol grubu olarak MA ile ayni

konsantrasyonlarda CaCl: ile yetistirilen 50 g/L D. salina biyokiitlesi kullanilmistir.

Sekil 4.16, miksotrofik olarak yetistirilen mikroalg biyokiitlesinin varliginda daha yiiksek
biyobiitanol konsantrasyonlarmin elde edildigini gostermektedir. Buna gore, mevcut
calismada 0.4 g/L’den 1 g/L’ye artan MA konsantrasyonlarinda yetistirilen biyokiitle
kullanildiginda biyobiitanol konsantrasyonu sirasiyla 4.67+0.530 g/L'den 8.33+ 0.350
g/L'ye yiikselmistir. Bu 6nemli artis, miksotrofik D. salina'nin mikrobiyal biiyiimeyi ve
biyobiitanol tiretimini destekleyen maddeler igermesinden kaynaklaniyor olabilir. Cilinkii
mikrobiyal hiicrelerin bilesimi ve yiizey Ozellikleri biiyiime kosullar ile iliskili
olabilmektedir (Joo vd. 2021, Dostalek vd. 2004, Liyanaarachchi vd. 2021). Ayrica
mikroalgal hiicrelerin ¢esitli biiylime kosullarinda makro (karbonhidratlar, proteinler,
lipitler vb.) ve mikro (fosfor vb.) maddeler gibi iceriklerinin etkinligini degistirdigi de

vurgulanmaktadir.

Artisin oldugu aralik incelendiginde, hem MA hem CaCl; varliginda yetistirilen
mikroalgal biyokiitlerde konsantrasyon arttik¢a genellikle sabit bir artis orani ile
biyobiitanol ve toplam ABE konsantrasyonun yiikseldigi goriilmektedir. Ancak MA ve
CaClz konsantrasyonu 2 g/L oldugunda, biyobiitanol iiretiminde keskin bir diigiis oldugu

gozlenmistir.

Yukarida verilen sonuglarla birlikte sekil 4.16, standart P2 ortaminin diger fermantasyon
ortamlar ile bir karsilastirmasin1 da gostermektedir. Buna gore, standart P2 ortamu ile
elde edilen biyobiitanol konsantrasyonu (3.22 g/L), tim MA konsantrasyonlarinda
yetistirilen mikroalgal biyokiitleler ile desteklenen fermantasyon ortamlarma gore

oldukca diistiktiir. CaCl; varliginda yetistirilen biyokiitleler ile desteklenen fermantasyon
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ortamlarinda ise sadece 2 g/L. CaCl,’de yetisen biyokiitle kullanildiginda, standart P2
ortami ile benzer bir biyobiitanol konsantrasyonu (3.21 g/L) elde edilmistir. Ayrica, Sekil
4.16, 1 g/L MA ile yetistirilen mikroalgal biyokiitle igeren P2 ortamindaki biyobiitanol
konsantrasyonunun, standart P2 ortamina gore 2.58 kat arttigimi gostermektedir. Bu

nedenle, sonraki kiiltivasyon deneyleri i¢in 1 g/LL MA segilmistir.
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mmmm MA (Biyobiitanol) mmmmm CaCl, (Biyobiitanol) O Standart P2 ortami (Biyobiitanol)
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Sekil 4.16 Fermantasyon ortamina farkli MA ve CaCl» konsantrasyonlarinda (0.4 — 2 g/L)
yetistirilen mikroalg biyokiitle eklenmesinin biyobiitanol ve toplam ABE
iiretimi tizerindeki etkisi

P2 ortam ¢ozeltileri, 60 g/L glukoz; 37°C; pH 6.8; fermantasyon siiresi: standart P2 ortamu i¢in 72. saat ve
tim MA ve CaCl; konsantrasyonlarini igeren ortamlar i¢in 96. saat. Mikroalgal biyokiitle ile katkilanmig
fermantasyon ortamlari; P2 soltisyonlar1 + 60 g/L glukoz + 50 g/L mikroalgal biyokiitle

4.2.5 Miksotrofik mikroalgal biyokiitle konsantrasyonunun ve fermantasyon
siiresinin biyobiitanol iiretimine etkisi

Tez galismasinin bu boliimiinde, 1 g/L MA'da yetistirilen mikroalg biyokiitlesinin artan
konsantrasyonlarinin (100, 200, 300 g/L) biyobiitanol iiretimi ve toplam ABE {izerindeki
etkisi arastirilmistir. Bunun i¢in hazirlanan fermantasyon ortamlarinda bir Onceki

boliimde oldugu gibi, fermantasyon ortami olarak 60 g/L glukoz ve soliisyon igeren P2
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ortamlarina mikroalgal biyokiitleler destekleyici ham madde olarak kullanilmig ve ortama

eklenmistir.

Sekil 4.17°da gorildiigii gibi tiim mikroalgal biyokiitle konsantrasyonlarinda biyobiitanol
tretimi degisiklik gostermektedir. En yiiksek biyobiitanol konsantrasyonu 200 g/L
mikroalgal biyokiitle ilavesi ile 96. fermantasyon siiresinde 11.35+0.617 g/L olarak
belirlenmistir. Mikroalg konsantrasyonu 50 g/L’den 200 g/L’ye arttik¢a, biyobiitanol
konsantrasyonlar1 belirli bir oranda artmistir. Soyleki, 50 g/ mikroalgal biyokiitle ile
elde edilen biyobiitanol miktar1 8.33+0.350 g/L, 100 g/L mikroalgal biyokiitle ile
9.70+0.461 g/L ve 200 g/L biyokiitle ile 11.35+0.617 g/L olarak elde edilmistir. Ayrica,
biyokiitle konsantrasyonu 300 g/L'ye artirildiginda biyobiitanol konsantrasyonunda
keskin bir diisiis gozlenmistir. Bu azalma, yiliksek konsantrasyonlarda alg biyokiitlesi
kullanim1 sonucunda salinan proteinlerden tiiretilen inhibe edici bilesikler nedeniyle

biyobiitanol liretiminin engellenmesi ile agiklanabilir (Wang vd. 2016).

Bununla birlikte toplam ABE konsantrasyonlar1 incelendiginde, 50, 100 ve 200 g/L
mikroalgal biyokiitle varliginda biitanol haricinde aseton ve etanol biiyilk oranda
degismemis ve bu nedenle belirtilen biyokiitle konsantrasyonlarinda toplam ABE benzer
degerlere sahip olarak belirlenmistir. Ancak yine biyokiitle konsantrasyonu 300 g/L
oldugunda, biyobiitanol konsantrasyonunda oldugu gibi, toplam ABE degeri belirgin

derecede azalmistir.
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Sekil 4.17 1 g/L MA ile yetistirilen mikroalg biyokiitlesinin artan konsantrasyonlarinin
biyobiitanol ve toplam ABE iiretimi {izerindeki etkisi

P2 ortamu soliisyonlari; 60 g/L glukoz; 37°C; pH 6.8; fermantasyon siiresi: standart P2 ortamu i¢in 72. saat,
tim mikroalgal biyokiitle konsantrasyonlart i¢in 96 saat. Standart P2 Ortami; 60 g/L glukoz + P2
soliisyonlar1

Ek olarak, sekil 4.18’deki veriler, 200 g/L mikroalgal biyokiitle varliginda C. beijerinckii
DSMZ 6422 tarafindan biyobiitanol iiretimi {izerinde zamanin etkisini gostermektedir.
Buna gore, biyobiitanol iiretimi 48 saat sonra 6nemli 6l¢iide artmigtir. Aseton ve etanol
konsantrasyonlar1 72. saatte maksimum seviyeye ulagmig, biyobiitanol ve toplam ABE
konsantrasyonlari sirasiyla 11.88+0.617 g/L ve 13.89 £0.615 g/L olarak belirlenmistir.
Bu kapsamda ABE iiretimi i¢in optimum fermantasyon siiresi 72 saat olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.18 Optimize edilmis kosullarda C. beijerinckii DSMZ 6422 tarafindan
biyobiitanol liretimi {izerinde zamanin etkisi

Standart P2 ortami + 200 g/L mikroalg biyokiitlesi; 37°C; pH 6.8

Tim veriler degerlendirildiginde, mikroalg katkili P2 ortaminda C. beijerinckii DSMZ
6422'nin fermantasyon performansi, standart P2 ortamina kiyasla maksimum biyobiitanol
ve toplam ABE agisindan sirasiyla 3.69 ve 2.14 kat iyilestirilmistir. Bu iyilestirilmis
degerler, standart P2 ortamina ek olarak mikroalg biyokiitlesinin eklenmesinin

biyobiitanol tiretimi {izerinde 6nemli bir pozitif etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

4.2.6 Fermantasyon ortamlarinda elde edilen kinetik parametreler

Bu calismada optimizasyon ¢aligmalarindan sonra, standart P2 ortam1 ve mikroalg katkili
P2 ortami icin biyobiitanol verimi, iiretkenligi ve seker tiiketim orani gibi kinetik

parametreler incelenmistir.

Cizelge 4.9’daki veriler, P2 ortamina mikroalgal biyokiitle eklenmesinin tiim kinetik
parametre degerlerini iyilestirdigini gostermektedir. Cizelge 4.9°da gortldugi gibi

mikroalg katkili P2 ortaminda 72 saat sonunda biyobiitanol verimi, tiretkenligi ve seker
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tilketim orani sirasiyla 0.121+0.006’den 0.331+0.022 g/g’ye, 0.045+0.001 g/L/h’ten
0.165+0.015 g/L/h’ye ve %41.58+2.148’den %48.13+2.228’¢ yiikselmistir. Buna gore,
standart P2 ortamina kiyasla mikroalg katkili P2 ortaminda biyobiitanol iiretkenligi,

verimi ve seker tliiketim orani sirasiyla 3.66, 2.73 ve 1.16 kat iyilesmistir.

Toplam ABE konsantrasyonu standart P2 ortami ile karsilastirildiginda, bu ortama 200
g/L D. salina biyokiitlesi eklendiginde 6.48 g/L’den 13.89 g/L’ye yiikselmistir. Benzer
bir artis biyobiitanol konsantrasyonunda gozlenmis ve 3.22 g/L’den 11.88 g/L’ye
ulagmistir. Bu baglamda, D. salina biyokiitlesi ile takviye edilen P2 besiyerinin,
biyobiitanoliin konsantrasyonunu, iiretkenligini ve verimini 6nemli dl¢iide artiracak olan

gelisme ortamu i¢in alternatif bir yaklasim oldugu acik¢a goriilmektedir.

Cizelge 4.9 72 saatlik fermantasyon sonunda elde edilen kinetik parametre degerleri

Mikroalg katkih P2
P2 Ortam?
Ortam °
Baslangi¢c Seker
Hang 63.99 74.56
Konsantrasyonu
+1.301° +4.360P
(9/L)
6.48 13.89
Toplam ABE (g/L)
+0.395°¢ +£0.615¢
) 3.22 11.88
Biyobiitanol (g/L)
+0.078° +£0.617f
Kinetik parametreler
Bivl | ) 0.121 0.331
iyobiitanol verimi
y 99 +0.006¢ +£0.022"
. .. 0.045 0.165
Biyobiitanol Uretkenligi (g/L/h) _ .
+0.001"' +0.015
41.58 48.13
Seker Tiiketim Oram (%)
+£2.148% +2.228'

P2 ortamu soliisyonlari; 37°C, pH 6.8

Aym satirdaki tist simgelerdeki farkli harfler, farkli baslangi¢ seker konsantrasyonlari, biyobiitanol, toplam
ABE, biyobiitanol verimi, biyobiitanol iiretkenligi ve seker tilketim oran1 bakimidan 6nemli farkliliklar
gosterir. Istatistiksel anlamlilik (p < 0.05)

260 g/L glukoz, 1 g/l maya 6ziitii ve P2 soliisyonlari igeren ortam

60 g/L glukoz, 1 g/L maya 6ziitii, 200 g/L mikroalgal biyokiitle ve P2 soliisyonlari igeren ortam
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5. TARTISMA

5.1 ikinci Nesil Ham Madde Olan Endiistriyel Cag Atig1 ile Yapilan Calismalar

5.1.1 Endiistriyel ¢cag atiginin fiziksel, yapisal ve kimyasal icerigi

Clostridium tiirleri dogal biyobiitanol iireticileri olarak bilinmektedir. Tarihte ABE
fermantasyonunun kesfinden sonra, bu fermantasyon metabolizmasina sahip Clostridium
tiirlerinin kesfi ve izolasyonu ile biyobiitanoliin farkli alanlarda kullanim1 baglamigtir. Bu
nedenle mikroorganizma ve aseton, biitanol ve etanol liretimi igin tarih boyunca patates
nisastasi, bugday gibi farkli karbon kaynaklarinin kullanimi giindemde olmustur.
Bununla birlikte literatiirde, mikroorganizmalarin iiretimleri i¢in sentetik besiyerlerinin
kullanim1 da yer almistir. Ancak bu besiyerleri igerisinde kullanilan maddelerin oldukca
maliyetli olmasi, ABE fermantasyonu icin ¢esitli karbon kaynaklarinin kullanimini
miimkiin kilmigtir. Oyleki ABE fermantasyonunun %60°’n1 olusturdugu igin ham madde
fiyat1 6nemli bir yer tutmaktadir (Bankar vd. 2013). Bu nedenle uygun maliyetli karbon
kaynaklari ¢cogunlukla atik lignoseliilozik ham maddelerden olugmaktadir.

Lignoseliilozik ham maddeler igerigindeki zengin besin ¢esitlerini barindiralarindan
dolay1 literatiirde biyobiitanol liretiminde siklikla kullanilmakta ve oldukga etkili sonuglar
elde edilmektedir. Ornegin, Zhang ve Jia (2018) yaptiklari ¢alismada nusir isleme
atigindan elde ettikleri misir kogani hidrolizati ve musir likoriiniin  biyobiitanol
uretimindeki etkisini incelemislerdir. Deneyler sonucunda arastirmacilar, misir likoriiniin
zengin eser elementler, azotlu bilesenler ve amino asitler icerdigini vurgulayarak ABE

veriminin ve iiretkenliginin arttigini belirtmislerdir.

Bu bilgiler 15181nda yapilan tez calismasinda ise literatiirde ilk kez biyobiitanol liretiminde
kullanilacak ¢ay atiginin icerigine bakildiginda yiiksek oranda seliiloz, hemiseliiloz ve
lignin yapisina sahip oldugu goriilmektedir. Soyleki, Germec vd. (2016) seliiloz,
hemiseliiloz ve lignin igerigini sirasiyla %13.60, %32.16 ve %33.38 olarak belirlerken,
Caglar ve Demirbas (2001) %28.8 seliiloz, %18.9 hemiseliilloz ve %37.8 lignin igerigi
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belirlemislerdir. Bu anlamda, ¢ay atig1 biyobiitanol iiretiminde siirdiiriilebilirligi artirmak
icin besleyici ve uygun maliyetli bir karbon kaynagi olarak degerlendirilebilmektedir.
Buna gore, tez ¢alismasinda kullanilan ECAT’1n seliiloz ve hemiseliiloz igerigine dair
elde edilen sonuclar yukarida belirtilen literatiir ¢alismalariyla benzerdir. Ayni sekilde
mevcut tez ¢alismasinda kullanilan ECAT’1n nem igerigi (%7.8), Yagmur vd. (2008)’nin

yaptiklar1 ¢aligma sonucu elde ettikleri ¢cay atig1 nem igerigi degeriyle (%5.1) benzerdir.

Ayrica lignoseliilozik yapiminin temelini olusturan seliilloz, hemiseliiloz ve lignin
yapilarin yaninda ¢ay atiklarinda %4-8 yag, %16 protein, %2-4 amino asit ve %5 mineral
oldugu da goriilmektedir (Sharma vd. 2008). Buna goére, mevcut ¢alismada ECAT’da
mikrobiyel metabolizmay1 destekleyici protein igerigi arastirilmigtir. Calisma sonucunda
elde edilen protein igerigi, literatiirdeki ¢alismalarla benzerdir. Ornegin, Kaya vd. (2018)
cay atiklarinda 174 g/kg protein tespit ederken, Zuorro ve Lavecchia (2010) %22.6 (w/w)

protein tespit etmistir.

Literatiirde ¢ay atig1 hidrolizatinin fermente olabilen sekerler olarak ¢ogunlukla glukoz,
ksiloz, fruktoz, mannoz ve arabinoz gibi sekerler icerdigi belirtilmektedir (Qi vd. 2020).
Germec ve Turhan (2018) ¢ay atig1 hidrolizatindaki glukoz, ksiloz-galaktoz-mannoz ve
arabinoz konsantrasyonlarini sirastyla 2.16 £ 0.03 g/L, 4.53 £ 0.09 g/L ve 2.71 £ 0.05 g/L
olarak belirlemislerdir. Ayrica, tez calismasinda literatiire benzer sekilde, seyreltik asit
hidrolizinden sonra ECAT hidrolizatinda ¢ogunlukla glukoz, arabinoz ve diger sekerler
sirastyla 3.60 g/L, 2.45 g/L ve 3.70 g/L olarak bulunmustur. Ancak ECAT fermentatif
sekerler agisindan zengin olmasina ragmen literatiirde ECAT "in biyobiitanol {iretimi i¢in
ham madde olarak kullanimina iliskin bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle, elde
edilen sonuglar, ECAT’ nin biyobiitanol iiretimi i¢in umut vaadeden potansiyelde

oldugunu gostermektedir.

Tez ¢alismasinin bu boliimiinde ayrica mikrobiyel gelisimi inhibe edebilen bazi
bilesiklerin varlig1 ve konsantrasyonu arastirilmistir. Elde edilen sonuglar, literatiirdeki
degerlerden oldukga diisiiktiir. Ornegin, Germec ve Turhan (2018) detoksifiye edilmemis
cay isleme atiginda, 2.27+0.01 g/L asetik asit ve 0.80 +£0.01 g/ HMF gozlemlemis ancak
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formik asit belirlememistir. Bu anlamda, tez ¢aligmasinda kullanilan ¢ay atig1 biyobiitanol

tiretimi i¢in oldukga destekleyici olabilecegi agiktir.

Ek olarak, ECAT’1n su tutma kapasitesi %20.73 olarak belirlenmistir ve bu deger
lignoseliilozik bir ham madde agisidan degerlendirildiginde oldukga diistiktiir. Bu durum
ECAT iceriginde yliksek oranda seliilozik yapinin olduguna isaret etmektedir. Ciinkii
seliiloz molekiiller arasindaki zincirde serbest hacmi azaltarak suyun penetrasyonunu
azaltmaktadir (Razali vd. 2015, Ibrahim vd. 2019). Ayrica diisiik su tutma kapasitesi, bir
fermantasyon ham maddesi olarak kullanimi agisindan, 6n igslem asamasinda daha yiiksek

bir homojenizasyon ve sakkarifikasyon imkani sunmaktadir.

