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Biyoetanol; fosil bazli, yenilenemeyen yakitlara siirdiiriilebilir ve cevre dostu bir
alternatiftir. Ancak farkli seker kaynaklarim1 fermente edebilen mikroorganizmalarin
bulunmayisi lignoseliilozik etanol iiretimi i¢in sorun teskil etmektedir. Bu baglamda,
mevcut calisma, ilk kez ko-fermantasyon stratejisi uygulayarak endiistriyel cay
atiklarindan biyoetanol iiretimini optimize etmeyi amaglamistir. Bu amacla, yeni izole
edilen ksiloz fermenter Candida boidinii ve Saccharomyces cerevisiae, %20 (w/v)
seyreltik asit ile On-isleme tabi tutulmus ve enzimatik olarak hidrolize edilmis
endiistriyel ¢ay atig1 icinde ayr1 ayr1 ve birlikte fermantasyona tabi tutulmustur. Mayalar
tek basina kullanildiginda C. boidinii ve S. cerevisiae sirasiyla 12.1 g/L ve 14.1 g/L
biyoetanol iiretimi gergeklestirmistir. Ayn1 kosullar altinda ko-fermantasyon stratejisi
ile %25 S. cerevisiae-%75 C. boidinii inokiilasyon orani uygulandiginda ise % 70’lik
bir iyilesme saglanmig ve biyoetanol iretimi 21.9 g/L’ye yiikselmistir. Ayrica bu
optimum kosullarda, Ypss, teorik verim ve Q, degerleri 48 saat sonunda sirastyla 0.44
g/g, %78.7 ve 0.45 g/L.s olarak belirlenmistir. Bu calisma, endiistriyel cay atiklarinin
ko-fermantasyonunun katma degerli biyoetanol iiretimi i¢in ekonomik olarak umut vaat
ettigini gdstermektedir.
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ABSTRACT

Master Thesis

BIOETHANOL PRODUCTION FROM INDUSTRIAL TEA WASTE
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Bioethanol is a promising alternative to non-renewable fuels because of its
sustainability and eco-friendly properties. However, lignocellulosic bioethanol has some
major drawbacks such as lack of the microorganisms have wide substrate spectrum. In
this sense, the purpose of the study was to produce bioethanol from industrial tea waste
with co-fermentation of Saccharomyces cerevisiae, and Candida boidinii for the first
time. In this context, a novel pentose fermenter isolate of C.boidinii, and S.cerevisiae
produced 12.1g/L and 14.1g/L bioethanol, respectively when the microorganisms were
used seperately in 20 % (w / v) enzymatically hydrolyzed industrial tea waste. However
the same amount increased by 70% and reached to 21.9 g/L during co-fermentation with
25% S. cerevisae-75% C. boidinii inoculation ratio. In addition, at optimized conditions,
Yess, teoritical yield and Q, values were determined as 0.44 g/g, %78.7 and 0.45 g/L.h
at the end of 48 h, respectively. This work depicts the importance of industrial tea waste
co-fermentation as a cost effective approach for second generation bioethanol
production.

November 2022, 70 pages
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1. GIRIS

Gelisen teknoloji ve artan niifus ile birlikte ihtiya¢ duyulan enerji miktar1 da buna bagl
olarak artmaktadir. Kullanilmakta olan fosil yakitlar sinirli oldugu ve yanmalari sonucu
olusan zararli gazlarla ¢evreye zarar verdidi icin riizgar enerjisi, jeotermal enerji,
hidrojen enerjisi, biyokiitle enerjisi gibi alternatif ve yenilenebilir kaynaklardan enerji
tiretmek adina cesitli ¢aligmalarin yapilmasi biiylik 6nem arz etmektedir (Bull 2001,
Marousek ve Marouskova 2021). Potansiyellerine ragmen, riizgar ve giines enerjisinin
yiiksek maliyet, diisiik verimlilik veya iklim degisikliklerine kars1 duyarlilik gibi bazi
onemli dezavantajlar1 bulunmaktadir (Panwar vd. 2011). Bununla birlikte, biyokiitle
bazli enerji iiretimi, hammaddelerin bol bulunmasi, genis cografi dagilimlart ve diisiik
maliyetleri g6z Oniine alindiginda umut verici bir potansiyele sahiptir (Kliestik vd.
2020; Valaskova vd. 2020). Biyokiitle bazli yenilenebilir enerji kaynaklari arasinda
biyoetanol, iizerinde en ¢ok ¢alisma yapilan ve endiistriyel anlamda en ¢ok {iretilen
molekiildiir. Ek olarak, etanol kullanim1 CO ve NOy kirleticilerin fosil yakitlara kiyasla
daha diisiik konsantrasyonda yayilmasina neden olur ve igten patlamali motorlarda
kullanildiginda CO; ve sera gazi emisyonlarini %94'e kadar azaltabilir (Schmer vd.
2008; Amaya-Delgado vd. 2018). Sayilan sebeplerden otiirii, ¢esitli biyoyakitlar
arasinda biyoetanol, en yiiksek iliretim kapasitesine sahip olup, lizerinde en yogun
calisilan yenilenebilen enerji kaynaklarindandir (Mardoyan ve Braun 2015). Ayni
zamanda HEAL’in 2018 yilindaki raporunda belirttigi iizere; Tiirkiye, Avrupa’da hava
kirliligine bagli erken Olim oranlarinin en yiiksek oldugu iilke olarak karsimiza
cikmaktadir. Oksijenin azalmasi, kiiresel 1sinma, asit yagmurlari, iklim degisiklikleri,
havadaki zararl partikiiller nedeniyle solunum yolu hastaliklar1 gibi bir¢ok olumsuz
duruma neden olmaktadir. Tiim bu olumsuz etkiler goz Oniinde bulunduruldugunda
yenilenebilir enerji konusunda yeni aragtirmalar yapilmasi ve uygulamaya gegirilmesi

biiyiik ehemmiyete sahiptir (Health and Environment Alliance 2018).