5.1.2 Farkh endiistriyel ¢cay ati1 seker konsantrasyonlarinin biyobiitanol iiretimine
etkisi

Lignoseliilozik ham maddeler yukarida belirtildigi gibi mikrobiyel gelisim ve
biyobiitanol {iretimi i¢in Onemli besin kaynaklaridir. Bu anlamda literatiirde
lignoseliilozik ham maddelerin biyobiitanol tiretimi igin etkili bir ham madde oldugunu
gosteren bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Ayrica bu ¢alismalar ¢ogunlukla ham maddenin
On islemine, substrat konsantrasyonuna, fermantasyon stratejilerine ve detoksifikasyon

yontemlerine odaklanmaktadir.

Mevcut tez ¢aligmasinin ilk asamasinda ise ECAT, %1 seyreltik asit 6n islemine tabi
tutularak SHF stratejisi ile farkli ECAT sekeri konsantrasyonlarinda hazirlanan
fermantasyon ortamlarinda C. beijerinckii DSMZ 6422 tarafindan biyobiitanol iiretimi
icin incelenmistir. Calisma sonucunda yaklasik 40 g/l ECAT sekeri varliginda 4.35 g/L
biyobiitanol ve 7.82 g/ ABE konsantrasyonu elde edilmistir. Benzer sekilde Khedkar
vd. (2017a), lignoseliilozik bir ham madde olarak ananas atiklarini kullanmistir. Asit
hidrolizi ve detoksifikasyondan sonra 120 °C'de kurutulan ananas hidrolizatinda 60.66
g/l Dbaslangig sekeri belirlemistir. C. acetobutylicum NRRL B-527 tarafindan
fermantasyon sonucu 33.07 g/L seker tiiketimi ile en yiiksek ABE 5.23 g/L olarak elde
edilmistir. ABE iiretimi igin Coleus forskohlii kok hidrolizatlarin1 kullanan Harde vd.
(2016) ise, C. acetobutylicum NCIM 2877 un fermentasyon metabolizmasi sonucu 50 g/L
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baslangi¢ sekeri kullanarak yaklasik olarak 5.14 g/L ABE ve 3.00 g/L biyobiitanol elde
etmistir. Bir bagka caligmada ise 80°C'de kurutulmus, asit 6n islemli ve detoksifiye
edilmis karnabahar atik hidrolizatlarindan 59.7 £ 0.2 g/L baslangi¢ sekeri ile C.
acetobutylicum NRRL B 527 kullanilarak toplam ABE ve biyobutanol konsantrasyonu
sirasiyla 5.31 g/L ve 2.99 = 0.10 g/L olarak belirlenmistir (Khedkar vd. 2017b). Dalal vd.
(2019) piring samani hidrolizati kullanarak C. beijerinckii C-01 susu tarafindan
izopropanol-biitanol tiretimini gergeklestirmistir. Farkli 6n islem yontemleri kullanmis ve

piring samanin asitle on islenmis hidrolizatin1 kullanarak 4.9 g/L biyobiitanol iiretilmistir.

Lignoseliilozik biyokiitle olarak bir sebze atig1 olan bezelye atiklarinin kullanildigt bir
baska calismada, bezelye kabugu atiklarinin kuru bazda %32.08 seliiloz ve %21.12
hemiseliiloz igerigine sahip oldugu ve biyobiitanol {liretiminde kullanilabilecegi
gosterilmistir. Farkl sicakliklarda kurutulan 6rnekler %1.3 (v/v) H2SOgs ile 6n isleme tabi
tutulmus ve ardindan aktiflestirilmis odun komiirii ile detoksifiye edilmistir. Seyreltik asit
on islemi sonucu 100 °C'de kurutulmus atiktan toplam 48.07 g/L seker eldesi
gerceklesmistir. Aktif komiir detoksifikasyonu ile bezelye kabugu atik bulamacindan
ABE'nin fermantatif tiretimi sonucu yaklasik %50 seker kullanimi ile 5.94 g/L toplam
ABE iretilmistir (Nimbalkar vd. 2018). Procentese vd. (2017), yine bir sebze atig1 olan
marul yapraklarinin ABE firetiminde kullanimini incelemistir. Ham madde oncelikle
NaOH ile alkali 6n isleme maruz birakilmis ve ardindan enzimatik olarak hidroliz
edilmistir. Optimal kosullar altinda, enzimatik hidrolizden sonraki seker konsantrasyonu
19.5 g/L olarak belirlenmistir. Hidrolizatin C. acetobutylicum DSMZ 792 tarafindan
fermantasyonu sonucu 1.44 g/L ABE ve 1.1 g/L biyobiitanol konsantrasyonu elde

edilmistir.

Yukarida belirtilen calismalar, mevcut tez c¢alismasinda elde edilen sonuglarla
uyumludur. Ayrica yukarida belirtilen ¢alismalarda kullanilan ham maddeler ¢ogunlukla
on isleme ve ardindan detoksifikasyona maruz birakilmis hidrolizatlar kullanilarak
belirtilen degerlerde ABE ve biyobiiyanol konsantrasyonlar1 elde edilmistir. Bunlarin
yaninda elde edilen degerlerin ¢ogu, baslangic sekeri 50 g/L iizerinde olan ham maddeler

ile elde edilmis olup, mevcut g¢alismada baslangic sekeri 38.67 g/L olan ECAT
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kullanildiginda benzer sonuglar elde edilmistir. Buna gore, ECAT 1n, zengin besin icerigi
ile, enzimatik hidrolize ve detoksifikasyon islemine gerek kalmadan literatiire goére daha
verimli biyobiitanol ve ABE fermantayonu igin elverisli bir ham madde olarak

kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu goriilmektedir.

Ayrica literatiirde seker veya substrat konsantrasyonunun biyobiitanol iiretimi i¢in 6nemli
bir parametre oldugu belirtilmektedir (Ibrahim vd. 2018). Mevcut ¢alismada baslangic
ECAT sekeri 20 g/L iken en diisiik biyobiitanol konsantrasyonu elde edilmistir. Bu diisiik
konsantrasyon, biyobiitanol fermantasyonu i¢in gerekli olan seker konsantrasyonunun
yetersiz olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ayrica, ECAT sekeri konsantrasyonu 60 ve
80 g/L'ye yiikseldiginde, biyobiitanol konsantrasyonu 4.35 g/L.’den sirasiyla 3.41 ve 3.39
g/L'ye hafif¢e diismiistiir. 40 g/L ile karsilastirildiginda bu diisiis, cayin yiiksek biyokiitle
yiiklemesinde tanenler (genellikle tanen asidi) gibi fenolik bilesikler nedeniyle
fermantasyonu inhibe edici bir etkiye sahip olmasindan kaynaklanabilir (Mirfakhar vd.
2017). Kaczmarek'e (2020) gore, ¢ay atig1 igindeki yiiksek tannik asit igerigi (70,6 g/kg
kuru malzeme toplam ekstrakte edilebilir tanenler ve 5.1 g/kg kuru malzeme
yogunlastirilmis tanenler), seker ve amino asit alimini 6nlediginden mikrobiyal biiylimeyi
engellemektedir. Yiiksek tannik asit igerigine sahip mese palamudunun biyobiitanol
tretiminde kullanimin1 gosteren bir ¢alismada, 6n islenmemis mese palamudu
kullanildiginda tannik asitin biiylimeyi inhibe edici 6zelliginden dolayr biyobiitanol
tiretimi gozlenmemistir. Ancak, tannik asidi uzaklastirmak i¢in ham madde kaynamaya
yakin bir suda bekletilerek ekstraksiyon iglemi yapilmistir. Bu on iglem, mese palamudu
tozunun C. acetobutylicum tarafindan fermente edilebilirligini onemli dlgiide iyilestirmis
ve 0.34 £ 0.02 g ABE/g substrat degerinde verim elde edilmistir (Heidari vd. 2016). EkK
olarak, tannik asidin MiK degeri mikroorganizma tipine ve tannik asit kaynagma goére
degismektedir (Elizondo vd. 2010). Elizondo vd. (2010) quebracho ve kestane
tanenlerinin MIK degerlerini C. perfiringens 68 toksin tipi igin sirastyla 0.150 mg/mL ve
0.003 mg/mL olarak belirlemistir. Arastirmacilar ayrica C. perfringens'in farkli toksin

tiplerinde farkli MIK degerleri gdzlemlemislerdir.

Ayrica bu ¢aligmada substrat konsantrasyonu ile ilgili olan bu diisiisler literatiirdeki bazi

calismalarla gosterilmistir. Linggang vd. (2013), C. acetobutylicum ATCC 824
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kullanilarak 30—70 g/L sago 6zii kalintilar1 hidrolizat1 ve 0—5 g/L maya 6ziitii ile ABE
tiretimi gergeklestirmistir. En yiiksek ABE ve biyobiitanol konsantrasyonu 40 + 0.88 g/L
glukoz igeren 50 g/L sago 6zii kalintilar1 hidrolizat1 ve 0.5 g/L maya oziitii eklenen
ortamda sirasiyla 8.84 + 0.20 g/L ve 5.41 + 0.10 ¢g/L olarak belirlenmistir. Ayrica
arastirmacilar, hidrolizat konsantrasyonu 30 ve 70 g/L oldugunda, biyobiitanol
konsantrasyonunun sirastyla 2.23 £+ 0.12 g/L ve 3.48 + 0.06 g/L'ye distiigini
gbzlemlemistir. Arastirmacilar diisiik sago hidrolizati konsantrasyonunda, susun daha
fazla asetik asit ve biitirik asit iirettigini ve yiiksek asit konsantrasyonunun bakterilerin
asit olusumundan ¢6ziicii olusumuna gegisini engelleyebilecegini ve boylece diisiik ABE
tiretimine sebep oldugunu belirtmistir. Yiiksek hidrolizat konsantrasyonunda ise, 50
g/L'den yiiksek glukoz konsantrasyonu ABE konsantrasyonunun diismesine neden
olabilecegi ve substrat kaynakli olarak inhibisyondan ve hidrolizattaki yiiksek asetik asit
gibi inhibitor varligindan kaynaklanabilecegi vurgulanmistir (Linggang vd. 2013, Al-
Shorgani vd. 2011, Kumar ve Das 2000).

Md Razali vd. (2018), farkli 6n islem goérmiis palmiye yagi bos meyve demeti lif
konsantrasyonlarin1 farkli yaklasimlarla test ederek, yiiksek konsantrasyondaki kati
substratin  homojenlesmeyi Onleyebilecegini ve sakkarifikasyon performansini
azaltabilecegini belirtmistir. Mevcut ¢alismada ise stok ECAT hidrolizat soliisyonu (300
g/L) disiik su tutma kapasitesi sayesinde yiliksek homojenizasyon ve sakkarifikasyon
etkinligi ile hazirlanmistir. Boylelikle ozellikle 40 g/L seker igeren fermantasyon
ortaminda yliksek biyobiitanol konsantrasyonu elde edilmistir. Bununla birlikte, 60 ve 80
g/L gibi daha yiiksek ECAT sekeri konsantrasyonlari, daha yiiksek miktarlarda inhibitor
icerebilen yiiksek hidrolizat hacimleri ile hazirlanmistir. Bu nedenle, bu biiyiime
ortamlarinda biraz daha diisiik biyobiitanol konsantrasyonlari elde edilmistir. Boylece en
yiiksek biyobiitanol 40 g/LL ECAT sekeri ile 4.35 g/L olarak bulunmustur. Bu baglamda,
belirlenen substrat sekeri ve biyobiitanol konsantrasyonlari literatiirde Harde vd. (2016),
Linggang ve digerleri (2013)’nin yaptig1 ¢caligmalar ile uyumludur. Bu nedenle, mevcut

calismada daha ileriki deneyler i¢in 40 g/l ECAT sekeri segilmistir.
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5.1.3 Farkh azot kaynaklarinin biyobiitanol iiretimine etkisi

Nitrojen kaynaklari, hiicrenin replikasyonu ve onarimi, karbonhidrat hidrolize edici
enzimlerin {iretimi, metabolik regiilasyon ve hiicre i¢i biyomolekiillerin sentezi gibi
mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleri i¢in ¢ok 6nemlidir (de Brito Bezerravd.
2023). Bu nedenle cesitli organik veya inorganik nitrojen kaynaklarinin varliginin
fermantasyon ve biyobiitanol iiretiminde énemli rol oynadigi vurgulanmistir (Luo vd.
2018). ABE fermantasyonunda, ortamdaki nitrojen kaynaginin azalmasi, yeterli biyokiitle
olusumunu ve karbon kaynagmin etkin kullanimini engellemektedir. Bu nedenle,
ortamdaki belirli bir karbon ve nitrojen (C/N orani) kaynagi kombinasyonunun
Clostridial fermantasyonda sinerjistik olarak islev gordiigii 6ne siirtilmustiir (Yerushalmi
ve Volesky 1987, Rajagopalan 2016). Ozellikle nitrogen kaynaginin sinirlanmast, asit son
tiriinlerinin yeterli miktarda iiretilmemesine neden olarak, biyobiitanol {iretimini de

boylelikle engelleyebilmektedir (Jones ve Woods 1986).

Biyobiitanol iiretimi i¢in literatiirde maya 6ziitii yaygin olarak kullanilsa da NH4NOs, iire,
soya proteini gibi nitrojen kaynaklar1 da biyobiitanol {iiretimini desteklemektedir.
Ornegin, Loyarkat vd. (2013), peynir alt1 suyu proteini ve izole soya proteininin, asitlerin
biyobiitanole doniisiimiinii etkili bir sekilde destekledigini bildirmistir. Ayrica bu
calismada, ham madde olarak detoksifiye edilmis dekantor kek hidrolizati (decanter cake)
varhiginda, en yiiksek biyobiitanol {iretimi peynir altt suyu proteini ile 2.32 g/L
gerceklesmis ve bunu 1.18 g/L izole soya proteini ve 0.65 g/L ile iire takip etmistir. Maya
oziti varliginda ise 0.45 g/L biyobiitanol tretimi gergeklestirilmistir. Ayni zaman
calismada bu nitrojen kaynaklarinin organik asit (asetik asit ve biitirik asit) tiretimindeki
etkisine de bakilmistir. Sonugta, maya Oziitli ve iirenin iiremeye bagli asit liretimini
destekledigi, peyniraltt suyu proteini ve soya proteininin ise asitlerin biyobiitanole

doniistimiini sagladig1 gdsterilmistir.

Komonkiat ve Cheirsilp (2013), 1 g/L konsantrasyonundaki farkli nitrojen kaynaklarinin
palmiye yag1 6zl ve govdesinin biyobiitanole doniisiimii lizerindeki etkisini belirlemistir.

En yiiksek biyobiitanol konsantrasyonunun NHsNOz varliginda elde edildigini
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bulmalarina ragmen, tiim nitrojen kaynaklar1 arasinda anlamli bir fark bulunmamistir.
Soyleki 1 g/L maya 6ziitii, izole soya proteini, peyniralt1 suyu proteini, iire ve NH4NOs3
eklendiginde sirasiyla, 7.29 g/L, 6.90 g/L, 6.69 g/L, 6.28 g/L ve 7.74 g/L biyobiitanol
konsantrasyonu elde edilmistir. Rajagopalan (2016) ise en yiiksek biyobiitanol
konsantrasyonunu organik nitrojen kaynaklari arasinda maya oziitii ile 3.15 g/L olarak

ve inorganik azot kaynaklari arasinda amonyum siilfat ile 3.32 g/L olarak belirlemistir.

Bu bilgiler 1s1ginda, literatiir ¢alismalarinda incelenen uygun maliyetli organik veya
inorganik nitrojen kaynaklarinin kullaniminin biyobiitanol {iretimini her ne sekilde olursa
olsun destekleyebildigini gostermektedir. Bunun nedeni yine literatiirde aciklandigi
tizere, azot varliginin glukoz kullanimini, biyokiitle gelisimini ve bdylelikle biyobiitanol
tiretimini 6nemli Olclide desteklemesidir. Bu anlamda tez ¢alismasinda, yaygin olarak
kullanilan maya 6ziiti ve ucuz nitrojen kaynaklarindan olan peyniralt1 suyu tozunun, 1
ile 8 g/L konsantrasyon araliginda incelenerek biyobiitanol iiretimi i¢in oldukca elverisli

nitrojen kaynaklari oldugu belirlenmistir.

5.1.4 Mineral tuzlarimn (Mg?*, Fe?*, Zn?*) biyobiitanol iiretimine etkisi

Fe?*, Mg?', Zn?* gibi mineraller, enzimlerin yapismma katilma, metabolizma
yardimcilarinin sentezlenmesi ve hiicre bilyiimesine katkida bulunma, hiicreyi koruma
gibi iglevleriyle fermantasyon siirecinde dnemli rol oynamaktadir (Dziemianowicz vd.
2022). Dziemianowicz vd. (2022) caligsmalarinda fermantasyon siireglerinde makro ve
mikro elementlerin 6nemli bir rol oynadigimi gostermistir. Fermantasyon ortamina
amonyum siilfat, magnezyum siilfat ve amonyum fosfat takviyesinin SSF ve SHF/SSF
yontemlerinde ABE fermantasyon hizini ve biyobiitanol tiretimini olduk¢a olumlu yonde
etkiledigi  goOsterilmistir.  Mineral bilesikler igermeyen  kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda, mineral tuzu takviyesi solventojenezin daha erken baslamasini ve
ABE fermantasyonunun ilk 48 saatinde toplam biyobiitanol konsantrasyonunun yaklasik

%88-92'nin tiretildigi belirlenmistir.
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Jin vd. (2022), tatli patates atiklarini biyobiitanol iiretiminde degerlendirmis ve bu
ortamda biyobiitanole ait kinetik parametrelerin iyilestirilmesi i¢in mineral takviyesinin
etkisini RSM yontemi ile arastirmistir. Ortama ilave edilen mineral bilesikler 0.1-0.3
araliginda olup FeSOs4, MnSQO4, ZnSO4 ve KH2PO4’tlir. RSM ile olusturulan modelde
optimum mineral takviyeleri 0.26 g/kg FeSO4, 0.17 g/kg MnSO4, 0.24 g/kg ZnSO4 ve
0.11 g/lkg KH2POg4 olarak belirlenmistir ve bu konsantrasyonlar ile gergeklestirilen
deneyler sonucunda 11.39 g/L biyobiitanol iiretimi gergeklestirilmistir. Herhangi bir
optimizasyon calismasi yapilmamis grupta ise en yiiksek biyobiitanol konsantrasyonu

8.93 £0.38 g/L olarak belirlenmistir.

Yukarida belirtilen ¢alismalar, mineral bilesiklerinin ABE fermantasyonunda ¢ok 6nemli
bir parametre oldugunu gostermektedir. Mevcut tez ¢alismasinda da bu durum goz 6niine

alinarak Fe?*, Mg?* ve Zn?" minerallerinin etkisi iizerine ¢alismalar gerceklestirilmistir.

Fermantasyon ortaminda, minerallerin yoklugu ya da yeterli konsantrasyonda olmasi
ABE fermantasyonunda solvent (aseton, biitanol, etanol) iiretimini ve fermantasyon
siirecini etkilemektedir. Ormegin, Maddox (1989) solventojenezin siirekli kiiltiirde Mg?*
ve siilfat smirlamalar1 gibi besin sinirlamalart altinda meydana gelebilecegini
belirtmektedir. Ayrica literatiirde magnezyum, nitrojen, fosfor ve kiikiirt gibi temel
besinlerin kisitlanmasi veya ortamda bulunmamasi hiicreleri duragan faza yonlendirdigi
vurgulanmaktadir. Bodylece hiicreler, biyokiitle sentezi icin karbon tiikketmeyerek

potansiyel olarak hedef metabolit iiretimini arttirmaktadir (Tokuyama vd. 2019).

Magnezyum, hiicre boliinmesi sirasinda ribozom bozunmasini dnleme, ¢esitli enzimlerin
kofaktorii olma ve hiicre duvarina yapisal stabilite saglama gibi bir¢ok énemli islevde yer
almaktadir. Magnezyum varliginin optimum diizeyde olmasi 6nemlidir, ¢iinkii asirilik
veya eksiklik hiicre boliinmesinin ve metalik iyonu kofaktdr olarak kullanan enzimlerin
aktivitesinin inhibisyonuna neden olabilir (Ahlawat vd. 2019). Bu baglamda biyobiitanol
iiretimindeki kilit roliinden dolay1 literatiirde Mg?* konsantrasyonlarmin etkisi ile ilgili
caligmalar bulunmaktadir. Cesitli metal iyonlarinin yoklugunun veya takviyesinin etkisini

inceleyen Mukherjee vd. (2019), C. acetobutylicum ATCC 824 kullanarak biyobiitanol
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{iretiminin, kontrole kiyasla Mg?* olmayan ortamda %16 arttigini1 belirlemislerdir. Ayrica
arastirmacilar, Mg?" bulunmayan ortamda, glukoz metabolizmasinda yer alan
glukokinaz, fosfofruktokinaz ve piruvat kinaz gibi enzimlerin spesifik aktivitesinin yukari
dogru regiile edildigini ve glukoz kullanim oraninin arttigini bildirmistir. Bu baglamda,
bu tez calismasinda MgSO4.7H20 smirlamasinin veya artisinin biyobiitanol iiretimi
tizerindeki etkisini belirlemek i¢in MgS04.7H2O'nun dort farkli konsantrasyonu (0.05,
0.1,0.2 ve 0.4 g/L) test edilmistir. Sonuglara gore, standart MgSOa4.7H20 konsantrasyonu
(0.2 g/L) yartya diisiiriildiigiinde biyobiitanol konsantrasyonunun arttigi goriilmiistiir.
Buna gore, 0.1 g/L MgSO4.7H,0 ile mineral simirlamasi sonucu toplam ABE ve
biyobiitanol konsantrasyonu sirasiyla 7.82 g/L'den 8.43 g/L'ye ve 4.35 g/L'den 5.01
g/L'ye ylikselmistir. Benzer sekilde, Ahlawat vd. (2019), C. acetobutylicum MTCC 11274
kullanarak en yiiksek biyobiitanol konsantrasyonunun, optimize edilmis MgSQO4.7H>0
konsantrasyonunun yarisi ile simirl ortamda oldugunu gézlemlemistir. Yine Monot vd.
(1982), aseton ve biitanol fermantasyonunda sentetik bir ortamda bilesik
konsantrasyonlarinin etkisini incelemis ve 0-500 mg/L MgSOs konsantrasyonu araliginda
(0, 50-200 ve 350-500 mg/L) en yiiksek biyobiitanol konsantrasyonunu 50-200 mg/L
araliginda elde etmistir (Monot vd. 1982). Ayrica, her iki ¢alismada da, mevcut ¢alismada
elde edildigi gibi, MgS0O4.7H>0 konsantrasyonu arttiginda biyobiitanol konsantrasyonu

azalmstir.

Ozellikle Clostridium tiirlerinin fermantasyon metabolizmasinda Fe?*, asidojenik fazda
glikoliz yolu ile piruvatin Asetil CoA'ya doniistiiriilmesinde yer alan ferredoksin
enziminin tiretiminde temel mineraldir (Restiawaty ve Grinanda 2017). Ayrica literatiirde
Fe?* iyonlarn ile biitirik asit olusumunun arttirilmasi ve asetik asit olusumunun
azaltilmasiyla solventojenik fazda biyobiitanol iiretiminin ve se¢iciliginin artirilabilecegi
belirtilmistir (Restiawaty ve Grinanda 2017). Bu 6nemli islevlerinden dolay1r mevcut tez

calismasinda Fe?* mineralinin farkli konsantrasyonlarinin etkisi incelenmistir.

Literatiirdeki baz1 ¢alismalar, Fe?* konsantrasyonunun biyobiitanol iiretimi {izerindeki
etkisini gostermektedir. Ornegin, Wu vd. (2017), 10 ile 500 mg/L FeSO4.7H,0
konsantrasyonlari araliginda 10 mg/L varliginda C. beijerinckii IB4 kullanarak en yiiksek

biyobiitanol verimini belirlemistir. Ayrica, biyobiitanol konsantrasyonlari, test edilen tim
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demir konsantrasyonlarinda hemen hemen aynidir. Soyle ki, 10, 50, 100, 250, 500 mg/L
FeS04.7H,0 varliginda sirastyla, 12.06, 11.73, 12.30, 12.46 ve 12.05 g/L biyobiitanol
iiretimi gozlenmistir. Ayrica arastirmacilar, FeSO4.7H20O konsantrasyonu 50 mg/L’nin
lizerine ¢iktiginda, ortam pH’min diistiiglinii ve buna bagli olarak hiicre biiylimesinin

zayifladigini ve glukoz tiikketiminin azaldigini belirtmistir.

Benzer sekilde, Mohanraj vd. (2014) C. acetobutylicum NCIM 2337 kullanilarak
fermentatif hidrojen iiretimini inceledikleri ¢alismalarinda, 50 mg/L'nin {izerindeki
FeSOs ilavelerinde glukoz kullanim etkinliginin biiyiik 6l¢iide azaldigini ve bunun da

hidrojen iiretimini etkiledigini belirlemislerdir.

Gallardo vd. (2017) ise, 2, 10 ve 20 mg/L demir konsantrasyonlarinin varliginda en
yiiksek biyobiitanol konsantrasyonu 10 mg/L demir ilavesi ile elde edilmesine ragmen,
aslinda tiim konsantrasyonlarda birbirine yakin biyobiitanol konsantrasyonlar
belirlenmistir. Ayrica 2 mg/L demir ilave edildiginde bile, biyobiitanol {iretimi demir

ilave edilmeyen besiyerine gore %163 artmistir.

Yukarida belirtilen literatiir ¢alismalarinda belirlenen sonuglar, mevcut tez ¢alismasi ile
uyumludur. 0.01 g/L FeSO4.7H20 konsantrasyonunun tiizerine ¢ikildiginda biyobiitanol
miktarlarinda hafif diisiis goézlenmistir. Buna gére, ECAT sekeri varliginda, optimum

FeSO4.7H,0 konsantrasyonu 0.01 g/L olarak belirlenmistir.

Zn?* mineralinin biyobiitanol iiretiminin merkezi enzimi olan biitanol dehidrojenaz
tizerinde dengeleyici etkiye sahip oldugu literatiirde belirtilmistir (Sun vd. 2020). Ayrica
Zn?*, ABE iiretimi ve seker kullaniminda yer alan cesitli genleri yukar1 dogru
diizenleyerek hiicre i¢i metabolizmanin diizenlenmesinde énemli bir rol oynamaktadir.
Boylece mikrobiyel hiicrelerde hizli biiyiimeye ve asit birikimine neden olur (Ujor vd.
2016). ABE fermantasyon siirecindeki oneminden dolayi, tez ¢alismasinda, normalde
standart P2 ortaminda bulunmayan Zn?* mineralinin ECAT sekeri ile desteklenmis P2
ortamina ilavesinin biyobiitanol {iretimi tizerindeki etkisi arastirilmis ve etkili sonuglar

elde edilmistir.
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Wu vd. (2016), Zn?* ilavesinin formik asit, biitirik asit ve asetik asit gibi gesitli stres
kosullar1 altinda C. acetobutylicum L7'nin toleransini ve biyobiitanol {iretimini
artirabilecegini belirtmistir. Yaptiklar1 calismada Zn?* icermeyen 7.5 g/L asetik asit ve
5.5 g/L bitirik asit varhiginda fermantasyon gozlenmezken, biyobiitanol iiretimi 0.001
g/L ZnS04.7H20 ilave edilerek ayni asetik asit ve biitirik asit konsantrasyonlarinda

sirastyla 2.15 + 0.22 g/L ve 2.50 £ 0.21 g/L olmustur.

Wu vd. (2013) ayrica 0.001'den 0.5 g/L'ye artan Zn?** konsantrasyonlarinin hiicrelerde
biyobiitanol liretimini inhibe edici bir etkiye neden oldugunu belirtmistir. Benzer sekilde
mevcut ¢caligmada da ortamdaki ZnS04.7H20 konsantrasyonu 0.1 ve 0.2 g/L oldugunda

biyobiitanol konsantrasyonunda keskin bir diislis gozlenmistir.

Baska bir raporda, Mg?" acligi ve Zn?" ilavesinin, karbon kaynag1 olarak musir dik likorii
(CSL) ve endiistriyel sinif misir nisastast varliginda C. acetobutylicum ATCC 824
tarafindan biyobiitanol {iretimini %43.57 oraninda iyilestirdigi gosterilmistir (Mukherjee
vd. 2020). Bu artis egilimi tez g¢alismasinda da belirlenmis olup, MgS04.7H20
konsantrasyonu yariya indirildiginde ve ortama ZnSO4.7H20 ilavesi yapildiginda toplam
ABE ve biyobiitanol konsantrasyonu, modifiye P2 ortamina gore sirasiyla %24.42 ve

%42.75 oraninda artirilmistir.

Literatiirde lignoseliillozik ham maddelerin mikrobiyel gelisimi etkileyebilecegi daha
once de belirtilmistir. Hiicresel gelisimde ve hiicresel metabolik aktivitelerin
gergeklestirilmesinde koenzim ve kofaktor olarak yapiya katilan vitaminler ve mineraller
ve protein tiirevli azotlu bilesikler ¢ogu lignoseliillozik ham maddenin igerisinde yer
almaktadir. Bu anlamda, cay atiklarinin mevcut calismada belirtilen sonuglar ve
literatiirde belirtilen galigsmalar ile mikrobiyel gelisimi olumlu derecede etkileyecek
zengin bir besin icerige sahip oldugu goriilmektedir. Sunulan tez ¢alismasinda elde edien
sonuglar, mikrobiyel gelisimin optimize P2 ortaminda, standart P2 ortamina gore 2.98 kat

arttirtldigini gostermektedir.
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Literatiirde de lignoseliilozik atiklar ile yapilan ¢alismalarda benzer etkiler goriilmiistiir.
Ormegin, Sanguanchaipaiwong ve Leksawasdi (2018) , C. beijerinckii TISTR 1390’nin
hiicre gelisiminin ananas atig1 suyu i¢eren ortamda en yiiksek 2.40 £ 0.12 x 108 CFU/mL
olarak belirlerken, 60 g/L glukoz igeren P2 ortaminda hiicre konsantrasyonunu 9.46 +
0.43 x 106 CFU/mL olarak elde etmistir.

Bir bagka ¢alismada ise, substrat olarak sago hampasi kullanilmistir. Calismada, 24. saatte
50 g/L sago hampasi hidrolizati i¢ceren bir ortamda 1.5 g/L'min tizerinde mikrobiyel
biyokiitle elde edilmis ve ilerleyen saatlerde biyokiitle konsantrasyonu neredeyse sabit
devam etmistir. 50 g/L saf glukoz i¢eren ortamda ise mikrobiyel gelisimin 48. saatte 1
g/L oldugunu gosterilmis ve 48 saatten sonra mikrobiyel gelisim azalmistir. Buna gore,
lignoseliilozik atik hem konsantrasyonu artirmis hem de hiicre gelisimini hizlandirmistir

(Husin vd. 2019).

5.1.5 Fermantasyon ortamlarinda elde edilen kinetik parametreler

Literatiirdeki bazi ¢aligmalar, lignoseliilozik biyokiitlenin toplam ¢oziicliler ve
biyobiitanol verimini ve iretkenligini arttirdigint géstermektedir. Zhou ve ark. (2020),
ornegin, ABE {retiminde yenilenebilir ham madde olarak puerariae ciirufunu
kullanmistir. Substrat ultrason destekli seyreltik asit yoluyla hidroliz edilmis ve
fermantasyon sonunda 8.79 + 0.16 g/L biyobiitanol iiretilmistir. Ayrica biyobiitanol
verimi, 85.79+ 1.29 g/L indirgen seker miktari ile 0.19 g/g olarak belirlenmistir.

Bu artislarla elde edilen nihai verim ve verim degerleri literatlirdeki calismalara gore
oldukca yiiksektir. Bu baglamda, optimizasyon c¢alismalar1 sayesinde c¢ay atigi
fermantasyon ortami, biyobiitanol konsantrasyonu, biyobiitanol verimi ve biyobiitanol

tiretkenligini 6nemli Ol¢ilide iyilestirecek ortam i¢in alternatif bir yaklagimdir.
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5.2 Uciincii Nesil Ham Madde Olan D. salina Biyokiitlesi ile Yapilan Calismalar

5.2.1 D. salina’nin yapisal ve kimyasal icerigi

Mikroalgler, karbonhidratlar, lipidler, proteinler, vitaminler, mineraller ve karotenoidler
gibi zengin bir besin i¢erigine sahiptir. Diinya ¢apinda saglik, gida ve hayvan yemi gibi
farkli alanlarda kullanim alan1 bulunan mikroalglerden D.salina, seker ¢esidi, protein ve
vitamin igerigi bakimindan olduk¢a zengindir (de Souza Celente vd. 2022). Mevcut
caligmada biyobiitanol tiretimi i¢in D. salina'nin bazi yapisal ve kimyasal 6zellikleri
incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore, D. salina hiicre igerisinde %77.21 glukoz,
%5.98 arabinoz ve %16.81 diger sekerleri (mannoz, galaktoz ve ksiloz dahil)
barindirmaktadir. Benzer sekilde, Dai vd. (2010), D. salina'min farkli polisakkarit
fraksiyonlarinda baslica glukoz, galaktoz, mannoz, ramnoz, ksiloz, arabinoz ve fukoz
monosakkaritleri icerdigini belirlemistir. Yazarlar ayrica PD1 fraksiyonunda baskin seker

profilinin glukoz oldugunu gézlemlemislerdir.

Efremenko vd. (2012), D. salina'nin ¢6ziiniir ve toplam karbonhidrat igeriginin (% kuru
biyokiitle) sirasiyla 9%27.9 £2.3 ve 9%69.7£5.5 oldugunu belirlemistir. Bir baska
calismada ise, Um ve Kim vd. (2009) D. salina'nin kuru biyokiitlesinin %32 karbonhidrat

icerdigini belirtmistir.

Protein igerigi yiiksek olan bu mikroalg, uygun bir nitrojen kaynagidir. Mevcut ¢aligmada
D. salina'nin protein igerigi %64.2 olarak elde edilmistir. Literatiirde de benzer sonuglarin
elde edildigi ¢alismalara rastlanmaktadir. Ornegin, Sui vd. (2019), 12 saat/12 saat
(aydinlik/karanlik) 151k rejimi altinda 16 giin sonra D. salina'da (kiilsiiz kuru agirhik
bazinda) yaklasik %60 protein igerigi gozlemlemistir. Sui ve Harvey (2021) ise, 100 151k
yogunlugunda (pmol fotograflar m-2s-1) beyaz 1sikta D. salina’nin en yiiksek proteinin
%74 oldugunu belirlemistir. Mevcut ¢alismada elde edilen sonuglara gore, hiicre
iceriginin (kuru biyokiitle) %64.2's1 protein, geri kalani ise karbonhidratlar, lipidler ve

diger bilesiklerden olusmaktadir. Buna gore sonuglar literatiirdeki ¢aligmalarla benzer
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olarak elde edilmis olup, D. salina biyokiitlesi, biyobiitanol iiretimi i¢in, mikrobiyel

gelisimde 6nemli bir nitrojen kaynagi olabilecegi ongdriilmektedir.

D. salina, mikrobiyal biiyiimeyi destekleyen vitaminler (B12, C, E) ve B-karoten gibi
cesitli karotenoidler agisindan yiiksek bir igerige sahiptir (Kumudha ve Sarada 2016).
Mikroalglerin zengin besin igerigine sahip olmasi nedeniyle bu ¢alismada D. salina
biyokiitlesi biyobiitanol iiretiminde bir takviye maddesi olarak degerlendirilmektedir. D.
salina biyokiitlesinin farkli seker, vitamin ve karotenoid profili ve protein igerigi ile
mikroorganizma ve biyobiitanol iretimi igin esgsiz bir destekleyici kaynak oldugu

calismada gosterilmistir.