Yenilenemeyen enerji ¢esitleri, diisiik maliyete ve yiiksek verime sahip olduklari i¢in,
iilkelerin jeopolitik Onemi acisindan avantaj saglamaktadir. Fakat bu sinirli enerji
kaynaklart uzun vadede ekoloji ve insan saglig1 iizerinde kalic1 hasarlar yaratmakta ve

bu kaynaklara sahip olmayan iilkeler acisindan ithalat ihtiyacindan dolay1 disa



bagimlilik yaratmaktadir. Tiirkiye fosil yakat iiretimi agisindan kayda deger bir kaynaga
sahip olmadigi i¢in bu konuda neredeyse tamamen disa bagimlidir (Bekar 2020). Bu
anlamda yerli ve yenilenebilir enerji kaynaklar1 enerji konusundaki disa
bagimliligimizin azaltilmasi adina umut vaad etmektedir. Bunun igin tilkemizde de bu
konu kapsaminda cesitli hedefler belirlenmistir. Ornegin, ortaya ¢ikan tarmm atiklarmin
iilke ekonomisine kazandirilabilmesi i¢in yenilenebilir enerji iiretimi ve kalkinma
planlar1 bulunmaktadir. Onbirinci Kalkinma Plan1 (2019-2023)’nin “407.6. maddesinde
“Ekonomik omriinii tamamlamis ve verimliligi azalmis ¢ay ve findik gibi uzun omiirlii
ve katma degeri yliksek bitkisel tirtinlerin verimliligini artirmak iizere ekim alanlarinin
yenilenmesi desteklenecektir.” seklinde belirtilmistir. Buna gore bu tez ¢alismasi ile
petrol ithalatinin ve buna baglh olarak disa bagimliligimizin azaltilmasina bilimsel

anlamda katkida bulunulmasi1 amag¢lanmaktadir.

Cay (Camellia sinensis (L.) Kuntze), Diinya ¢apinda en ¢ok tiiketilen igeceklerden
biridir ve bu nedenle her yil milyonlarca ton ¢ay ve endiistriyel ¢ay atigt (ECA)
tiretilmektedir (Yan vd. 2021). Cinliler, 3.000 yildan uzun bir zamandir antikanserojen,
antioksidan, lipid metabolizmas1 diizenleyici 6zellikleri gibi saglik yararlar1 ve essiz
aromas1 nedeniyle cay tiretmekte ve tiikketmektedirler (Yan vd. 2020). Cay, iilkemizde
bol miktarda iiretilen bir bitki olmasi nedeniyle bununla dogru orantili olarak c¢ay
atiklar1 da iilkemizde bol miktarda bulunmaktadir. Karadeniz Bolgesi’nde bulunan ¢ay
fabrikalarinda her y1l yaklasik olarak 40.000 ton ¢ay atig1 ortaya ¢ikmaktadir. Bu miktar
yanlis yapilan hasatlarla birlikte daha da artig gostermektedir. Degerli bir lignoseliilozik
hammadde kaynagi olarak cay atiklar1 degerlendirilmeden cevreye atilarak ¢iirlimeye
birakilmast veya c¢opliikklere bosaltilmasi nedeniyle biiylik bir cevresel kirlilik
yaratmakta ve biyolojik bir yiik olusturmaktadir (Usta 2015). FAO 2018 yil1 verilerine
gore; Diinya kuru cay iiretiminde Tirkiye 270.000 ton ile 6. sirada, Diinya ¢ay tarim
alanlar1 siralamasinda ise 84.000 hektar alan ile 7. siradadir (FAO 2018). TUIK 2019
verilerine gore ise cay yetistirilmeye ayirilan 822.470 dekar alandan, 1.450.000 ton yas
cay yaprag: iiretimi gergeklestirilmistir (Tiirkiye Istatistik Kurumu 2022). 3.2 kg’lik
yillik kisi bagina tiiketilen ¢cay miktari ile de Tiirkiye, Diinya siralamasinda birinci sirada

yer almaktadir (CAYKUR 2019).



Endiistriyel ¢ay atiklari, toplama sirasinda olusan c¢ay yapraklarindaki saplardan ve cay
yapraklari islendikten sonra bosaltilan kalintidan olusmaktadir. Cay atiklari, toplam yas
cay agirligin %20’sini meydana getirmektedir. Cay atigi; selilloz, hemiseliiloz, lignin,
tein, polifenoller, saponinler, pektin, amino asitler, vitaminler ve pigmentler agisindan

oldukga zengindir (Gao ve Ogata 2020).