Mikroalg biyokiitlesinin 6n isleme maruz birakilmasi, sekerlerden tiirevlenen asetik asit,
HMF ve formik asit gibi bilesiklerin ac¢iga ¢ikmasina sebep olabilmektedir (Miranda vd.
2012). Ornegin, Pirwitz vd. (2016)'nin calismasinda, hidrotermal islem gdrmiis D.
salina'nin sulu fazinda asetat ve format konsantrasyonlarinin sirastyla 0.60-5.30 mg/gkuru
agirik V€ 1.92-15.97 MQ/Qkuru agrlik araliginda degistigi gosterilmistir. Ayrica bu sonuglarin
mevcut ¢aligmadan oldukga yiiksek oldugu goriilmektedir. Mevcut ¢alismada formik asit,
asetik asit ve HMF sirasiyla 0.170 g/L, 0.670 g/L ve 0.412 g/L olarak belirlenmistir.
Bunlarin yaninda, D. salina biyokiitlesi herhangi bir kimyasal 6n islem gérmeden
biyobiitanol iiretimi i¢in kullanilmistir. Boylece HMF, asetik asit ve formik asit gibi
inhibitér maddelerin mikrobiyal biiyiimeyi ve biyobiitanol iiretimini engelleme riski en

aza indirilmistir. Bu sonuglara gore D. salina, yiiksek protein igerigi, diisiik furfural ve

organik asit bilesikleri ile mikrobiyal biiylimeyi destekleyen uygun bir materyaldir.

5.2.2 Fotoototrofik olarak yetistirilen D. salina biyokiitlesinin biyobiitanol iiretimi
iizerindeki etkisi

D. salina gibi mikroalglerin yararli kimyasal ve yapisal 6zelliklerinden dolayi, biyoyakit
tiretimi i¢in mikroalgal biyokiitle takviyesi i¢in biiyiik bir potansiyel olmasina ragmen,
literatiirde mikroalglerin biyobiitanol iiretiminde kullanildigr c¢alisma sayis1 azdir.
Bununla birlikte, Onay (2020a), biyobiitanol iiretimi i¢in mikroalgal biyokiitle olarak

Nannochloropsis gaditana'y: kullanmistir. Calisma sonucunda farkli 151k siddetlerinde ve
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cesitli asidik hidroliz yontemlerinde en yliksek karbonhidrat verimine sahip olan mikroalg
biyokiitlesini kullanarak 2.9+0.24 g/L biyobiitanol iiretimi gergeklestirmistir. Castro vd.
(2015), %10 yas mikroalgal biyokiitle kullanarak, 1 M H2SO4, 80 - 90°C, 120 dakika olan
optimum kosullar altinda elde edilen atik su mikroalg hidrolizatindan 166.1 g/kg seker
verimi ile C. saccharoperbutylacetonicum N1-4 tarafindan en yiikksek 3.74 g/L
biyobiitanol ve 5.23 g/L toplam ABE elde etmistir. Figueroa-Torres vd. (2020),
Chlamydomonas reinhardtii CCAP 11/32C'nin ham ve hidrolizat formlarimi kullanarak
biyobiitanol iiretimini incelemistir. Biyobiitanol konsantrasyonlari ham mikroalgal
biyokiitlede 1.031 g/L ve hidrolize mikroalgal biyokiitlede 0.89 g/L olarak belirlenmistir.
Bu caligmalarla karsilastirildiginda, mevcut ¢alismada 6n islem géormemis 50 g/L ve 100
g/L biyokiitle ile takviye edilmis glukozsuz fermantasyon ortami kullanildiginda verimli
biyobiitanol tiretimi saglanmigtir. C. beijerinckii DSMZ 6422 96 saat sonunda 50 g/L ve
100 g/l mikroalg biyokiitlesinden sirasiyla 2.97+0.020 g/L ve 3.60+0.020 g/L

biyobiitanol tiretmistir.

Mikroalg biyokiitlesinin seker konsantrasyonu, standart P2 ortamindan daha diisiik
olmasina ragmen, mevcut c¢alismada benzer biyobiitanol konsantrasyonlari elde
edilmistir. Bu durum mikroalglerin fermantasyon metabolizmasin1 destekleyen besinler
ve bilesikler igermesinden kaynaklanabilir. Ornegin, Hou vd. (2017), C. beijerinckii
DSM-6422 tarafindan ABE fermantasyonu i¢in Laminaria digitata hidrolizat1 ve yari
sentetik bir ortam kullanmigtir. Calisma sonucunda fermantasyon sonunda her iki
besiyerinde de benzer konsantrasyonlarda seker tiiketilmesine ragmen, L. digitata'da

bulunan etkili bilesikler sayesinde daha yiiksek biyobiitanol iiretimi saglanmustir.

Sonug olarak, tigiincii nesil biyoyakitlarla ilgili sinirl sayida ¢alisma oldugundan, mevcut
calismada verimli biyobiitanol iiretimi i¢in mikroalglerin de katki maddesi olarak
kullanilabileceginin gosterilmesi amaglanmis ve literatiir ile benzer ve etkili sonuglar elde

edilmistir.
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5.2.3 Farkh yetistirme kosullarimin mikroalg gelisimine etkisi

Kiiltivasyon yonteminin mikroalg hiicrelerinde degerli bilesiklerin birikmesinde 6nemli
bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Arastirmacilar, biyoyakat, lipit, protein, pigment
vb. gibi mikroalglerden tiiretilen {irtinlerin iiretkenligini ve miktarini artirmak igin
miksotrofik, heterotrofik ve fotoototrofik mikroalg yetistirme ydntemlerini inceleme

egiliminde olmustur.

Mikroalgler, mermer kayalar ve atik su gibi ekstrem ortamlarda biiyiiyebilir (Maheshwari
vd. 2020). CaCOs agisindan zengin bir endiistriyel atik olan MA’nin (Tozsin 2016)
karbon kaynagi olarak kullanildiginda D. salina'nin biiyiimesini artirabilecegi mevcut
calismada One siiriilmiistiir. Mikroalg biiylimesi, farkli MA ve CaCl, konsantrasyonlari
ile miksotrofik ve fotoototrofik yetistirme kosullar1 altinda incelenmistir. Calisma

sonucunda oldukea etkili sonuclar elde edilmistir.

Mevcut tez calismasinin bu boliimiinde, biyokiitle konsantrasyonu, 0.6 g/L'den daha
yiiksek CaCl, konsantrasyonlarinin varliginda keskin bir sekilde azalmistir. Bu diisiis,
mikrobiyal biiylimeyi engelleyen klor (Cl") iyonlarindaki artistan kaynaklanabilir. Ayrica,
Dunaliella besiyerinde 0.8 ile 20.0 arasinda degisen Magnezyum : Kalsiyum (Mg?*:Ca?")
orammni tolere edebildiginden (Hosseini Tafreshi wve Shariati 2009), Ca?*

konsantrasyonundaki hafif artiglar 0.8 g/L CaCl,'ye kadar biiyiimeyi etkilememis olabilir.

Mevcut g¢alismaya benzer sekilde, karbonca zengin endiistriyel atiklarin mikroalg
biyokiitle tiretimi i¢in etkili ve ucuz ham maddeler oldugu literatiir ¢alismalarinda
gosterilmistir. Ornegin, Chavoshi and Shariati (2019) miksotrofik, heterotrofik ve
ototrofik kosullar altinda D. bardawil'in (UTEX 2538) hiicre biiylimesini ve lipid
tiretimini aragtirmistir. En hizli lipit iretimi ve mikroalgal biiylime, asetat veya glukoz
iceren miksotrofik durumda olusmustur. Bredda vd. (2020), optimum 151k dalga boyunda
sodyum asetat varliginda miksotrofik kosullarla D.salina'nin biyokiitle iiretkenligini

105.06 mg/L/giin olarak elde etmistir.
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Kassim vd. (2022) ise, Halochlorella rubescens ve Tetraselmis suecica mikroalglerinin
gelisimini ve karbonhidrat igeriklerini iyilestirmek i¢in farkli tarimsal-endiistriyel atiklari
incelemistir. Melas i¢eren besiyerinde en yiiksek biyokiitle miktar1 H. rubenscens i¢in
0.653 £0.009 g/L ve T. suecica i¢in 0.669 +0.01 g/L olmustur.

Ji vd. (2016), Nephroselmis sp. gelisimini bold basal ortam (BBM) ile seyreltilmis sivi
kristal atik suyunda (liquid crystal display wastewater (LCDW)) incelemistir. 1/1000
seyreltilmis LCDW’de 6 giin sonra maksimum mikroalg konsantrasyonu 0.37 g/L olarak
belirlenmistir. De Melo vd. (2018), tarimsal-endiistriyel yan iiriinler olan peynir alt1 suyu,
posa ve musir dik likoriiniin C. vulgaris hiicrelerinin biiylimesi tizerindeki etkisini
aragtirmistir. Miksotrofik (peynir alti suyu, musir dik likorii ve posa) ve ototrofik
kosullarda mikroalg konsantrasyonu 10. giinde sirasiyla 1.60+0.01 g/L, 2.10+0.01 g/L,
0.77+0.03 g/L ve 0.91+0.02 g/L olarak elde edilmistir. Sohrabi vd. (2019), ototrofik
kosullara kiyasla kalsine yag asitlerinin sentezinin bir yan {riinii olan ham gliserol

kullanarak daha yiiksek biyokiitle iiretkenligi, protein ve karotenoid igerigi elde etmistir.

Buna gore, bu c¢alismanin yaklasimi ve sonuclari yukarida belirtilen caligmalarla
uyumludur ve MA’nin D. salina'nin miksotrofik biiyiimesi lizerindeki etkisi ile ilgili

literatiirdeki ilk ¢calismadir.

5.2.4 Miksotrofik mikroalg kiiltivasyonunun biyobiitanol iiretimine etkisi

Mikroalg hiicrelerinin karbonhidrat, lipid ve protein igerikleri farkli yetistirme
kosullarinda iyilestirilmektedir. Bu durum o&zellikle biyoyakit iretiminde fermantatif
mikroorganizma aktivitelerini artirmakta ve ortam igerigini zenginlestirmektedir.
Ornegin, Kallarakkal vd. (2021), biyobiitanol iiretimi igin farkli stres kosullar altinda
peynir alti suyu suyuyla miksotrofik biiyiime yoluyla Oscillatoria sp. hiicrelerindeki
karbonhidrat ylizdesini artirmayr amaclamistir. Miksotrofik olarak yetistirilen
biyokiitlenin fermantasyonu sonucunda, C. acetobutylicum'un biyobiitanol iiretimi
kontrol grubuna gore 1.6 kat artmistir. Baska bir ¢alismada C. zofingiensis CCALA

944'tin maksimum biyokiitlesi %25 evsel atik su ve 80 uM Indole-3-asetik asit i¢eren
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besiyerinde elde edilmis ve mikroalg biyokiitlesinin %4 H20> hidrolizinden sonra C.
acetobutylicum tarafindan maksimum 4.2 g/L biyobiitanol {iretimi gergeklestirilmistir
(Onay 2020b).

Literatiirde mikroalgal biyokiitle ortamina glukoz ilavesinin biyobiitanol iiretimini
arttirdig1 belirtilmektedir. Kushwaha vd. (2020), tek asamali biiyiitilmiis Lyngbya
limnetica biyokiitlesinin sadece hidrolizati kullanildiginda 3.79 g/L biyobiitanol
tiretildigini gozlenmistir. Bu hidrolizata 10.0 g/L glukoz eklendiginde, biyobiitanol
konsantrasyonu yaklasik 6 g/L'ye ylikselmistir.

Ellis vd. (2012) asit/baz ile 6n isleme tabi tutulmus alglerden ve %1 glukoz ile takviye
edilmis Onceden islenmis alglerden sirasiyla 2.26 g/L ve 5.61 g/L biyobiitanol elde

etmistir.

Mevcut ¢alismada, yukaridaki ¢alismalar ile benzer sonuclar elde edilmistir. Ayrica, MA
konsantrasyonu 0.4 g/L’den 1 g/L’ye artirlldiginda, biyobiitanol konsantrasyonu
4.67+0.530 g/L’den 8.33+0.350 g/L’ye yiikselmistir. Bu belirgin artis, miksotrofik D.
salina'nin mikrobiyal biiylimeyi ve biyobiitanol iiretimini destekleyen maddeler
icermesinden kaynaklanabilir, ¢iinkii mikroalglerin bilesimi biiylime kosullariyla iliskili
olabilir (Liyanaarachchi vd. 2021). Ornegin, Morowvat ve Ghasemi (2016), D. salina'nin
B-karoten ve biyokiitle igeriginin, Johnson ortamiyla karsilastirildiginda, miksotrofik

yetistirmede sirastyla 1.95 ve 1.75 kat arttigin1 gostermistir.

Bu sonuglara gore, mecvut ¢alisma literatiir ile Kkarsilastirildiginda, D. salina
biyokiitlesine herhangi bir asit veya baz 6n islemi uygulanmadigindan ve kimyasal
kirletici kullanilmadan verimli biyobiitanol iiretimi gerceklestirildiginden, ¢cevre dostu bir

yaklasim 6nermektedir.
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5.2.5 Miksotrofik mikroalgal biyokiitle konsantrasyonunun ve fermantasyon
siiresinin biyobiitanol iiretimine etkisi

Mikroalglerin baslangi¢ konsantrasyonu, biyobiitanol konsantrasyonu, tiretkenlik, verim
ve seker tiikketimi i¢in dnemli bir parametredir. Bu ¢aligmada biyobiitanol iiretimi i¢in 1
o/L MA'da yetistirilen mikroalg biyokiitlesinin artan konsantrasyonlarinin  etkisi
arastiritlmistir. Mikroalg konsantrasyonu, 100 g/L’den 200 g/L’ye yiikseldiginde,
biyobiitanol konsantrasyonunda hafif artis gozlenmistir. Ancak, biyokiitle
konsantrasyonu 300 g/L oldugunda keskin bir diisiis gézlenmistir. Bu azalma, bu
caligmada kullanilan D. salina'nin yiiksek protein igerigine sahip olmasi nedeniyle,
yiiksek alg biyokiitle konsantrasyonlarinin kullanilmasi sonucunda salinan proteine bagl
bilesikler nedeniyle biyobiitanol iiretiminin engellenmesi ile agiklanabilir. Wang vd.
(2016) calismasinda yiiksek mikroalgal biyokiitle konsantrasyonu sonucu agiga g¢ikan

protein bazli bilesiklerin biyobiitanol iiretimini inhibe ettigini géstermistir.

Literatiirde benzer etkilere sahip ¢alismalar mevcuttur. Cheng vd. (2015) substrat olarak
biyodizel iiretiminden sonra elde edilen 300 g/L mikroalg kalintist kullanildiginda en iyi
biyobiitanol konsantrasyonunun 3.86 g/L oldugunu tespit etmistir. Ayrica 100, 150, 200
ve 250 g/L mikroalg biyokiitlesi i¢eren ortamlar sirasiyla 3.35 g/L, 1.45 g/L, 2.75 g/L ve
2.42 g/L biyobiitanol ile sonuglanmistir.

Ellis vd. (2012), farkli alg konsantrasyonlar1 arasinda ABE iiretimi i¢in optimum alg
konsantrasyonunu 100 g/L olarak belirlemistir. Ayrica yaptiklari ¢alismada 6n islem
gormemis %10 alg ile 0.52 g/L biyobiitanol elde ederken, %1 glukoz katkili %10 6n islem
gormiis alg biyokiitlesi ile bu konsantrasyon 5.61 g/L'ye ylikselmistir. Mevcut ¢alismada
literatiire gore daha yiiksek biyobiitanol ve ABE konsantrasyonlarinin sirasiyla

11.88+0.617 g/L ve 13.89+0.615 g/L olarak belirlendigi agik¢a goriilmektedir.

ABE fermantasyonunda toplam ABE (aseton:butanol:etanol) orani tipik olarak 3:6:1'dir.
Bu c¢alismada, biyobiitanol iiretimi mikroalgal biyokiitle katkili P2 besiyeri ile
desteklenmis ve aseton, biitanol ve etanol orani 1.16:8.55:0.29 olarak belirlenmistir.

Ayrica biitanol: ABE orani, 0.85 olarak belirlenmistir. Benzer sekilde, Hou vd. (2017)
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deniz yosunu L. digitata hidrolizati kullanarak yar1 sentetik bir ortama gore daha yiiksek
biitanol: ABE orani (0.85) gozlemlemistir. Arastirmacilar, deniz yosunu L. digitata'nin C.
beijerinckii DSM-6422'de biyobiitanol tiretimini, i¢erigindeki flavonoidler ve fenolikler
gibi bilesikler ile destekleyebilecegini vurgulamislardir. Narayanasamy vd. (2020) 25 g/L
baslangig¢ sekeri olan seker kamisi kiispe hidrolizatinin fermantasyonu sonucunda toplam
aseton, biitanol ve etanol oranit 2.6:7.2:0.6 belirlemis ve seker kamisi kiispesinin
fermantasyon sirasinda biyobiitanol {iretiminin segiciligini arttirdigini belirtmislerdir.
Bagka bir ¢alismada ise, yesil hindistan cevizi kabugu hidrolizati igeren kapali bir
fermantasyon ortaminda ABE orani 0.3:4.6:1 olarak belirlenmistir (de Brito Bezerra vd.
2023). Arastirmacilar, fermantasyonun kapali bir ortamda gergeklesmesine bagli olarak,
ortamda CO> birikmesinin fermantasyon rotasini asetoasetat yerine, 3-hidroksibiitiril-
CoA iiretimine yoneltmesini ve boylelikle biyobiitanol konsantrasyonunun daha fazla

artmasini sagladigimi vurgulamiglardir.

Yukaridaki ¢aligmalarda da belirtildigi gibi kullanilan ham maddelerin igerdigi yararl
bilesikler sayesinde biitanol:ABE orani artirilabilir. Mevcut ¢alismada da D. salina
mikroalginin icerdigi ve fermantasyon siirecinde karbon akisini destekleyen bilesiklerin

biyobiitanol konsantrasyonunu ve oranini artirdigi agikga goriilmektedir.

5.2.6 Kinetik parametreler

Bu calismada standart P2 ortami ve mikroalg katkili P2 ortami icin biyobiitanol
tiretkenligi, seker tiiketim orani ve biyobiitanol verimi gibi kinetik parametreler
incelenmistir. Calisma sonucunda, mikroalg katkili P2 ortaminda 72 saat sonra seker
tiiketim orani, biyobiitanol tiretkenligi ve verimi % 48.13+2.228, 0.1654+0.015 g/L/h ve
0.331+0.022 g/g'ye yiikselmistir.

Calismada biyobiitanol verimindeki 0.121+0.006'dan 0.331+0.022 g/g'ye belirgin artis
kismen, mikroalg katkili P2 ortamindaki daha yiiksek biitanol: ABE orani ile iliskilidir.

D. salina biyokiitlesindeki flavonoidler ve fenolikler gibi karbon akisini destekleyen
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faydali bilesiklerin varligi (Murthy vd. 2005, Singh vd. 2019), biyobiitanol iiretim yolunu
desteklemis olabilir (Hou vd. 2017).