Biyoetanol iiretim siirecinde biyokiitlenin etkin kullanimi i¢in farkli metabolik
Ozelliklere sahip yeni mayalarin tanimlanmasi biiyiik 6nem arz etmektedir. Yeni maya
izolatlari, ormanlar gibi dogal ¢lirime ortamlarindan, endiistriyel atiklardan ya da farkli
cevrelerden izole edilebilmektedir (Valdes vd. 2020). Izole edilen mayalarm, sahip
olduklar1 farklt metabolik yolaklar ile hammaddenin etkin tiiketiminin yani sira
sentezledikleri farkli hidrolitik enzimler ile de enzimatik hidroliz basamagindaki ticari
enzim gereksiniminin azaltilabilecegi ya da tamamen bertaraf edilebilecegi veya farkli
sekerlerden etanol iiretilebilecegi yapilan arastirmalar dogrultusunda ongoriilmektedir
(Mihajlovski vd. 2020). Ko-fermantasyon yontemi; ayni besiyerinde farkli metabolik
yolaklar1 kullanan, farkli mayalar tercih edilerek, glukoz ve ksiloz gibi farkli sekerlerin
es zamanli fermantasyonunu miimkiin kilmaktadir (Wang vd. 2020). Ko-fermantasyon
sayesinde karisik sekerler verimli bir sekilde kullanilarak, iirlin miktarinda artis
saglanmaktadir (Wirawan vd. 2020). Bu nedenlerden dolay1 yapilan tez ¢alismasinda

yerel yeni maya izolatlar1 kullanilmistir.

Saccharomyces cerevisiae, biyoetanol iretimi i¢in halen birincil mikroorganizma
olmasina ragmen en biiylik dezavantaji, fermantasyon i¢in ksiloz gibi pentoz sekerlerini
kullanamamasidir. Ko-fermantasyon stratejisi ile heksoz ve pentoz fermenter mayalar
birlestirildiginden, bu yaklasim uygun maliyetli biyoetanol {iretimi icin yararh
yontemlerden biridir ve genel biyoetanol iiretim verimini arttirmaktadir (Raina vd.

2020).

Candida boidinii, Ascomycota subesine aittir ve toprak, deniz suyu veya seker igeren
driinler gibi cesitli ortamlardan izole edilebilmektedir. Genom biiyiikliigii 5900 protein
kodlayan gen ile 19.000.000 bp civarindadir. C. boidinii tiirlerinin GC igerigi %30.9 ile
%32.7 arasinda degismektedir (Camiolo vd. 2017). Tiiriin morfolojisi, 2-4x4-20 um ile



uzun oval ya da silindirik sekildedir. Hiicreler tek, c¢ift veya zincirler halinde
bulunabilmektedir. Pelikiil olusumu da gézlemlenebilmektedir (Kurtzman vd. 2011). Bu
tiirlerin pentoz sekerlerini kullanabilmesi bir diger avantajlaridir. Hem pentoz hem de
heksoz sekerlerini kullanabilen mikroorganizmalarin olmamasi, ticari 6l¢ekte ikinci
nesil etanol ic¢in ciddi bir darbogaz olusturmaktadir. Bu nedenle, mevcut tez
calismasinin temel amaci, S. cerevisiae ve C. boidinii mayalarinin ko-fermantasyonu ile

ECA'den biyoetanol iiretimini artirmaktir.

Lignoseliilozik sekerlerin daha verimli kullanilmasi icin yeni izole edilen pentoz ve
heksoz fermenter C. boidinii ve heksoz fermenter S. cerevisiae farkli inokiiliim oranlari
ile birlikte kullanilmigtir. Bu amagla, ECA'dan seker verimini maksimize etmek igin
alkali hidrojen peroksit (AHP) ve seyreltik asit/otoklav gibi yaygin 6n-islem teknikleri

karsilastirilmistir.

Tez calismasinda endiistriyel ¢ay atiklari kullanilarak, yerel maya izolatlarindan etkin
bir sekilde biyoetanol iiretimi gerceklestirilmistir. Bu mayalarin, endiistriyel cay
atiklarindan biyoetanol {iretimine iliskin herhangi bir calisma olmamasi kullanilacak

mikroorganizmalarin 6zgilinliigiinii ortaya koymaktadir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Biyoetanoliin Genel Ozellikleri

Etanol; yiyecek ve igecek, saglik, farmakoloji ve enerji gibi bir¢ok alanda uzun yillardir
kullanilmaktadir. Petrole alternatif bir yakit kaynagi olusturmasinin yani sira halen
yasanmakta olan COVID-19 pandemisi siirecinde ve sonrasinda ihtiya¢ duyulan
dezenfeksiyon malzemesi olarak da kullanim potansiyeline sahiptir. Ekonomik olarak
diisiik maliyete sahip cesitli attk maddelerden (evsel, zirai, tarimsal, ormancilik ve
mikrobiyel hiicreler gibi) elde edilmesi, diisiik karbon emisyonuna sahip olmasi, ¢evre
dostu, yenilenebilir ve siirdiiriilebilir bir yakit olmas1 gibi avantajlarindan dolay: tercih
edilmektedir. Etanol mevcut diinya pazarindaki en popiiler alkollii biyoyakittir. Henry

Ford etanol icin “gelecegin yakit1” olarak adlandirmistir (Vohra vd. 2014).

Etanol, petrokimya endiistrisinde yaygin olarak etilenin hidrolizi sonucu elde edilen ve
birgok uygulama alanina sahip bir alkoldiir. Bu alkol, biyolojik organik fermantasyonu
yoluyla tretildiginde ise biyoetanol olarak isimlendirilebilir. Bu nedenle etanol ve
biyoetanol kimyasal olarak 6zdes (C;HsOH) olmasmma ragmen karbon atomlarinin

izotopik bilesimindeki tek farklilik kokenlerinden kaynaklanmaktadir (Mayorga 2021).

Etanoliin kimyasal formiilii C, Hs OH olan etanoliin molekiil agirligi 46.07 g/mol,
yogunlugu 0.789 g/mL, kaynama noktasi 78.5 °C, donma noktas1 -114.1 °C’dir
(Adigiizel 2013). Aymi zamanda etanol benzinle belirli oranlarda harmanlanarak
kullanilan alternatif bir yakittir. Icten yanmali motorlara herhangi bir modifikasyon
ihtiya¢ duyulmadan %10 miktarinda harmanlanarak kullanilabilir. Biyoetanoliin en
yaygin kullanim sekli; E-10 (%10 Biyoetanol+%90 Benzin) ve E-85 (%85
Biyoetanol+%15 Benzin)’dir (Baeyans vd. 2015).

Biyoetanol; hammaddesi seker pancari, seker kamisi, misir, bugday ve saman gibi
tarimsal atiklar olan seker, nisasta ve seliiloz igerikli tarimsal iiriinlerin fermantasyonu

ile elde edilen renksiz, ugucu ve yanict bir stvidir (Marlair vd. 2009).



Etanol (etil alkol, biyoetanol), hem yakit hem de benzin katkilamasi olarak en ¢ok
kullanilan s1v1 biyoyakaittir. Etanoliin sahip oldugu yiiksek oksijen igerigi nedeniyle daha
az miktarda katki maddesi gerektirir (Sanchez ve Cardona 2008). Benzinin oksijen
igerigini artirmak i¢in oksijenli bir yakit olan etanol kullanabilmektedir. Bu sayede ¢ok
daha iyi hidrokarbon oksidasyonunun gergeklestirilmesinin yani sira sera gazlariin da

azaltilmasina katki saglanmaktadir (Mood vd. 2013).

Biyoetanoliin bir¢ok avantajinin yaninda bazi dezavantajlari da bulunmaktadir.
Biyoetanol suda ¢oziinebildigi i¢cin yakit enjektorii ve elektrikli yakit pompasi gibi
motor bilesenleri lizerinde korozif bir etkiye sebep olabilmektedir. Higroskopik bir
yaptya sahip olmasi sebebiyle ¢evreden daha fazla su ¢ekmektedir. Buharlasmasi zor
olan saf etanol motora dogrudan yakit olarak verildiginde, soguk havalarda ara¢ icin
calistirma sorunu yaratabilmektedir. Yakit seyreltmesinden dolayr her zaman
performansta tribolojik etkiye neden olmaktadir. Biyoetanol suyla karisabilmesine
karsin yag ile karismaz bunun sonucunda biyoetanol-Su-yag karisimi igerisinde
emiilsiyon olusumu meydana gelmektedir. Bu durumdan kaynaklanan ciddi motor
arizalarinin oniine gecilebilmesi i¢in sik stk motor yaginin degistirilmesi gerekmektedir

(Khuong vd. 2017).

2.2 Biyoetanol Uretimi

Etanol, petrokimyasal kaynaklardan sentetik olarak veya mikroorganizmalar araciligiyla
sekerlerin fermantasyonu sonucunda biyolojik olarak iiretilmektedir. Uzun yillardir
etanoliin kozmetik, ilag, tip, gida, yakit ve diger endiistriyel alanlarda kullanimi
mevcuttur (Thatoi vd. 2014). Etanoliin bu derece kapsamli kullanimi, iiretim hacminin
de artirllmasina sebep olmustur. Bu nedenle diisiik maliyetli, g¢evre dostu ve
stirdiiriilebilir etanoliin iiretimi i¢in son yillarda c¢alismalar yapilmaktadir. Bu amagcla
biyoetanol iiretiminde ¢ogunlukla evsel, zirai ve endiistriyel atiklar gibi yiiksek seker
miktarima sahip hammaddeler kullanilmaktadir. Bu hammaddelerin biyoetanole
doniisiimii; 6n-islem yontemleriyle biyokiitlenin kismen ya da tamamen pargalanmasi,
daha sonra yapimin enzimatik depolimerizasyon ile fermente edilebilir C5 ve C6’lu

monomerlere doniistiiriilmesi ve son basamakta da mikrobiyel aktivite (fermantasyon)



sonucu basit sekerlerin sindirilmesi ile gergeklestirilmektedir (Kumar vd. 2020).
Biyoetanoliin iiretimi siirecinde, mikroorganizmalar fermantasyon sirasinda g¢esitli

metabolik yolaklar kullanmaktadir.

Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) (Glikoliz) biyoetanol tretiminde
mikroorganizmalarin kullandig1 yolaklardan biridir ve 2 evrede gerceklesmektedir.
Birinci evrede glukoz ATP ile fosforile edilerek glukoz 6-fosfat olusur. Ikinci evrede
ise; olusan glukoz 6-fosfat, piriivata doniistiiriilir. Bu islemde olusan piirivik asit,
organizmada bulunan enzim tiirline gore; laktik asit, etil alkol ya da baska bir
fermantasyon iiriiniine doniisiir. Bu anlamda bu yolak ile bir ¢ok mikroorganizma son
iiriin olarak biyoetanol ve CO; meydana getirerek alkol fermantasyonunu gergeklestirir

(Caputto vd. 1967; Jambo vd. 2016; Azhar vd. 2016).