Ayrica literatiirdeki bazi ¢alismalar, mikroalgal biyokiitlenin, biyobiitanoliin
iretkenligini, verimini ve toplam ABE konsantrasyonunu iyilestirdigini gostermektedir.
Ornegin, Onay (2020a) optimum kosullarda yetistirilen N. gaditana’dan 20 g/L baslangig
seker igerigi ile 0.145+£0.01 g/g seker biyobiitanol verimi elde etmistir. Diger bir
calismada, Ellis vd. (2012), %1 glukoz ile takviye edilmis, 6n isleme maruz birakilmis
atik su alg ortaminin fermantasyonundan 0.208 g/g biyobiitanol verimi ve 0.059 g/L/h
biyobiitanol tiretkenligi elde etmistir. Cheng vd. (2015)’nin ¢alismalarinda ise biyodizel
tiretimi sonrasi elde edilen farkli konsantrasyonlardaki mikroalg kalintilarindan en
yiiksek biyobiitanol verimi 100 g/L'de 0.3+0.02 g/g karbonhidrat olarak belirlenmistir.
Bu literatiir ¢aligmalarina gore, mevcut ¢alismada optimizasyon ¢aligmalari ile elde edilen
nihai biyobiitanol verimi (0.331 g/g) ve iiretkenligi (0.165 g/L/h) literatiirdeki diger
caligsmalara kiyasla oldukga ytiksektir.
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6. SONUC ve ONERILER

Yapilan tez calismasinda hem ikinci nesil ham madde olan ECAT’ tan hem de tigiincii
nesil ham madde olan D. salina biyokiitlesinden biyobiitanol iiretiminin
gerceklestirilmesi amaglanmistir. Bu amacin temel motivasyonu, siirdiiriilebilir, ¢evre
dostu, uygun maliyetli ve verimi yiiksek biyobiitanol iiretimi gergeklestirmektedir.
Calisma sonucunda her iki kaynaginda biyobiitanol iiretimi i¢in etkili birer ham madde
oldugu gosterilmistir. Buna gore, ¢alismanin ilk kisminda, 40 g/ ECAT sekeri igeren
fermantasyon ortaminda en yiiksek toplam ABE ve biyobiitanol konsantrasyonu 7.82 g/L
ve 4.35 g/L olarak belirlenmistir. Azot ve mineral tuzlarinin optimizasyon c¢aligsmalari
sonucunda 40 g/L ECAT sekeri ile elde edilen toplam ABE ve biyobiitanol
konsantrasyonu 9.73 g/L ve 6.21 g/L'ye yiikselmistir. Ayrica, standart P2 ortami ile
karsilastirildiginda, biyobiitanol verimi ve tiretkenligi 96 saat sonunda sirasiyla 0.109
g/g'den 0.258 g/g'ye ve 0.033 g/L/h’den 0.065 g/L/h'ye yiikselmistir. Dolayisiyla bu
calisma, ECAT'm siirdiiriilebilir biyobiitanol tiretimi i¢in umut verici bir ham madde

oldugunu gostermektedir.

Tez calismasinin ikinci kisminda, literatiirde ilk kez MA’nin miksotrofik mikroalg
kiiltivasyonunda etkili, siirdiiriilebilir ve kullanilabilir bir ham madde olarak
kullanilabilecegi gosterilmistir. Biyoyakit iretiminde tiglincii nesil ham madde miktarinin
artirtlmasi i¢in miksotrofik kiiltivasyon sekili siklikla kullanilmaktadir. Bu anlamda MA
ile miksotrofik olarak yetistirilen D. salina, ham biyokiitle olarak veya iigiincii nesil
biyobiitanol iretimi igin ABE fermantasyon ortaminda destekleyici malzeme olarak

kullanilabilir.

MA ile yapilan deneyler sonucunda, en yiiksek mikroalg konsantrasyonu, Kiiltivasyon
ortamimna 1 g/l MA eklendiginde 0.481 g/L olarak belirlenmistir. Sonuglar, MA'nin D.

salina yetistiriciligi i¢in etkili bir substrat olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Ayrica, optimizasyon ¢alismalart sonucunda en yiiksek biyobiitanol ve toplam ABE

konsantrasyonlar1 200 g/L mikroalgal biyokiitle katkili P2 besiyerinde sirasiyla 11.88 g/L
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ve 13.89 g/L olarak belirlenmistir. Standart P2 ortamina kiyasla biyobiitanol tiretkenligi
ve verimi 72 saat sonunda sirasiyla 0.045 g/L/h'den 0.165 g/L/h'ye ve 0.121 g/g'den 0.331
g/g'ye ylikselmistir. Bu nedenle, mevcut ¢alisma, D. salina'nin siirdiiriilebilir biyobiitanol

tiretimi i¢in gelecek vadeden bir substrat oldugunu gostermistir.

Tez calismasi sonucunda ECAT veya D. salina biyokiitlesinin kullanimi ile iretilen
biyobiitanol, sadece biyoyakit olarak degil, boya, tekstil, ila¢ ve kimya gibi alanlarda
¢oziicii ve plastiklestirici olarak da kullanilabilmektedir (Ranjan ve Moholkar 2012).
Biyobiitanoliin tarihsel gegmisine bakildiginda antibiyotik, hormon gibi ilaglarin yapimi
ve kozmetik trilinlerde solvent olarak kullanimi, boya ve tekstil alaninda plastiklestirici
ve yapistirict olarak kullanimi, otomotiv sektoriinde vernik yapiminda kullanimi gibi bir
cok sektérde Onemli bir madde gorevindedir (Bankar vd. 2013). Bu anlamda, tez
calismasinin yaklagimi ile yiiksek konsantrasyonlarda biyobiitanol iiretimi sayesinde

belirtilen alanlardaki solvent ihtiyacinin karsilanabilecegi 6ngoriilmektedir.

Tez calismasi ile umut vadeden sonuglarin elde edilmesi, ECAT veya D. salina
biyokiitlesinin kullanilabilirligini gdstermistir. Ancak elde edilen sonuglar, damitma,
genetik ve metabolizma miihendisligi ¢aligmalar1 gibi uygulamalarla iyilestirilebilir.
Ornegin, dogal biyobiitanol fiireticisi Clostridium tiirleri, %2 oraninda biitanol
konsantrasyonunu tolere edebilmekte, daha yiiksek konsantrasyonlarda ise hiicre
membran yapisi bozularak hiicre dejenerasyona ugramaktadir (Pugazhendhi vd. 2019,
Ranjan ve Moholkar 2012). Bu durumun iistesinden gelebilmek i¢in en iyi yontemlerden
biri, tiretilen biyobiitanoliin devamli olarak ortamdan gaz siyirma, sivi-sivi ekstraksiyonu,
adsorpsiyon gibi metodlar ile geri donistiiriilmesi olabilir (Xue vd. 2017). Bu yontem
mevcut ¢alismanin yaklagimina entegre edildiginde, daha yiiksek konsantrasyonlarda
biyoiitanol iiretiminin gergeklestirilebilecegi 6n goriilmektedir. Ayrica son yillarda
Clostridium tiirlerinin biitanole olan toleransini artirmak igin genetik uygulamali
caligmalar yapilmaktadir (Rao vd. 2016). Boyle bir susun kullaniminin biyobiitanol
konsantrasyonunu artirabilecegi diistiniilmektedir. Bununla birlikte, mevcut calismada D.
salina biyokiitlesi ile desteklenmis P2 ortaminda biitanol: ABE orani teorik orana gore
oldukga yiiksektir. Bu durum D. salina’nmin igerigindeki yararli bilesiklerin

fermantasyonu yolunu ¢ogunlukla biyobiitanol {iretimine ¢evirmesi olarak agiklanmustir.
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Bu yaklagim ile biyobiitanol iiretiminin daha da artirilabilecegi aciktir. Ayrica,
metabolizma miihendisligi ile, dogal suslarin ABE fermantasyonu yolunda gorev alan
enzimlerin diizenlenmesi ve genetik modifikasyonlar biyobiitanol konsantrasyonunu
diger iiretilen iiriinlere kiyasla artirabilir. Bu uygulamalarin mevcut ¢alismaya entegre

edilmesinin boylelikle daha yliksek biyobiitanol eldesi saglayacagi dngoriilmektedir.

Mevcut ¢alismada, ECAT’nin artan konsantrasyonlarinda tannik asitin yliksek
miktarlarinin  mikrobiyel gelisimi ve biyobiitanol iiretimini etkileyebildigi One
stiriilmiistiir. Bu durum aktif karbon kullanimi, kiregle muamele gibi detoksifikasyon
yontemleri kullanilarak inhibe edici bilesiklerin ortamdan uzaklastirilmai ile giderilebilir
(Ebrahimian vd. 2022). Buna gore, mevcut tez c¢alismasinda oldugu gibi ECAT
stirdiiriilebilir bir sekilde kullanimi icin detoksifikasyon yontemleri ile daha yiiksek

konsantrasyonlarda biyobiitanol {iretimini saglanabilecegi sdylenebilmektedir.

Ayrica literatlirde sakkarifikasyonun ve biyobiitanol iiretiminin artirtlmasi igin g¢esitli
fermantasyon stratejileri kullanilmaktadir (Nagarajan vd. 2019). Mevcut c¢alismada,
ECAT ile gergeklestirilen deneylerde SHF stratejisi kullanilirken, D. salina biyokiitlesi
herhangi bir sakkarifikasyon yontemi olmadan direkt fermentasyon icin kullanilmistir.
Buna gore, ozellikle lignoseliilozik ham maddeler igin seliiloz veya hemiseliiloz
sindirimini saglayan enzimleri sentezleyen mikroorganizmalar ile ko-kiiltiir yaklagimi
kullanilabilir veya metabolizma ve genetik mithendisligi ile gelistirilmis hem enzim
sentezleyebilen hem de fermantasyonu gerceklestiren tek bir tiiriin kullanildigi CBP
stratejisi bu ¢aligmanin yaklagimi ile degerlendirilebilir (Xin vd. 2019). Boylelikle hem

maliyet hem de verim agisindan yiiksek bir katki saglanabilecegi diisiiniilmektedir.

Yukarida belirtilen 6neriler dogrultusunda, mevcut tez ¢alismasi bir ¢ok alan ile entegre
edilip, hem biyoyakit olarak hem de ¢esitli alanlarda kullanilan bir madde olarak yiiksek
konsantrasyonda biyobiitanol {iretiminin gerceklestirilebilecegi agiktir. Bu ¢alisma,
ileride yapilacak ¢aligmalar i¢in 6nemli bir fizibilite 6rnegi olup, tilkemizde biiytik dl¢ekli

biyobiitanol liretimini destekleyen etkili bir adimdar.

112



KAYNAKLAR

Abo, B. 0., Gao, M., Wang, Y., Wu, C., Wang, Q., ve Ma, H. 2019. Production of butanol
from biomass: recent advances and future prospects. Environmental Science and
Pollution Research, 26, 20164-20182.

Abreu, A. P., Fernandes, B., Vicente, A. A., Teixeira, J., ve Dragone, G. 2012.
Mixotrophic cultivation of Chlorella vulgaris using industrial dairy waste as
organic carbon source. Bioresource technology, 118, 61-66.

Abubackar HN Veiga MC ve Kennes C. 2015. Ethanol and acetic acid production from
carbon monoxide in a Clostridium strain in batch and continuous gas-fed
bioreactors. Int J Environ Res Public Health. 12(1):1029-43.

Aftab, M. N., Igbal, I., Riaz, F., Karadag, A., ve Tabatabaei, M. 2019. Different
pretreatment methods of lignocellulosic biomass for use in biofuel production.
Biomass for bioenergy-recent trends and future challenges, 1-24.

Ahlawat, S., Kaushal, M., Palabhanvi, B., Muthuraj, M., Goswami, G., ve Das, D. 2019.
Nutrient modulation based process engineering strategy for improved butanol
production from Clostridium acetobutylicum. Biotechnology Progress, 35(2),
e2771.

Akhtar, N., Gupta, K., Goyal, D., ve Goyal, A. 2016. Recent advances in pretreatment
technologies for efficient hydrolysis of lignocellulosic biomass. Environmental
Progress ve Sustainable Energy, 35(2), 489-511.

Alalwan, H. A., Alminshid, A. H., ve Aljaafari, H. A. 2019. Promising evolution of
biofuel generations. Subject review. Renewable Energy Focus, 28, 127-1309.

Aldred, E. M. 2008. Pharmacology: a handbook for complementary healthcare
professionals. Churchill Livingstone Elsevier, 339, China.

Alfani, F., Gallifuoco, A., Saporosi, A., Spera, A., ve Cantarella, M. 2000. Comparison
of SHF and SSF processes for the bioconversion of steam-exploded wheat straw.
Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, 25(4), 184-192.

Al-Shorgani, N. K. N., Mohd, S. K., ve Wan, M. 2011. The effect of different carbon
sources on biobutanol production using Clostridium saccharoperbutylacetonicum
N1-4. Biotechnology, 10(3), 280-285.

Amiri, H., ve Karimi, K. 2018. Pretreatment and hydrolysis of lignocellulosic wastes for
butanol production: Challenges and perspectives. Bioresource Technology, 270,
702-721.

Ask, M., Olofsson, K., Di Felice, T., Ruohonen, L., Penttild, M., Lidén, G., ve Olsson, L.
2012. Challenges in enzymatic hydrolysis and fermentation of pretreated Arundo

113



donax revealed by a comparison between SHF and SSF. Process biochemistry,
47(10), 1452-1459.

Avcl, A., Kamiloglu, A., ve Donmez, S. 2023. Efficient production of acetone butanol
ethanol from sole fresh and rotten potatoes by various Clostridium strains.
Biomass Conversion and Biorefinery, 13(5), 4161-4169.

Awvula, S. V., Reddy, S., ve Reddy, L. V. 2015. The feasibility of mango (Mangifera indica
L.) peel as an alternative substrate for butanol production. BioResources, 10(3),
4453-4459.

Azadi, P., Inderwildi, O. R., Farnood, R., ve King, D. A. 2013. Liquid fuels, hydrogen
and chemicals from lignin: A critical review. Renewable and Sustainable Energy
Reviews, 21, 506-523.

Bankar, S. B., Survase, S. A., Ojamo, H., ve Granstrom, T. 2013. Biobutanol: the outlook
of an academic and industrialist. Rsc Advances, 3(47), 24734-24757.

Barton, D. ve Meth-Cohn, O. (Eds.). 1999. Comprehensive natural products chemistry.
Elsevier, 768, USA.

Baruah, J., Nath, B. K., Sharma, R., Kumar, S., Deka, R. C., Baruah, D. C., ve Kalita, E.
2018. Recent trends in the pretreatment of lignocellulosic biomass for value-added
products. Frontiers in Energy Research, 6, 141.

Behera, S., Arora, R., Nandhagopal, N., ve Kumar, S. 2014. Importance of chemical
pretreatment for bioconversion of lignocellulosic biomass. Renewable and
sustainable energy reviews, 36, 91-106.

Benaimeche, O., Seghir, N. T., Sadowski, L., ve Mellas, M. 2020. The utilization of
vegetable fibers in cementitious materials, In: Reference Module in Materials
Science and Materials Engineering. Elsevier Reference Collection.

Bhatia, S. K., Ahuja, V., Chandel, N., Gurav, R., Bhatia, R. K., Govarthanan, M., ... ve
Yang, Y. H. 2022. Advances in algal biomass pretreatment and its valorisation
into biochemical and bioenergy by the microbial processes. Bioresource
Technology, 358, 127437.

Bhatia, S. K., Jagtap, S. S., Bedekar, A. A, Bhatia, R. K., Patel, A. K., Pant, D, ... ve
Yang, Y. H. 2020. Recent developments in pretreatment technologies on
lignocellulosic biomass: effect of key parameters, technological improvements,
and challenges. Bioresource technology, 300, 122724.

Bhattacharyya, A., Jain, A., & Rajagopalan, G. (2023). Biobutanol production from food

crops. In Advances and Developments in Biobutanol Production. Woodhead
Publishing, 245-260.

114



Borand, M. N., ve Karaosmanoglu, F. 2018. Effects of organosolv pretreatment
conditions for lignocellulosic biomass in biorefinery applications: a review.
Journal of renewable and sustainable energy, 10(3).

Bredda, E. H., Da Silva, A. F., Silva, M. B., ve Da Ros, P. C. M. 2020. Mixture design as
a potential tool in modeling the effect of light wavelength on Dunaliella salina
cultivation: an alternative solution to increase microalgae lipid productivity for
biodiesel production. Preparative Biochemistry ve Biotechnology, 50(4), 379-
389.

Brown, L. M. 1996. Uptake of carbon dioxide from flue gas by microalgae. Energy
Conversion and Management, 37(6-8), 1363-1367.

Castillo, T., Ramos, D., Garcia-Beltran, T., Brito-Bazan, M., ve Galindo, E. 2021.
Mixotrophic cultivation of microalgae: an alternative to produce high-value
metabolites. Biochemical Engineering Journal, 176, 108183.

Castro, Y. A., Ellis, J. T., Miller, C. D., ve Sims, R. C. 2015. Optimization of wastewater
microalgae saccharification using dilute acid hydrolysis for acetone, butanol, and
ethanol fermentation. Applied Energy, 140, 14-19.

Cavelius, P., Engelhart-Straub, S., Mehlmer, N., Lercher, J., Awad, D., ve Briick, T. 2023.
The potential of biofuels from first to fourth generation. PLoS Biology, 21(3),
e3002063.

Chaturvedi, V., ve Verma, P. 2013. An overview of key pretreatment processes employed
for bioconversion of lignocellulosic biomass into biofuels and value added
products. 3 Biotech, 3, 415-431.

Chaudhari, S. M., ve Meshram, R. B. 2021. A Comparative Life Cycle Assessment (LCA)
of Gasoline Blending with Different Oxygenates in India. Nature Environment
and Pollution Technology, 20(5), 1947-1958.

Chavoshi, Z. Z., ve Shariati, M. 2019. Lipid production in Dunaliella bardawil under
autotrophic, heterotrophic and mixotrophic conditions. Brazilian Journal of
Oceanography, 67.

Cheah, W. Y., Sankaran, R., Show, P. L., Ibrahim, T., Baizura, T. N., Chew, K. W., ... ve
Chang, J. S. 2020. Pretreatment methods for lignocellulosic biofuels production:
current advances, challenges and future prospects. Biofuel Research Journal, 7(1),
1115-1127.

Cheawchanlertfa, P., Sutheeworapong, S., Jenjaroenpun, P., Wongsurawat, T., Nookaew,
I., Cheevadhanarak, S., ... ve Tachaapaikoon, C. 2020. Clostridium
manihotivorum sp. nov., a novel mesophilic anaerobic bacterium that produces
cassava pulp-degrading enzymes. PeerJ, 8, €10343.