Entner-Doudoroff yolagi, biyoetanol iretimi i¢in glukozun anaerobik olarak
parcalanmasinda kullanilan bir diger yoldur. Glukoz, 6-fosfoglukonat dehidrogenaz
enzimi ile bir ara iriin olan 2-keto-3-deoksi-6-fosfoglukonata (KDPG) doniistiiriiliir.
Sonraki basamakta olusan bu ara iiriin, KDPG aldolaz enzimi ile piruvata dontistiiriiliir.
Bu son iiriin alkol dehidrogenaz (ADH) ile etanol {iretimi gergeklesir (Siebers vd. 1997,
Chen vd. 2016).

Pentoz fosfat yolaginda (PPP) ise ksiloz, arabinoz gibi pentoz sekerleri (C5) fermente
edilmektedir. Pentozlar elektron vericileri olarak kullanildiklarinda daha fazla
katabolize olmadan Once riboz fosfat ve benzer bilesikleri olusturmak igin genelde
fosforile olurlar. D-ksiloz, ksiloz kinaz enzimi ile D-ksiluloz-5-fosfata doniistiiriiliir.
Fosfopentoz epimeraz, transaldolaz ve transketolaz gibi enzimler araciligiyla, EMP
yolaginda da kullanilmakta olan gliseraldehit-3-fosfata doniisiimii ile alkol
fermantasyonu sonrasinda etanol olusumu gergeklestirilir. Bu metabolik yolak ile
yapilan yikimdan ATP elde edilmez (Kruger ve von Shaewen 2003; Hahn-Hagerdal vd.
2007; Rastogi ve Shrivastava 2017).



2.3 Biyoetanol Uretiminin Ge¢misten Giiniimiize Gelisimi

Ham petroliin kesfi, 1800’lerin ortalarinda Amerika Birlesik Devletleri tarafindan
gergeklestirilmistir. Bu kesifle birlikte petrol kokenli yakitlarin fiyatlarinda meydana
gelen diislis, otomobiller ve fabrikalardaki iiretimde yakit olarak kullanilmasinin
akabinde endiistriyel donemin en énemli itici gliglerinden biri olmasina neden olmustur
(Cseke vd. 2009). 1970’lerde diinya genelinde patlak veren petrol krizi, fosil yakit
rezervlerinin smirliligina iliskin kaygilar1 6n plana ¢ikarmistir (Tye vd. 2011). Fosil
yakit rezervlerinin siirliligt ve hizli tiikketimi, iklim degisikligi ve petrole karsi olan
bagimlilik siirdiiriilebilir ve ¢evre dostu alternatif enerji kaynaklar1 arayisina yonelime

neden olmustur.

1925 yilinda Brezilya’da otomobil yakiti olarak biyoetanol kullanilmaya baslanmis ve
kullanilan benzin miktarindan yaklagik olarak 70 kat fazla biyoetanol {iretimi
gerceklestirilmistir (Boddey vd. 2008). Brezilya'da biyoetanol, gazohol (%24
biyoetanol, %76 benzin) olarak adlandirilan benzinle karistirilmis bir karisim halinde

veya saf olarak dogrudan kullanilabilmektedir (Liu vd. 2019).

Etanol iiretiminin ilk kanitinin yaklasik olarak 9000 yil 6ncesinde Cin’e ait oldugu
bulunmustur. Antik donemde Misirlilar ise dogal bir fermantasyon yontemi kullanarak
bitkisel atiklardan alkol iiretimi gergeklestirmislerdir. Etanoliin yakit olarak ilk
kullanim1 1826 yilinda ABD’de Samuel Morey tarafindan i¢ten yanmali bir motorda
gerceklestirilmistir. 1800’lii yillarda hububatlardan iiretilmis olan etanol, Paris’te
alkollii yakit toplantisinda tanitilarak otomobilde kullanilmistir. Ancak 1908’de Ford
Model-T otomobili iiretimi sonrasinda yakit olarak etanol ya da etanol-benzin

karisimlarinin kullanilabilmesi miimkiin olmustur (Balat 2009; Halder vd. 2019).

2011 yili igerisinde diinya genelinde gerceklesen CO; emisyonunun ulastigi miktar
yaklasik olarak 34 milyar tondur ve yilda 1.2 trilyon dolardan fazla kiiresel karbon
emisyon maliyeti getirisine sebep olmustur (Halder vd. 2019). Etanol {iretiminin temel

motivasyonu ulagimda kullanilan yakita duyulan ihtiyactir. Yalniz ABD’de ulagimda



kullanilan yakit tiikketim miktart 530 milyar litrenin iistiindeyken, biyoetanol {iretimi

2005’te yalnizca 15 milyar litre olarak gergeklesmistir (Rass-Hansen vd. 2007).

2017 yilinda kiiresel oOlgekte birincil enerji tiketimi 13.511,2 milyon ton petrol
esdegerine ulagmistir ve bu toplam petrol tiiketimin yaklasik %34.21'ini olusturmaktadir

(British Petroleum 2009).

Gegtigimiz 15 yilda, etanol iiretim silirecinin verimliligini ve karliligin1 artirmak
amactyla teknolojik iyilestirmeler icin bircok Onemli degisiklik meydana gelmistir.
Misir ve nigastali hammadde fermantasyonunda, hidrolizat igerisinde bulunan fermente
edilemeyen materyali azaltmak i¢in mekanik fraksiyonlama yontemi gelistirilmistir

(EPA 2010).