115



Cheng, H. H., Whang, L. M., Chan, K. C., Chung, M. C., Wu, S. H,, Liu, C. P., ... ve Lee,
W. J. 2015. Biological butanol production from microalgae-based biodiesel
residues by Clostridium acetobutylicum. Bioresource technology, 184, 379-385.

Caglar, A. ve Demirbas, A. 2001. Hydrogen-rich gaseous products from tea waste by
pyrolysis. Energy Sources, 23(8), 739-746.

Celekli, A., Bozkurt, H., ve Donmez, G. 2014. Predictive modeling of [-carotene
accumulation by Dunaliella salina as a function of pH, NaCl, and irradiance.
Russian journal of plant physiology, 61, 215-223.

Dai, J., Wu, Y., Chen, S. W., Zhu, S., Yin, H. P., Wang, M., ve Tang, J. 2010. Sugar
compositional determination of polysaccharides from Dunaliella salina by
modified RP-HPLC method of precolumn derivatization with 1-phenyl-3-methyl-
5-pyrazolone. Carbohydrate polymers, 82(3), 629-635.

Dalal, J., Das, M., Joy, S., Yama, M., ve Rawat, J. 2019. Efficient isopropanol-butanol
(IB) fermentation of rice straw hydrolysate by a newly isolated Clostridium
beijerinckii strain C-01. Biomass and Bioenergy, 127, 105292.

de Brito Bezerra, P. K. S., de Azevedo, J. C. S., ve dos Santos, E. S. 2023. Biobutanol
production by batch and fed-batch fermentations from the green coconut husk
hydrolysate using C. beijerinckii ATCC 10132. Biomass Conversion and
Biorefinery, 1-13.

de Melo, R. G., de Andrade, A. F., Bezerra, R. P., Correia, D. S., de Souza, V. C.,
Brasileiro-Vidal, A. C., ... ve Porto, A. L. F. 2018. Chlorella vulgaris mixotrophic
growth enhanced biomass productivity and reduced toxicity from agro-industrial
by-products. Chemosphere, 204, 344-350.

de Souza Celente, G., Rizzetti, T. M., Sui, Y., ve de Souza Schneider, R. D. C. 2022.
Potential use of microalga Dunaliella salina for bioproducts with industrial
relevance. Biomass and Bioenergy, 167, 106647.

Demiray, E., Agikel, E., Ertugrul Karatay, S., ve Donmez, G. 2022. Saccharomyces
cerevisiae and newly isolated Candida boidinii co-fermentation of industrial tea
waste for improved bioethanol production. Energy Sources, Part A: Recovery,
Utilization, and Environmental Effects, 44(1), 1160-1172.

Devi, J., Deb, U., Barman, S., Das, S., Bhattacharya, S. S., Tsang, Y. F., ... ve Kim, K. H.
2020. Appraisal of lignocellusoic biomass degrading potential of three earthworm
species using vermireactor mediated with spent mushroom substrate: compost
quality, crystallinity, and microbial community structural analysis. Science of the
Total Environment, 716, 135215.

Dickinson, S., Mientus, M., Frey, D., Amini-Hajibashi, A., Ozturk, S., Shaikh, F., ... ve

El-Halwagi, M. M. 2017. A review of biodiesel production from microalgae.
Clean technologies and environmental policy, 19(3), 637-668.

116



Dostalek, P., Patzak, M., ve Matejka, P. 2004. Influence of specific growth limitation on
biosorption of heavy metals by Saccharomyces cerevisiae. International
biodeterioration ve biodegradation, 54(2-3), 203-207.

Du, G., Zhu, C., Xu, M., Wang, L., Yang, S. T., ve Xue, C. 2021. Energy-efficient butanol
production by Clostridium acetobutylicum with histidine kinase knockouts to
improve strain tolerance and process robustness. Green Chemistry, 23(5), 2155-
2168.

Dutta, K., Daverey, A., ve Lin, J. G. 2014. Evolution retrospective for alternative fuels:
First to fourth generation. Renewable energy, 69, 114-122.

Dziemianowicz, W., Kotarska, K., ve Swierczyﬁska, A. 2022. Increase Butanol
Production from Corn Straw by Mineral Compounds Supplementation. Energies,
15(19), 6899.

Ebrahimian, F., Denayer, J. F., Mohammadi, A., Khoshnevisan, B., ve Karimi, K. 2022.
A critical review on pretreatment and detoxification techniques required for
biofuel production from the organic fraction of municipal solid waste. Bioresource
technology, 128316.

Efremenko, E. N., Nikolskaya, A. B., Lyagin, I. V., Senko, O. V., Makhlis, T. A.,
Stepanov, N. A,, ... ve Varfolomeev, S. D. 2012. Production of biofuels from
pretreated microalgae biomass by anaerobic fermentation with immobilized
Clostridium acetobutylicum cells. Bioresource technology, 114, 342-348.

Elizondo, A. M., Mercado, E. C., Rabinovitz, B. C., ve Fernandez-Miyakawa, M. E. 2010.
Effect of tannins on the in vitro growth of Clostridium perfringens. Veterinary
microbiology, 145(3-4), 308-314.

Ellis, J. T., Hengge, N. N., Sims, R. C., ve Miller, C. D. 2012. Acetone, butanol, and
ethanol production from wastewater algae. Bioresource technology, 111, 491-495.

Ezeji, T. C., Qureshi, N., ve Blaschek, H. P. 2007. Production of acetone butanol (AB)
from liquefied corn starch, a commercial substrate, using Clostridium beijerinckii
coupled with product recovery by gas stripping. Journal of Industrial
Microbiology and Biotechnology, 34(12), 771-777.

Ezeji, T. C., Qureshi, N., ve Blaschek, H. P. 2007. Bioproduction of butanol from
biomass: from genes to bioreactors. Current opinion in biotechnology, 18(3), 220-
2217.

Farmanbordar, S., Karimi, K., ve Amiri, H. 2018. Municipal solid waste as a suitable

substrate for butanol production as an advanced biofuel. Energy conversion and
management, 157, 396-408.

117



Figueroa-Torres, G. M., Mahmood, W. M. A. W., Pittman, J. K., ve Theodoropoulos, C.
2020. Microalgal biomass as a biorefinery platform for biobutanol and biodiesel
production. Biochemical Engineering Journal, 153, 107396.

Fu, D., ve Mazza, G. 2011. Optimization of processing conditions for the pretreatment of
wheat straw using aqueous ionic liquid. Bioresource technology, 102(17), 8003-
8010.

Gallardo, R., Alves, M., ve Rodrigues, L. R. 2017. Influence of nutritional and operational
parameters on the production of butanol or 1, 3-propanediol from glycerol by a
mutant Clostridium pasteurianum. New biotechnology, 34, 59-67.

Garcia, V., Péakkild, J., Ojamo, H., Muurinen, E., ve Keiski, R. L. 2011. Challenges in
biobutanol production: how to improve the efficiency?. Renewable and
sustainable energy reviews, 15(2), 964-980.

Gauss, W. F., Suzuki, S., ve Takagi, M. 1976. U.S. Patent No. 3,990,944. Washington,
DC: U.S. Patent and Trademark Office.

Germec, M., ve Turhan, I. 2018. Ethanol production from acid-pretreated and detoxified
tea processing waste and its modeling. Fuel, 231, 101-109.

Germec, M., Ozcan, A., ve Turhan, I. 2020. Chemical characterization of acid-pretreated
renewable resources: effect of pretreatment time. Biofuels, 1-11.

Germec, M., Tarhan, K., Yatmaz, E., Tetik, N., Karhan, M., Demirci, A., ve Turhan, I.
2016. Ultrasound-assisted dilute acid hydrolysis of tea processing waste for
production of fermentable sugar. Biotechnology progress, 32(2), 393-403.

Gouveia, L. 2011. Microalgae as a Feedstock for Biofuels. Springer Heidelberg, 1-69,
New York.

Guo, T., Tang, Y., Zhang, Q. Y., Du, T. F,, Liang, D. F., Jiang, M. ve Ouyang, P. K. 2012.
Clostridium beijerinckii mutant with high inhibitor tolerance obtained by low-
energy ion implantation. Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology,
39(3), 401-407.

Harde, S. M., Jadhav, S. B., Bankar, S. B., Ojamo, H., Granstrém, T., Singhal, R. S., ve
Survase, S. A. 2016. Acetone-butanol-ethanol (ABE) fermentation using the root
hydrolysate after extraction of forskolin from Coleus forskohlii. Renewable
energy, 86, 594-601.

He, S., Fan, X., Katukuri, N. R., Yuan, X., Wang, F., ve Guo, R. B. 2016. Enhanced

methane production from microalgal biomass by anaerobic bio-pretreatment.
Bioresource Technology, 204, 145-151.

118



Hebhoub, H., Aoun, H., Belachia, M., Houari, H., ve Ghorbel, E. 2011. Use of waste
marble aggregates in concrete. Construction and Building Materials, 25(3), 1167-
1171.

Heidari, F., Asadollahi, M. A., Jeihanipour, A., Kheyrandish, M., Rismani-Yazdi, H., ve
Karimi, K. Biobutanol production using unhydrolyzed waste acorn as a novel
substrate. RSC Adv 2016; 6: 9254-60.

Hosseini Tafreshi, A., ve Shariati, M. 2009. Dunaliella biotechnology: methods and
applications. Journal of applied microbiology, 107(1), 14-35.

Hou, Q., Ju, M., Li, W., Liu, L., Chen, Y., ve Yang, Q. 2017. Pretreatment of
lignocellulosic biomass with ionic liquids and ionic liquid-based solvent systems.
Molecules, 22(3), 490.

Hou, X., From, N., Angelidaki, I., Huijgen, W. J., ve Bjerre, A. B. 2017. Butanol
fermentation of the brown seaweed Laminaria digitata by Clostridium beijerinckii
DSM-6422. Bioresource technology, 238, 16-21.

Huang, H., Singh, V., ve Qureshi, N. 2015. Butanol production from food waste: a novel
process for producing sustainable energy and reducing environmental pollution.
Biotechnology for biofuels, 8, 1-12.

Huisheng, L. U., Miaomiao, R. E. N., ZHANG, M., ve Ying, C. H. E. N. 2013.
Pretreatment of corn stover using supercritical CO2 with water-ethanol as co-
solvent. Chinese Journal of Chemical Engineering, 21(5), 551-557.

Husin, H., Ibrahim, M. F., Kamal Bahrin, E., & Abd-Aziz, S. (2019). Simultaneous
saccharification and fermentation of sago hampas into biobutanol by Clostridium
acetobutylicum ATCC 824. Energy Science & Engineering, 7(1), 66-75.

Huzir, N. M., Aziz, M. M. A., Ismail, S. B., Abdullah, B., Mahmood, N. A. N., Umor, N.
A., ve Muhammad, S. A. F. A. S. 2018. Agro-industrial waste to biobutanol
production: Eco-friendly biofuels for next generation. Renewable and Sustainable
Energy Reviews, 94, 476-485.

Ibrahim, M. F., Kim, S. W., ve Abd-Aziz, S. 2018. Advanced bioprocessing strategies for
biobutanol production from biomass. Renewable and Sustainable Energy
Reviews, 91, 1192-1204.

Ibrahim, M. I., Sapuan, S. M., Zainudin, E. S., ve Zuhri, M. Y. M. 2019. Extraction,
chemical composition, and characterization of potential lignocellulosic biomasses
and polymers from corn plant parts. BioResources, 14(3), 6485-6500.

Jang, Y. S. Malaviya, A. Cho, C. Lee, J. ve Lee, S. Y. 2012. Butanol production from
renewable biomass by clostridia. Bioresource technology, 123, 653-663.

119



Jernigan, A., May, M., Potts, T., Rodgers, B., Hestekin, J., May, P. I., ... ve Hestekin, C.
2013. Effects of drying and storage on year-round production of butanol and
biodiesel from algal carbohydrates and lipids using algae from water remediation.
Environmental Progress ve Sustainable Energy, 32(4), 1013-1022.

Ji, M. K,, Yun, H. S., Hwang, B. S., Kabra, A. N., Jeon, B. H., ve Choi, J. 2016.
Mixotrophic cultivation of Nephroselmis sp. using industrial wastewater for
enhanced microalgal biomass production. Ecological engineering, 95, 527-533.

Jin, Y., Ding, F., Wang, J., Yi, Z,, Gao, Y., Yang, L., ... ve Zhao, H. 2022. One-step
conversion of sweet potato waste to butanol via fermentation by Clostridium
acetobutylicum. Biomass Conversion and Biorefinery, 1-12.

Jin, C,, Yao, M., Liu, H., Chia-fon, F. L., ve Ji, J. 2011. Progress in the production and
application of n-butanol as a biofuel. Renewable and sustainable energy reviews,
15(8), 4080-4106.

Johnson, M. K., Johnson, E. J., MacElroy, R. D., Speer, H. L., ve Bruff, B. S. 1968.
Effects of salts on the halophilic alga Dunaliella viridis. Journal of Bacteriology,
95(4), 1461-1468.

Jones, D. T., ve Woods, D. 1986. Acetone-butanol fermentation revisited.
Microbiological reviews, 50(4), 484-524.

Joo, G., Lee, W., ve Choi, Y. 2021. Heavy metal adsorption capacity of powdered
Chlorella vulgaris biosorbent: effect of chemical modification and growth media.
Environmental Science and Pollution Research, 28, 25390-25399.

Joshi, S. M., Waghmare, J. S., Sonawane, K. D., ve Waghmare, S. R. 2015. Bio-ethanol
and bio-butanol production from orange peel waste. Biofuels, 6(1-2), 55-61.

Kaczmarek, B. 2020. Tannic Acid with Antiviral and Antibacterial Activity as A
Promising Component of Biomaterialsa€” A Minireview. Materials, 13 (14),
3224.

Kallarakkal, K. P., Muthukumar, K., Alagarsamy, A., Pugazhendhi, A., ve Mohamed, S.
N. 2021. Enhancement of biobutanol production using mixotrophic culture of
Oscillatoria sp. in cheese whey water. Fuel, 284, 119008.

Karthick, C., ve Nanthagopal, K. 2021. A comprehensive review on ecological
approaches of waste to wealth strategies for production of sustainable biobutanol
and its suitability in automotive applications. Energy Conversion and
Management, 239, 114219.

Kassim, M. A., Ramli, S. H., ve Meng, T. K. 2022. Analysis of microalgal growth kinetic
model and carbohydrate biosynthesis cultivated using agro-industrial waste
residuals as carbon source. Preparative biochemistry ve biotechnology, 52(5),
514-524.

120



Katahira, R., Elder, T. J., ve Beckham, G. T. 2018. A brief introduction to lignin structure,
In book: Lignin Valorization., Royal Society of Chemistry, 1-20, United States.

Kaya, H., Celebi, S., Kaya, A., ve Giil, M. 2018. Use of water-treated black tea waste
instead of wheat bran in laying hen diets. Revista Brasileira de Zootecnia, 47.

Kazemi Shariat Panahi, H., Dehhaghi, M., Kinder, J. E., ve Ezeji, T. C. 2019. A review
on green liquid fuels for the transportation sector: a prospect of microbial solutions
to climate change. Biofuel Research Journal, 6(3), 995-1024.

Khan, M. U., Usman, M., Ashraf, M. A., Dutta, N., Luo, G., ve Zhang, S. 2022. A review
of recent advancements in pretreatment techniques of lignocellulosic materials for
biogas production: Opportunities and Limitations. Chemical Engineering Journal
Advances, 10, 100263.

Khedkar, M. A., Nimbalkar, P. R., Gaikwad, S. G., Chavan, P. V., & Bankar, S. B. 2017a.
Sustainable biobutanol production from pineapple waste by using Clostridium
acetobutylicum B 527: drying Kinetics study. Bioresource technology, 225, 359-
366.

Khedkar, M. A., Nimbalkar, P. R., Chavan, P. V., Chendake, Y. J., ve Bankar, S. B.
2017b. Cauliflower waste utilization for sustainable biobutanol production:
revelation of drying kinetics and bioprocess development. Bioprocess and
Biosystems Engineering, 40, 1493-1506.

Kim, D. 2018. Physico-chemical conversion of lignocellulose: inhibitor effects and
detoxification strategies: a mini review. Molecules, 23(2), 309.

Kim, M. S, Baek, J. S., Yun, Y. S., Sim, S. J., Park, S., ve Kim, S. C. 2006. Hydrogen
production from Chlamydomonas reinhardtii biomass using a two-step conversion
process: anaerobic conversion and photosynthetic fermentation. International
Journal of Hydrogen Energy, 31(6), 812-816.

Kiyoshi, K. Furukawa, M. Seyama, T. Kadokura, T. Nakazato, A. ve Nakayama, S. 2015.
Butanol production from alkali-pretreated rice straw by co-culture of Clostridium
thermocellum and Clostridium saccharoperbutylacetonicum. Bioresource
technology, 186, 325-328.

Knoshaug, E. P. ve Zhang, M. 2009. Butanol tolerance in a selection of microorganisms.
Applied biochemistry and biotechnology, 153, 13-20.

Ko, F. K., Goudarzi, A., Lin, L. T., Li, Y., ve Kadla, J. F. 2016. Lignin-based composite
carbon nanofibers. Lignin in polymer composites, 167-194.

Komonkiat, 1., ve Cheirsilp, B. 2013. Felled oil palm trunk as a renewable source for
biobutanol production by Clostridium spp. Bioresource technology, 146, 200-207.

121



Kopke, M. Held, C. Hujer, S Liesegang, H. Wiezer, A. Wollherr, A. ... ve Diirre, P. 2010.
Clostridium ljungdahlii represents a microbial production platform based on
syngas. Proceedings of the National Academy of Sciences, 107(29), 13087-13092.

Kumar, N., ve Das, D. 2000. Enhancement of hydrogen production by Enterobacter
cloacae IIT-BT 08. Process Biochemistry, 35(6), 589-593.

Kumar, N., Dixit, A. 2021. Management of biomass, In: Nanotechnology for Rural
Development. Kumar, N., Dixit, A. (eds). Elsevier, 97-140.

Kumari, D., ve Singh, R. 2018. Pretreatment of lignocellulosic wastes for biofuel
production: A critical review. Renewable and Sustainable Energy Reviews, 90,
877-891.

Kumudha, A., ve Sarada, R. 2016. Characterization of vitamin B 12 in Dunaliella salina.
Journal of food science and technology, 53, 888-894.