Avrupa Birligi (AB)’ne iiye devletler, 2021-2030 yillar1 arasinda yenilenebilir enerji ve
enerji verimliligi kazanimlarinin sera gazi emisyonunun azaltilmasina iliskin AB
genelinde hedeflenen amag ve politikalari iceren 2030 iklim ve enerji sistemi {izerinde

uzlagmiglardir (Bonenkamp vd. 2020).

Ulkemizde ise Resmi gazetede yayimlanan 7 Temmuz 2012 tarih ve 30098 sayili
“Benzin Tiirlerine Etanol Harmanlanmas1 Hakkinda Teblig’e gore; piyasaya akaryakit
olarak arz edilen benzin tiirlerinin, yerli tarim {riinlerinden iiretilmis etanol igeriginin:
1/1/2013 tarihinden itibaren en az %2 (v/v), 1/1/2014 tarihinden itibaren en az %3 (v/v)
oraninda yerli tarim {iriinlerinden {iretilmis etanol igermesi zorunludur.” seklinde

bildirilmistir (Resmi Gazete Tebligi 2018).

Yaklagik olarak yaris1 ulasim sektorii tarafindan kullanilan fosil yakitlar, toplam kiiresel
enerji tilketiminin yaklagik %85,18'ini meydana getirmektedir. Fosil yakitlarin tiiketim
miktar1 goéz Oniinde bulunduruldugunda gelecek 40-50 yil igerisinde fosil yakit

rezervlerinin azalacagi 6ngoriilmektedir (Vohra vd. 2014).



Otomobillerde kullanilan fosil yakitlar, Diinya genelindeki toplam karbon monoksit
(CO) emisyonlarinin yaklasik olarak %70’inden fazlasindan, toplam nitrojen oksit
(NOx) emisyonlarinin  %40’indan, toplam karbondioksit (CO2) emisyonlarinin
%]19’undan ve toplam sera gazi emisyonlarinin %]14’iinden sorumlu oldugu

bilinmektedir (Cseke vd. 2009).

Giliniimiizde bir¢ok aragta 'biyoyakit' olarak adlandirilan %10-15 etanol katkili yakit
kullanilmaktadir ve motorlar standart olarak saf hidratli etanol (%93 etanol, %7 su)
veya %85 etanol-%15 benzin iceren, E-85 karigimlari ile galisacak sekilde dizayn
edilmektedir. Brezilya'da ise Esnek Yakitli Araglar (EYA), herhangi bir biyoetanol-
benzin karigimiyla kullanilabilir nitelikte tiretilmektedir. Ulusal Otomotiv ve Arag
Ureticileri Birligi, Esnek Yakitli Araglar’in yaklasik olarak %85'inden fazlasinin
Brezilya'da iiretildigini bildirmistir. Hem Isve¢ hem de Belgika, biyoetanoliin ulagim

yakit1 olarak kullanimini artirmay1 amaglamaktadir (Magnusson ve Nilsson 2002).

Biyoetanol gibi fosil bazli olmayan, ¢evreci, yenilenebilir ve siirdiiriilebilir yakitlarin
tiretimine Oncelik verilmesi elzemdir. Bunun yanisira artan enerji ithtiyacini karsilamak

i¢in umut vadetmektedir.

2.4 Fermantasyon Stratejileri

Fermantasyon ile elde edilecek biyoetanol verimini artirmak igin, ¢esitli On-iglem
yontemleriyle fermantasyonun iliskisini degerlendiren yaklasimlar mevcuttur.
Bunlardan baslicalari; SSF (ayn1 zamanl sakkarifikasyon ve fermantasyon), SHF (ayri
zamanli hidroliz ve fermantasyon) ve SSCF (ayni zamanli sakkarifikasyon ve ko-

fermantasyon) olarak bilinmektedir.

SHF yonteminin temeli, hidroliz ve fermantasyonun iki ayr1 asamada gergeklestirilmek
lizere ayrilmasina dayanir. Klasik biyoetanol iiretim siirecinde oldugu gibi, enzim
kullanilarak hammaddeyi monomerik sekerlere doniistirmek amaciyla ilk asamada

hidroliz yapilir. Sonrasinda hidroliz asamasindan elde edilen monomerik sekerlerin

10



kullanilacag: fermantasyon asamasi gerceklestirilir. Bunun yanisira, SHF yontemindeki
onemli bir sorun ise hidroliz sirasinda elde edilen sekerler tarafindan son iiriin
inhibisyonunun meydana gelmesidir (Alfani vd. 2000). SHF, enzimatik hidroliz ve
fermantasyonun sirayla gergeklestirildigi  bir yontemdir. Bu islemde, nisastali
biyokiitlenin veya on isleme tabi tutulmus lignoseliilozik biyokiitlenin enzimatik
sakarifikasyonu, Once sakarifiye edici enzimin optimal sicakliginda gerceklestirilir

(Ishizaki ve Hasumi 2014).

SSF yonteminde hidroliz ve fermantasyon es zamanli olarak tek bir asamada
gerceklestirilir. Yontem esnasinda; hammadde, enzim ve maya sistemli bir sekilde bir
araya getirilerek, ortama salinan sekerlerin hizla biyoetanole doniistiiriilmesi saglanir.
SSF yontemiyle, seker kalintilar1 uzaklastirilarak son iiriin inhibisyonu sinirlanabilir

(Cantarella vd. 2004).

Lignoseliilozik biyokiitlenin biyoetanole donistiiriilmesindeki en 6nemli engellerden
biri de es zamanli olarak heksoz ve pentoz sekerlerinin kullanimi ig¢in uygun fermentatif

mikroorganizmalarin se¢imidir (Malik vd. 2021).