Kushwaha, D., Srivastava, N., Prasad, D., Mishra, P. K., ve Upadhyay, S. N. 2020.
Biobutanol production from hydrolysates of cyanobacteria Lyngbya limnetica and
Oscillatoria obscura. Fuel, 271, 117583.

Law, L., ve Gutierrez, N. 2013. Butanol production by submerged fermentation of white
grape pomace. Current biotechnology, 2(2), 114-116.

Lee, J. D., Qi, Z.,, Foucher, A. C., Ngan, H. T., Dennis, K., Cui, J., ... ve Biener, J. 2022.
Facilitating Hydrogen Dissociation over Dilute Nanoporous Ti—Cu Catalysts.
Journal of the American Chemical Society, 144(37), 16778-16791.

Lee, S. Y. Park, J. H. Jang, S. H. Nielsen, L. K. Kim, J. ve Jung, K. S. 2008. Fermentative
butanol production by Clostridia. Biotechnology and bioengineering, 101(2), 209-
228.

Li, T., Yan, Y., ve He, J. 2015. Enhanced direct fermentation of cassava to butanol by
Clostridium species strain BOH3 in cofactor-mediated medium. Biotechnology
for biofuels, 8(1), 1-12.

Linggang, S., Phang, L. Y., Wasoh, H., ve Abd-Aziz, S. 2013. Acetone—butanol—ethanol
production by Clostridium acetobutylicum ATCC 824 using sago pith residues
hydrolysate. Bioenergy Research, 6, 321-328.

Liu, X., Miao, R., Lindberg, P., ve Lindblad, P. 2019. Modular engineering for efficient
photosynthetic biosynthesis of 1-butanol from CO 2 in cyanobacteria. Energy ve
Environmental Science, 12(9), 2765-2777.

Liyanaarachchi, V. C., Premaratne, M., Ariyadasa, T. U., Nimarshana, P. H. V., ve Malik,

A. (2021). Two-stage cultivation of microalgae for production of high-value
compounds and biofuels: A review. Algal Research, 57, 102353.

122


https://www.sciencedirect.com/science/book/9780128243527
https://www.sciencedirect.com/science/book/9780128243527

Lloyd, T. A., ve Wyman, C. E. 2005. Combined sugar yields for dilute sulfuric acid
pretreatment of corn stover followed by enzymatic hydrolysis of the remaining
solids. Bioresource technology, 96(18), 1967-1977.

Loyarkat, S., Cheirsilp, B., ve Umsakul, K. 2013. Decanter cake waste as a renewable
substrate for biobutanol production by Clostridium beijerinckii. Process
Biochemistry, 48(12), 1933-1941.

Lowry, O., Rosebrough, N., Farr, A. L., & Randall, R. (1951). Protein measurement with
the Folin phenol reagent. Journal of biological chemistry, 193(1), 265-275.

Luo, W., Zhao, Z., Pan, H., Zhao, L., Xu, C., ve Yu, X. 2018. Feasibility of butanol
production from wheat starch wastewater by Clostridium acetobutylicum. Energy,
154, 240-248.

Liitke-Eversloh, T., ve Bahl, H. 2011. Metabolic engineering of Clostridium
acetobutylicum: recent advances to improve butanol production. Current opinion
in biotechnology, 22(5), 634-647.

Lynd, L. R.,, Van Zyl, W. H., McBride, J. E., ve Laser, M. 2005. Consolidated
bioprocessing of cellulosic biomass: an update. Current opinion in biotechnology,
16(5), 577-583.

Mack, J. H. Schuler, D. Butt, R. H. ve Dibble, R. W. 2016. Experimental investigation of
butanol isomer combustion in Homogeneous Charge Compression Ignition
(HCCI) engines. Applied Energy, 165, 612-626.

Maddox, I. S. 1989. The acetone-butanol-ethanol fermentation: recent progress in
technology. Biotechnology and Genetic Engineering Reviews, 7(1), 189-220.

Madihah, M. S., Ariff, A. B., Sahaid, K. M., Suraini, A. A., ve Karim, M. I. A. 2001.
Direct fermentation of gelatinized sago starch to acetone—butanol-ethanol by
Clostridium acetobutylicum. World Journal of Microbiology and Biotechnology,
17, 567-576.

Magalhaes, B. L., Grassi, M. C. B., Pereira, G. A., ve Brocchi, M. 2018. Improved n-
butanol production from lignocellulosic hydrolysate by Clostridium strain
screening and culture-medium optimization. Biomass and Bioenergy, 108, 157-
166.

Maheshwari, N., Krishna, P. K., Thakur, I. S., ve Srivastava, S. 2020. Biological fixation
of carbon dioxide and biodiesel production using microalgae isolated from sewage
waste water. Environmental Science and Pollution Research, 27, 27319-27329.

Malik, S., Shahid, A., Liu, C. G., Khan, A. Z., Nawaz, M. Z., Zhu, H., ve Mehmood, M.
A. 2021. Developing fourth-generation biofuels secreting microbial cell factories
for enhanced productivity and efficient product recovery; a review. Fuel, 298,
120858.

123



Mata, T. M., Martins, A. A., ve Caetano, N. S. 2010. Microalgae for biodiesel production
and other applications: a review. Renewable and sustainable energy reviews,
14(1), 217-232.

Maurya, D. P., Singla, A., ve Negi, S. 2015. An overview of key pretreatment processes
for biological conversion of lignocellulosic biomass to bioethanol. 3 Biotech, 5,
597-609.

Md Razali, N. A. A., Ibrahim, M. F., Kamal Bahrin, E., ve Abd-Aziz, S. 2018.
Optimisation of simultaneous saccharification and fermentation (SSF) for
biobutanol production using pretreated oil palm empty fruit bunch. Molecules,
23(8), 1944.

Mehmood, T., Nadeem, F., Meer, B., Ashraf, H., Meer, K., & Saeed, S. (2023). Biomass
valorization to biobutanol. In Valorization of Biomass to Bioproducts. Elsevier,
151-178.

Menon, V., ve Rao, M. 2012. Trends in bioconversion of lignocellulose: biofuels,
platform chemicals ve biorefinery concept. Progress in energy and combustion
science, 38(4), 522-550.

Miller, G. L. 1959. Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing
sugar. Analytical chemistry, 31(3), 426-428.

Miranda, J. R., Passarinho, P. C., ve Gouveia, L. 2012. Pre-treatment optimization of
Scenedesmus obliquus microalga for bioethanol production. Bioresource
technology, 104, 342-348.

Mirfakhar, M., Asadollahi, M. A., Amiri, H., ve Karimi, K. 2017. Phenolic compounds
removal from sweet sorghum grain for efficient biobutanol production without
nutrient supplementation. Industrial crops and products, 108, 225-231.

Mohan, S. V., Rohit, M. V., Chiranjeevi, P., Chandra, R., ve Navaneeth, B. 2015.
Heterotrophic microalgae cultivation to synergize biodiesel production with waste
remediation: progress and perspectives. Bioresource technology, 184, 169-178.

Mohanraj, S., Kodhaiyolii, S., Rengasamy, M., ve Pugalenthi, V. (2014). Green
synthesized iron oxide nanoparticles effect on fermentative hydrogen production
by Clostridium acetobutylicum. Applied biochemistry and biotechnology, 173,
318-331.

Mohapatra, S., Mishra, R. R., Nayak, B., Behera, B. C., ve Mohapatra, P. K. D. 2020.
Development of co-culture yeast fermentation for efficient production of
biobutanol from rice straw: A useful insight in valorization of agro industrial
residues. Bioresource Technology, 318, 124070.

124



Monjed, M. K., Achour, B., Robson, G. D., ve Pittman, J. K. 2021. Improved
saccharification of Chlorella vulgaris biomass by fungal secreted enzymes for
bioethanol production. Algal Research, 58, 102402.

Monot, F., Martin, J. R., Petitdemange, H., ve Gay, R. 1982. Acetone and butanol
production by Clostridium acetobutylicum in a synthetic medium. Applied and
Environmental Microbiology, 44(6), 1318-1324.

Anonymous. 2021. Bio-Butanol Market - Growth, Trends, COVID-19 Impact, and
Forecasts (2022 - 2027). Web sitesi: https://www.mordorintelligence.com/indust
ry-reports/bio-butanol-market. Erisim tarihi: 12.02.2022.

Morowvat, M. H., ve Ghasemi, Y. 2016. Culture medium optimization for enhanced -
carotene and biomass production by Dunaliella salina in mixotrophic culture.
Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, 7, 217-223.

Mosier, N., Wyman, C., Dale, B., Elander, R., Lee, Y. Y., Holtzapple, M., ve Ladisch,
M. 2005. Features of promising technologies for pretreatment of lignocellulosic
biomass. Bioresource technology, 96(6), 673-686.

Motoda, T., Yamaguchi, M., Tsuyama, T., ve Kamei, I. 2019. Down-regulation of
pyruvate decarboxylase gene of white-rot fungus Phlebia sp. MG-60 modify the
metabolism of sugars and productivity of extracellular peroxidase activity. Journal
of bioscience and bioengineering, 127(1), 66-72.

Mukherjee, M., Goswami, G., Mondal, P. K., ve Das, D. 2020. Biobutanol as a potential
alternative to petroleum fuel: Sustainable bioprocess and cost analysis. Fuel, 278,
118403.

Mukherjee, M., Sarkar, P., Goswami, G., ve Das, D. 2019. Regulation of butanol
biosynthesis in Clostridium acetobutylicum ATCC 824 under the influence of zinc
supplementation and magnesium starvation. Enzyme and microbial technology,
129, 109352.

Mupondwa, E., Li, X., Tabil, L., Sokhansanj, S., ve Adapa, P. 2017. Status of Canada's
lignocellulosic ethanol: Part I: Pretreatment technologies. Renewable and
Sustainable Energy Reviews, 72, 178-190.

Murthy, K. C., Vanitha, A., Rajesha, J., Swamy, M. M., Sowmya, P. R., ve Ravishankar,
G. A. 2005. In vivo antioxidant activity of carotenoids from Dunaliella salina—a
green microalga. Life sciences, 76(12), 1381-1390.

Nagarajan, D., Lee, D. J., ve Chang, J. S. 2019. Recent insights into consolidated

bioprocessing for lignocellulosic biohydrogen production. International Journal
of Hydrogen Energy, 44(28), 14362-14379.

125



Naik, S. N., Goud, V. V., Rout, P. K., ve Dalai, A. K. 2010. Production of first and second
generation biofuels: a comprehensive review. Renewable and sustainable energy
reviews, 14(2), 578-597.

Nanda, S., Azargohar, R., Dalai, A. K., ve Kozinski, J. A. 2015. An assessment on the
sustainability of lignocellulosic biomass for biorefining. Renewable and
Sustainable Energy Reviews, 50, 925-941.

Nandhini, R., Rameshwar, S. S., Sivaprakash, B., Rajamohan, N., ve Monisha, R. S. 2023.
Carbon neutrality in biobutanol production through microbial fermentation
technique from lignocellulosic materials—A biorefinery approach. Journal of
Cleaner Production, 137470.

Narayanasamy, S., Chan, K. L., Cai, H., Abdul Razak, A. H. B., Tay, B. K., ve Miao, H.
2020. Biobutanol production from sugarcane bagasse by Clostridium beijerinckii
strains. Biotechnology and Applied Biochemistry, 67(5), 732-737.

Nielsen SS. 2017. Food Analysis Laboratory Manual. Third Edition. Springer, 249, USA.

Nielsen, D. R., Leonard, E., Yoon, S. H., Tseng, H. C., Yuan, C., ve Prather, K. L. J.
2009. Engineering alternative butanol production platforms in heterologous
bacteria. Metabolic engineering, 11(4-5), 262-273.

Niemist0, J., Saavalainen, P., Isomiki, R., Kolli, T., Huuhtanen, M., ve Keiski, R. L.
2013. Biobutanol production from biomass, In:Biofuel technologies: recent
developments, Springer,443-470, Berlin.

Nigam, P. S., ve Singh, A. 2011. Production of liquid biofuels from renewable resources.
Progress in energy and combustion science, 37(1), 52-68.

Nimbalkar, P. R., Khedkar, M. A., Chavan, P. V., ve Bankar, S. B. 2018. Biobutanol
production using pea pod waste as substrate: Impact of drying on saccharification
and fermentation. Renewable Energy, 117, 520-529.

Obergruber, M., Honig, V., Prochazka, P., Kucerova, V., Kotek, M., Boucek, J., ve Mafik,
J. 2021. Physicochemical properties of biobutanol as an advanced biofuel.
Materials, 14(4), 914.

Ohtake, T., Pontrelli, S., Lavifia, W. A., Liao, J. C., Putri, S. P., ve Fukusaki, E. 2017.
Metabolomics-driven approach to solving a CoA imbalance for improved 1-
butanol production in Escherichia coli. Metabolic engineering, 41, 135-143.

Onay, M. 2020a. Enhancing carbohydrate productivity from Nannochloropsis gaditana
for bio-butanol production. Energy Reports, 6, 63-67.

Onay, M. 2020b. The effects of indole-3-acetic acid and hydrogen peroxide on Chlorella
zofingiensis CCALA 944 for bio-butanol production. Fuel, 273, 117795.

126



Ou, J., Xu, N., Ernst, P., Ma, C., Bush, M., Goh, K,, ... ve Liu, X. M. 2017. Process
engineering of cellulosic n-butanol production from corn-based biomass using
Clostridium cellulovorans. Process Biochemistry, 62, 144-150.

Panahi, H. K. S., Dehhaghi, M., Guillemin, G. J., Okonkwo, C. C., Kinder, J. E., & Ezeji,
T. C. (2023). Bio-butanol production: scope, significance, and applications. In:
Advances and Developments in Biobutanol Production.Woodhead Publishing,1-
45,

Pang, N., Gu, X., Chen, S., Kirchhoff, H., Lei, H., ve Roje, S. 2019. Exploiting
mixotrophy for improving productivities of biomass and co-products of
microalgae. Renewable and Sustainable Energy Reviews, 112, 450-460.

Panwar, N. L., Kaushik, S. C., ve Kothari, S. 2011. Role of renewable energy sources in
environmental protection: A review. Renewable and sustainable energy reviews,
15(3), 1513-1524.

Parekh, M., Formanek, J., ve Blaschek, H. P. 1998. Development of a cost-effective
glucose-corn steep medium for production of butanol by Clostridium beijerincKii.
Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, 21(4), 187-191.

Park, Y. C., ve Kim, J. S. 2012. Comparison of various alkaline pretreatment methods of
lignocellulosic biomass. Energy, 47(1), 31-35.

Patdkova, P., Lipovsky, J., Cizkova, H., Foitova, J., Rychtera, M., ve Melzoch, K. 2009.
Exploitation of food feedstock and waste for production of biobutanol. Czech
Journal of Food Sciences, 27(4), 276-283.

Patel, A. K., Choi, Y. Y., ve Sim, S. J. 2020. Emerging prospects of mixotrophic
microalgae: Way forward to sustainable bioprocess for environmental
remediation and cost-effective biofuels. Bioresource Technology, 300, 122741.

Patel, A. K., Joun, J. M., Hong, M. E., ve Sim, S. J. 2019. Effect of light conditions on
mixotrophic cultivation of green microalgae. Bioresource technology, 282, 245-
253.

Pattra, S., Sangyoka, S., Boonmee, M., & Reungsang, A. (2008). Bio-hydrogen
production from the fermentation of sugarcane bagasse hydrolysate by
Clostridium butyricum. International journal of hydrogen energy, 33(19), 5256-
5265.

Pielhop, T., Amgarten, J., Rohr, P. R., and Studer, M. H. 2016. Steam explosion
pretreatment of softwood: the effect of the explosive decompression on enzymatic
digestibility. Biotechnol. Biofuels. 9:152.

Pirwitz, K., Rihko-Struckmann, L., ve Sundmacher, K. 2016. Valorization of the aqueous

phase obtained from hydrothermally treated Dunaliella salina remnant biomass.
Bioresource Technology, 219, 64-71.

127



Plaza, P. E., Coca, M., Lucas Yagiie, S., Fernandez-Delgado, M., Lépez-Linares, J. C.,
ve Garcia-Cubero, M. T. 2021. Exploring the use of high solid loadings in
enzymatic hydrolysis to improve biobutanol production from brewers' spent
grains. The Canadian Journal of Chemical Engineering, 99(12), 2607-2618.

Potts, T., Du, J., Paul, M., May, P., Beitle, R., ve Hestekin, J. 2012. The production of
butanol from Jamaica bay macro algae. Environmental Progress ve Sustainable
Energy, 31(1), 29-36.

Procentese, A., Raganati, F., Olivieri, G., Russo, M. E., ve Marzocchella, A. 2017. Pre-
treatment and enzymatic hydrolysis of lettuce residues as feedstock for bio-
butanol production. Biomass and bioenergy, 96, 172-179.

Pu, Y., Zhang, D., Singh, P. M., ve Ragauskas, A. J. 2008. The new forestry biofuels
sector. Biofuels, Bioproducts and Biorefining: Innovation for a sustainable
economy, 2(1), 58-73.

Pugazhendhi, A., Mathimani, T., Varjani, S., Rene, E. R., Kumar, G., Kim, S. H., ... ve
Yoon, J. J. 2019. Biobutanol as a promising liquid fuel for the future-recent
updates and perspectives. Fuel, 253, 637-646.

Qi, F., Shen, P., Hu, R., Xue, T., Jiang, X., Qin, L., ... ve Huang, J. 2020. Carotenoids and
lipid production from Rhodosporidium toruloides cultured in tea waste
hydrolysate. Biotechnology for biofuels, 13(1), 1-12.

Qi, G., Huang, D., Wang, J., Shen, Y., ve Gao, X. 2019. Enhanced butanol production
from ammonium sulfite pretreated wheat straw by separate hydrolysis and
fermentation and simultaneous saccharification and fermentation. Sustain. Energy
Technol. Assessments 36, 100549.

Qureshi, N. ve Blaschek, H. P. 1999. Butanol recovery from model solution/fermentation
broth by pervaporation: evaluation of membrane performance. Biomass and
Bioenergy, 17(2), 175-184.

Raganati, F., Procentese, A., Olivieri, G., G6tz, P., Salatino, P., ve Marzocchella, A. 2015.
Kinetic study of butanol production from various sugars by Clostridium
acetobutylicum using a dynamic model. Biochemical engineering journal, 99,
156-166.

Rajagopalan, G. 2016. Effect of nitrogen salts on butanol and hydrogen production from
xylan by using Clostridium strain BOH3. J Appl Biotechnol Bioeng, 1(2), 44-51.