Es zamanl sakkarifikasyon ve ko-fermantasyon (SSCF) yontemi, tek bir biyoreaktorde
enzimatik hidroliz ve hem heksoz hem de pentoz sckerlerin fermantasyonunun
gerceklestigi siiregleri kapsamaktadir. Ko-fermantasyon sayesinde karisik sekerler
verimli bir sekilde kullanilarak, {iriin miktarinda artis saglanmaktadir (Wirawan vd.
2020). Bu yaklagim, ayn1 besiyerinde farkli metabolik yolaklar1 kullanan, farkli mayalar
tercih edilerek, glukoz ve ksilozun es zamanli fermantasyonunu miimkiin kilmaktadir
(Wang vd. 2020). Bundan dolay1 SSCF yontemi, hidroliz sonrasi ortamda ¢ok miktarda
CS5 sekerlerinin (pentozlar) bulundugu durumlarda onerilmektedir. SSCF yonteminde,
ayn1 reaktdrde heksoz ve pentoz sekerler fermente edilebilirken, SSF yonteminde
fermantasyon sirasinda pentozlar etkin olarak kullanilamaz. Ancak her iki yontemde de
kisa bir enzimatik hidroliz iglemine, diisiik maliyete ve SHF yonteminden daha yiiksek
miktarda etanol verimine sahiptir (Yasuda vd. 2014). SHF ile karsilastirildiginda SSCF,

daha diisiik maliyet, daha kisa islem siiresi, daha diisiik kontaminasyon riski ve
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enzimatik hidroliz sirasinda daha az inhibitor etki gibi bir¢ok avantaji sahiptir (Jin vd.

2010).

2.5 Biyoetanol Uretiminde Kullanilan Hammaddeler

Biyoetanol iiretiminde kullanilan hammadde kaynaklar1 dort farkli gruba ayrilmaktadir.
Bu hammaddeler birinci, ikinci, tglincii ve dordiincii grup olmak iizere
smiflandirilmistir. Birinci grupta; gida olarak da tiiketilen tarimsal tirtinler ikinci grupta;
orman ve tarimsal atiklar (sap ve kepek gibi kisimlar) belediye atiklar1 iiclincli grupta;
yiiksek miktarda yag veya seliiloz igeren fotosentetik sucul organizmalar (mikroalgler
ve siyanobakteriler gibi) ve dordiincii grup ise metabolizma ve genetik miihendisligi

caligmalar1 sonucunda elde edilen hammadde ve mikroorganizmalari igermektedir.

2.5.1 Birinci grup hammaddeler

Gilinlimiizde biyoetanol {iretiminde kullanilan birinci grup hammaddelerin ¢ogu seker ve
Nisasta icerigi bakimindan zengindir (Susmozas vd. 2020). M.O. 6000°den beri
biyoetanol iiretimi i¢in kullanilan en eski hammadde seker kamisidir. (Halder vd.
2019). Seker kamisi, seker pancarit ve tatli sorgum gibi bitkiler etanol iiretimi i¢in
hammadde olarak kullanilmaktadir. Bu bitkilerin en 6nemli avantajlari, doniim bagina
yiiksek seker verimi elde edilmesi ve doniistiirme maliyetlerinin diisiik olmasidir. Bu
hammaddelerin en 6nemli dezavantaj1 ise dogadaki mevcudiyetlerinin mevsime baglh

olmasidir (Vohra vd. 2014; Azapagic vd. 2014).

Nisastali hammaddeden biyoetanol iiretimi ilk olarak 12. vyiizyilda irlanda’da
gerceklestirilmistir. Nisasta igerikli besinler Kuzey Amerika ve Avrupa'da etanol
tiretimi i¢in en ¢ok kullanilan hammaddelerdir. Tropikal iilkelerde ise yumrular gibi
diger nisastali iiriinler (6rnegin; manyok) tercih edilmektedir. Tahillar (misir, bugday
veya arpa) ana nisasta kaynaklaridir. Ornegin; musir %60-70 oranminda nisasta
icermektedir. Tahillarda depo maddesi olan nisasta; amiloz ve amilopektin igeren

monomer yapilarindaki glukoz birimlerinin uzun zincirler halinde bir araya gelmesinden
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olusmaktadir. Nisastadan etanol tiretmek i¢in, bu kompleks karbonhidrat zincirlerinin
parcalanmasi gerekmektedir. Bu polimer yapilar, gluko-amilaz enzimi tarafindan
katalize edilen bir hidrolitik reaksiyon yoluyla glukoza parcalanmaktadir. Elde edilen
monomerik sekerler ise dekstroz veya bir glukoz izomeri olan D-glukoz olarak
bilinmektedir. Bununla birlikte, birinci nesil hammaddeler gida iiriinleriyle rekabet
yarattigindan dolayr gida krizine yol acabilir ve etik degildir (Vohra vd. 2014; Halder
vd. 2019; Mizik 2021).

2.5.2 ikinci grup hammaddeler

Ikinci grup biyoetanol iiretiminde kullanilan hammaddeler; tarimsal, evsel ve
endustriyel alanlarda agiga c¢ikan lignoseliilozik karakterdeki atiklari igermektedir
(Nanda vd. 2015; Clauser vd. 2021). Lignoseliilozik biyokiitlenin direngli yapisi genel
olarak lignoseliiloz bazli biyoetanol iiretiminin ekonomik bir hale getirilmesinde bir
engel teskil etmektedir (Kumar vd. 2020). Lignoseliilozik biyokiitleden biyoetanol
tiretim teknolojisi; on-islemlerle biyokiitle matriksindeki kristalin yapinin par¢alanmasi,
enzimatik depolimerizasyon ile fermente edilebilir C5 ve C6’lu monomerlere
doniistiiriilmesi, son basamakta da fermantasyon sonucu basit sekerlerin sindirilmesi ile

etanol iiretimi olarak {ic basamakta gerceklestirilmektedir (Kumar vd. 2020).