Rajan, K., ve Carrier, D. J. 2014. Effect of dilute acid pretreatment conditions and

washing on the production of inhibitors and on recovery of sugars during wheat
straw enzymatic hydrolysis. Biomass and Bioenergy, 62, 222-227.

128



Ranjan, A., ve Moholkar, V. S. 2012. Biobutanol: science, engineering, and economics.
International Journal of Energy Research, 36(3), 277-323.

Rao, A., Sathiavelu, A., ve Mythili, S. 2016. Genetic engineering in biobutanol
production and tolerance. Brazilian Archives of Biology and Technology, 59.

Razali, N., Salit, M. S., Jawaid, M., Ishak, M. R., ve Lazim, Y. 2015. A study on chemical
composition, physical, tensile, morphological, and thermal properties of roselle
fibre: Effect of fibre maturity. BioResources, 10(1), 1803-1824.

Restiawaty, E., ve Grinanda, D. 2017, July. Ferrous ion and medium composition effects
on acidogenic phase in biobutanol production from molasses. In Journal of
Physics: Conference Series (Vol. 877, No. 1, p. 012072). IOP Publishing.

Richter, H., Molitor, B., Wei, H., Chen, W., Aristilde, L., ve Angenent, L. T. 2016.
Ethanol production in syngas-fermenting Clostridium ljungdahlii is controlled by
thermodynamics rather than by enzyme expression. Energy & Environmental
Science, 9(7), 2392-2399.

Rochon, E., Ferrari, M. D., ve Lareo, C. 2018. Process energy evaluation of fuel butanol
production from sugar cane—sweet sorghum juices by Acetone—Butanol-Ethanol
fermentation associated with a gas stripping system. Energy ve Fuels, 32(9), 9470-
9477.

Rodionova, M. V., Bozieva, A. M., Zharmukhamedov, S. K., Leong, Y. K., Lan, J. C.
W., Veziroglu, A., ... ve Allakhverdiev, S. I. (2022). A comprehensive review on
lignocellulosic biomass biorefinery for sustainable biofuel production.
International Journal of Hydrogen Energy, 47(3), 1481-1498.

Rooni, V., Raud, M., ve Kikas, T. 2017. The freezing pre-treatment of lignocellulosic
material: a cheap alternative for Nordic countries. Energy, 139, 1-7.

Rouches, E., Herpoél-Gimbert, I., Steyer, J. P., ve Carrere, H. 2016. Improvement of
anaerobic degradation by white-rot fungi pretreatment of lignocellulosic biomass:
a review. Renewable and Sustainable Energy Reviews, 59, 179-198.

Ruberto, G., Renda, A., Amico, V., ve Tringali, C. 2008. Volatile components of grape
pomaces from different cultivars of Sicilian Vitis vinifera L. Bioresource
technology, 99(2), 260-268.

Sakuragi, H., Kuroda, K., ve Ueda, M. 2011. Molecular breeding of advanced
microorganisms for biofuel production. Journal of Biomedicine and
Biotechnology, 2011, 1-11.

Salapa, 1., Katsimpouras, C., Topakas, E., ve Sidiras, D. 2017. Organosolv pretreatment

of wheat straw for efficient ethanol production using various solvents. Biomass
and Bioenergy, 100, 10-16.

129



Salehi Jouzani, G., ve Taherzadeh, M. J. 2015. Advances in consolidated bioprocessing
systems for bioethanol and butanol production from biomass: a comprehensive
review. Biofuel Research Journal, 2(1), 152-195.

Sanguanchaipaiwong, V., & Leksawasdi, N. (2018). Butanol production by Clostridium
beijerinckii from pineapple waste juice. Energy Procedia, 153, 231-236.

Sankaran, R., Cruz, R. A. P., Pakalapati, H., Show, P. L., Ling, T. C., Chen, W. H., ve
Tao, Y. 2020. Recent advances in the pretreatment of microalgal and
lignocellulosic biomass: A comprehensive review. Bioresource technology, 298,
122476.

Seifollahi, M., ve Amiri, H. 2018. Phosphoric acid-acetone process for cleaner production
of acetone, butanol, and ethanol from waste cotton fibers. Journal of Cleaner
Production, 193, 459-470.

Seifollahi, M., ve Amiri, H. 2020. Enhanced production of cellulosic butanol by
simultaneous co-saccharification and fermentation of water-soluble cellulose
oligomers obtained by chemical hydrolysis. Fuel, 263, 116759.

Sen, B., Chou, Y. P., Wu, S. Y., ve Liu, C. M. 2016. Pretreatment conditions of rice straw
for simultaneous hydrogen and ethanol fermentation by mixed -culture.
international journal of hydrogen energy, 41(7), 4421-4428.

Shafizadeh, F., ve Bradbury, A. G. W. 1979. Thermal degradation of cellulose in air and
nitrogen at low temperatures. Journal of applied polymer science, 23(5), 1431-
1442.

Sharma, A., Vivekanand, V., ve Singh, R. P. 2008. Solid-state fermentation for gluconic
acid production from sugarcane molasses by Aspergillus niger ARNU-4
employing tea waste as the novel solid support. Bioresource technology, 99(9),
3444-3450.

Sharma, H. K., Xu, C., ve Qin, W. 2019. Biological pretreatment of lignocellulosic
biomass for biofuels and bioproducts: an overview. Waste and Biomass
Valorization, 10, 235-251.

Sharma, Y. C., ve Singh, B. 2009. Development of biodiesel: current scenario. Renewable
and Sustainable Energy Reviews, 13(6-7), 1646-1651.

Shi, S., Si, T., Liu, Z., Zhang, H., Ang, E. L., ve Zhao, H. 2016. Metabolic engineering
of a synergistic pathway for n-butanol production in Saccharomyces cerevisiae.
Scientific reports, 6(1), 25675.

Shirkavand, E., Baroutian, S., Gapes, D. J., ve Young, B. R. 2016. Combination of fungal

and physicochemical processes for lignocellulosic biomass pretreatment-a
review. Renewable and Sustainable Energy Reviews, 54, 217-234.

130



Singh, A. K., Tiwari, R., Singh, V. K., Singh, P., Khadim, S. R., Singh, U., ... ve Asthana,
R. K. 2019. Green synthesis of gold nanoparticles from Dunaliella salina, its
characterization and in vitro anticancer activity on breast cancer cell line. Journal
of Drug Delivery Science and Technology, 51, 164-176.

Singh, L., ve Kalia, V. C. (Eds.). 2017. Waste biomass management-A holistic approach.
Springer International Publishing, 392, Switzerland.

Siwale, L., Kristof, L., Adam, T., Bereczky, A., Mbarawa, M., Penninger, A., ve
Kolesnikov, A. 2013. Combustion and emission characteristics of n-butanol/diesel
fuel blend in a turbo-charged compression ignition engine. Fuel, 107, 409-418.

Smiechowska, M., ve Dmowski, P. 2006. Crude fibre as a parameter in the quality
evaluation of tea. Food chemistry, 94(3), 366-368.

Sohrabi, D., Jazini, M. H., ve Shariati, M. 2019. Mixotrophic cultivation of Dunaliella
salina on crude glycerol obtained from calcinated fatty acid production process.
Russian Journal of Marine Biology, 45, 470-480.

Srirangan, K., Akawi, L., Moo-Young, M., ve Chou, C. P. 2012. Towards sustainable
production of clean energy carriers from biomass resources. Applied energy, 100,
172-186.

Sui, Y., ve Harvey, P. J. 2021. Effect of light intensity and wavelength on biomass growth
and protein and amino acid composition of Dunaliella salina. Foods, 10(5), 1018.

Sui, Y., ve Vlaeminck, S. E. 2019. Effects of salinity, pH and growth phase on the protein
productivity by Dunaliella salina. Journal of Chemical Technology ve
Biotechnology, 94(4), 1032-1040.

Sui, Y., Muys, M., Vermeir, P., D'Adamo, S., ve Vlaeminck, S. E. 2019. Light regime
and growth phase affect the microalgal production of protein quantity and quality
with Dunaliella salina. Bioresource Technology, 275, 145-152.

Sun, X., Atiyeh, H. K., Adesanya, Y., Okonkwo, C., Zhang, H., Huhnke, R. L., ve Ezeji,
T. 2020. Feasibility of using biochar as buffer and mineral nutrients replacement
for acetone-butanol-ethanol production from non-detoxified switchgrass
hydrolysate. Bioresource technology, 298, 122569.

Taherzadeh, M. J., ve Karimi, K. 2007. Enzymatic-based hydrolysis processes for ethanol
from lignocellulosic materials: A review. BioResources, 2(4), 707-738.

Tangney, M. ve Mitchell, W. J. 2000. Analysis of a catabolic operon for sucrose transport

and metabolism in Clostridium acetobutylicum ATCC 824. Journal of molecular
microbiology and biotechnology, 2(1), 71-80.

131



Tokuyama, K., Toya, Y., Matsuda, F., Cress, B. F., Koffas, M. A., ve Shimizu, H. 2019.
Magnesium starvation improves production of malonyl-CoA-derived metabolites
in Escherichia coli. Metabolic engineering, 52, 215-223.

Tomas-Pejo, E., Oliva, J. M., Ballesteros, M., ve Olsson, L. 2008. Comparison of SHF
and SSF processes from steam-exploded wheat straw for ethanol production by
xylose-fermenting and robust glucose-fermenting Saccharomyces cerevisiae
strains. Biotechnology and bioengineering, 100(6), 1122-1131.

Tozsin, G. 2016. Inhibition of acid mine drainage and immobilization of heavy metals
from copper flotation tailings using a marble cutting waste. International Journal
of Minerals, Metallurgy, and Materials, 23, 1-6.

Travaini, R., Marangon-Jardim, C., Colodette, J. L., Morales-Otero, M., ve Bolado-
Rodriguez, S. 2015. Ozonolysis. In: Pretreatment of Biomass:Processes and
Technologies. Elsevier, 105-135.

Trincone, A. 2018. Update on marine carbohydrate hydrolyzing enzymes:
biotechnological applications. Molecules, 23(4), 901.

Ujor, V., Okonkwo, C., ve Ezeji, T. C. 2016. Unorthodox methods for enhancing solvent
production in solventogenic Clostridium species. Applied microbiology and
biotechnology, 100, 1089-1099.

Um, B. H, ve Kim, Y. S. 2009. A chance for Korea to advance algal-biodiesel
technology. Journal of Industrial and Engineering Chemistry, 15(1), 1-7.

Uyttebroek, M., Van Hecke, W., ve Vanbroekhoven, K. 2015. Sustainability metrics of
1-butanol. Catalysis Today, 239, 7-10.

Valles, A., Alvarez-Hornos, F. J., Martinez-Soria, V., Marzal, P., ve Gabaldon, C. 2020.
Comparison of simultaneous saccharification and fermentation and separate
hydrolysis and fermentation processes for butanol production from rice straw.
Fuel, 282, 118831.

Van der Wal, H., Sperber, B. L., Houweling-Tan, B., Bakker, R. R., Brandenburg, W., ve
Lopez-Contreras, A. M. 2013. Production of acetone, butanol, and ethanol from
biomass of the green seaweed Ulva lactuca. Bioresource technology, 128, 431-
437.

Varelas, V., ve Langton, M. 2017. Forest biomass waste as a potential innovative source
for rearing edible insects for food and feed—A review. Innovative Food Science
ve Emerging Technologies, 41, 193-205.

Ventura, J. S., Escobar, E. C., ve Jahng, D. 2016. Bio-butanol Production by Clostridium

saccharoperbutylacetonicum N1-4 Using Selected Species of Brown and Red
Macroalgae. Iranian (Iranica) Journal of Energy ve Environment, 7(4), 325-333.

132



Veza, |., Said, M. F. M., ve Latiff, Z. A. 2021. Recent advances in butanol production by
acetone-butanol-ethanol (ABE) fermentation. Biomass and Bioenergy, 144,
1059109.

Virunanon, C. Chantaroopamai, S. Denduangbaripant, J. ve Chulalaksananukul, W. 2008.
Solventogenic-cellulolytic clostridia from 4-step-screening process in agricultural
waste and cow intestinal tract. Anaerobe, 14(2), 109-117.

Visioli, L. J., Enzweiler, H., Kuhn, R. C., Schwaab, M., ve Mazutti, M. A. 2014. Recent
advances on biobutanol production. Sustainable chemical processes, 2(1), 1-9.

Wang, Y., Guo, W. Q., Chang, J. S., ve Ren, N. Q. 2014. Butanol Production Using
Carbohydrate-Enriched Chlorella vulgari s as Feedstock. Advanced Materials
Research, 830, 122-125.

Wang, Y., Guo, W., Cheng, C. L., Ho, S. H., Chang, J. S., ve Ren, N. 2016. Enhancing
bio-butanol production from biomass of Chlorella vulgaris JSC-6 with sequential
alkali pretreatment and acid hydrolysis. Bioresource technology, 200, 557-564.

Wang, Y., Ho, S. H., Cheng, C. L., Nagarajan, D., Guo, W. Q., Lin, C., ... ve Chang, J. S.
2017b. Nutrients and COD removal of swine wastewater with an isolated
microalgal strain Neochloris aquatica CL-M1 accumulating high carbohydrate
content used for biobutanol production. Bioresource technology, 242, 7-14.

Wang, Y., Ho, S. H., Yen, H. W., Nagarajan, D., Ren, N. Q., Li, S., ... ve Chang, J. S.
2017a. Current advances on fermentative biobutanol production using third
generation feedstock. Biotechnology advances, 35(8), 1049-1059.

Wen, Z., Ledesma-Amaro, R., Lin, J., Jiang, Y., ve Yang, S. 2019. Improved n-butanol
production from Clostridium cellulovorans by integrated metabolic and
evolutionary engineering. Applied and environmental microbiology, 85(7),
e02560-18.

Wu, H., Wang, C., Chen, P, He, A. Y., Xing, F. X., Kong, X. P., ve Jiang, M. 2017.
Effects of pH and ferrous iron on the coproduction of butanol and hydrogen by
Clostridium beijerinckii 1B4. International Journal of Hydrogen Energy, 42(10),
6547-6555.

Wu, Y. D., Xue, C., Chen, L. J., ve Bai, F. W. 2013. Effect of zinc supplementation on
acetone—butanol—ethanol fermentation by Clostridium acetobutylicum. Journal of
biotechnology, 165(1), 18-21.

Wu, Y. D., Xue, C., Chen, L. J., Yuan, W. J., ve Bai, F. W. 2016. Improvements of

metabolites tolerance in Clostridium acetobutylicum by micronutrient zinc
supplementation. Biotechnology and bioprocess engineering, 21, 60-67.

133



Xin, F., Dong, W., Zhang, W., Ma, J. ve Jiang, M. 2019. Biobutanol production from
crystalline cellulose through consolidated bioprocessing. Trends in
biotechnology, 37(2), 167-180.

Xu, H., Miao, X., ve Wu, Q. 2006. High quality biodiesel production from a microalga
Chlorella protothecoides by heterotrophic growth in fermenters. Journal of
biotechnology, 126(4), 499-507.

Xue, C., Zhao, J., Chen, L., Yang, S. T. ve Bai, F. 2017. Recent advances and state-of-
the-art strategies in strain and process engineering for biobutanol production by
Clostridium acetobutylicum. Biotechnology advances, 35(2), 310-322.

Yagmur, E., Ozmak, M., ve Aktas, Z. 2008. A novel method for production of activated
carbon from waste tea by chemical activation with microwave energy. Fuel,
87(15-16), 3278-3285.

Yazdani, S. S. ve Gonzalez, R. 2007. Anaerobic fermentation of glycerol: a path to
economic viability for the biofuels industry. Current opinion in biotechnology,
18(3), 213-219.

Yen, H. W.,, Li, R. J., ve Ma, T. W. 2011. The development process for a continuous
acetone-butanol-ethanol (ABE) fermentation by immobilized Clostridium
acetobutylicum. Journal of the Taiwan Institute of Chemical Engineers, 42(6),
902-907.

Yeong, T. K., Jiao, K., Zeng, X., Lin, L., Pan, S., ve Danquah, M. K. 2018. Microalgae
for biobutanol production-Technology evaluation and value proposition. Algal
research, 31, 367-376.

York, R., ve Bell, S. E. 2019. Energy transitions or additions?: Why a transition from
fossil fuels requires more than the growth of renewable energy. Energy Research
ve Social Science, 51, 40-43.

Yuan, X., Wen, B., Ma, X., Zhu, W., Wang, X., Chen, S., ve Cui, Z. 2014. Enhancing the
anaerobic digestion of lignocellulose of municipal solid waste using a microbial
pretreatment method. Bioresource technology, 154, 1-9.

Zavrel, M., Bross, D., Funke, M., Biichs, J., ve Spiess, A. C. 2009. High-throughput
screening for ionic liquids dissolving (ligno-) cellulose. Bioresource technology,
100(9), 2580-2587.

Zetty-Arenas, A. M., Alves, R. F., Portela, C. A. F., Mariano, A. P., Basso, T. O., Tovar,
L. P, ... ve Freitas, S. 2019. Towards enhanced n-butanol production from
sugarcane bagasse hemicellulosic hydrolysate: Strain screening, and the effects of
sugar concentration and butanol tolerance. Biomass and Bioenergy, 126, 190-198.

134



Zhang, J. Yu, L. Xu, M. Yang, S. T. Yan, Q. Lin, M. ve Tang, I. C. 2017. Metabolic
engineering of Clostridium tyrobutyricum for n-butanol production from
sugarcane juice. Applied microbiology and biotechnology, 101(10), 4327-4337.

Zhang, J., ve Jia, B. 2018. Enhanced butanol production using Clostridium beijerinckii
SE-2 from the waste of corn processing. Biomass and Bioenergy, 115, 260-266.

Zhang, Z. 2021. Waste pretreatment technologies for hydrogen production. In Waste to
Renewable Biohydrogen (pp. 109-122). Academic Press.

Zhen, X., Wang, Y., ve Liu, D. 2020. Bio-butanol as a new generation of clean alternative
fuel for SI (spark ignition) and CI (compression ignition) engines. Renewable
Energy, 147, 2494-2521.

Zhou, Z. Y., Yang, S. T., Moore, C. D., Zhang, Q. H., Peng, S. Y., ve Li, H. G. 2020.
Acetone, butanol, and ethanol production from puerariae slag hydrolysate through
ultrasound-assisted dilute acid by Clostridium beijerinckii YBS3. Bioresource
Technology, 316, 123899.

Zuorro, A., ve Lavecchia, R. 2010. Adsorption of Pb (Il) on spent leaves of green and
black tea. American Journal of Applied Sciences, 7(2), 153-159.

135