Lignoseliilozik biyokiitlenin hidrolizasyonunda fiziksel, kimyasal, fiziko-kimyasal ya da
biyolojik On-iglemler gibi farkli On-islem yontemleri kullanilmaktadir (Mosier vd.
2005). Bunlar arasinda en sik kullanilani ise lignoseliilozun seyreltik asit ve seliilaz gibi
enzimlerle kombine sekilde hidroliz edilmesidir (Hsu vd. 2010). Bu islem sirasinda
lignin, hemiseliiloz ve seliiloz yapilar1 etkin bir sekilde degrede oldugundan bu yontem
fermantasyon sirasinda ihtiya¢ duyulan sekerlerin agiga ¢ikmasi igin fazlasiyla etkilidir
(Huang vd. 2021). Bu iki yontem (seyreltik siilfirik asit + enzimatik hidroliz) gorece
ucuz ve etkili yontemler olduklarindan bilimsel arastirmalarin yani sira endiistriyel

biyoetanol iiretiminde de kullanilmaktadir (Kumar vd. 2009).
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2.5.3 Ugiincii grup hammaddeler

Uciincii grup biyoetanol iiretiminde kullanilan hammaddeler siyanobakteriler ve
mikroalgler gibi sucul fotosentetik organizmalardan elde edilmektedir (Clauser vd.
2021; Nazari vd. 2021). Fotosentetik mikroorganizmalar olan mikroalgler; karbonhidrat,
lipid ve protein igeriklerinden dolayr fermantasyon igin besin kaynagi olarak
kullanilabilmektedir (Bhatia vd. 2020). Diger hammaddelerle karsilagtirildiklarinda
daha fazla stirdiiriilebilir ve ticari avantajlar saglamaktadirlar. Hizli ve pratik olarak
toprakli ya da topraksiz her yerde gelisim gostermeleri, ekstrem kosullarda
gelisebilmeleri, mevsim kosullarindan bagimsiz biiyiiyebilmeleri, fotosentez i¢in CO;
kullanabilmeleri dolasiyla atmosfere salinan sera gazi emisyonlarinin azalmasina
yardime1 olmalari, ¢ok daha kisa bir siirede hasat edilmeleri gibi birgok avantaja sahiptir
(Harun vd. 2009).

2.5.4 Dordiincii grup hammaddeler

Son olarak doérdiincii grup biyoetanol tiretiminde kullanilan hammaddeler ise hiicresel
diizeydeki modifikasyonlar1 kapsayan ve metabolizma miihendisligi teorisiyle ilgili
olan, mikro veya makro algler gibi CO;'den yakit iiretimi gergeklestiren, herhangi bir
kaynaga uygulanan genetik miihendisligine dayanmaktadir. Genetik modifikasyon,
hammaddeye istenen 6zellikleri ekleyerek daha diisiik iiretim maliyetlerine ve daha

yiiksek tiretkenlige neden olabilmektedir (Mayorga 2021).

Metabolizma ve biyoproses miihendisligindeki son gelismeler, mikroorganizmalarin
dogal metabolik yolaklarinin tasarlanmasina ve dordiincii grup biyoyakit iiretiminde
heterolog yollar kurulmasinda koprii goérevi gormiistiir. Bakteriler, siyanobakteriler,
algler ve mantarlar gibi mikroorganizmalar baslangi¢c asamasinda 6ncii molekiiller olan
farkli substratlar1 kullanarak farkli dordiincii grup biyoyakit iiretimini saglayan
metabolik c¢esitliliklerinden dolayr biyoyakitlarin heterolog sentezi i¢in konakei olarak
kullanilabilmektedirler. Mikrobiyal kontaminasyon ise dordiincii grup biyoyakitlarin
biiyiik olcekli ticarilestirilmesinde karsilagilan potansiyel engellerden biridir (Malik vd.
2021).
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Bunun yani sira birinci grup igin siirdiiriilebilirlik sorunlar: (etanol ve gida), ikinci grup
icin yiikksek miktardaki enerji ve su tiiketimi, tiglincii grup i¢in olumsuz nitrojen dengesi
ve dordiincii grup i¢in ise pahali ve yogun enerji tiiketimi gibi dikkate deger

dezavantajlar bulunmaktadir (Mizik 2021).

2.6 Biyoetanol Uretiminde Kullanilan On-islemler

Gelismekte olan toplumlarin niifus artislart ile birlikte enerji ihtiyaci da artmaktadir.
Fosil yakitlarinin sinirh rezerve sahip olmasi ve elektrik {iretimi, motorlu tasit yakiti,
1sinma, saglik, sanayi gibi bir¢cok alanda yaygin olarak kullanilmasi siirdiiriilebilir ve

yenilenebilir enerji kaynaklarina olan ilginin artmasina neden olmaktadir.

Siirdiiriilebilir enerji kaynaklar1 igerisinde en Onemlilerinden biri de biyoetanoldiir.
Biyoetanol baslica seker pancari, misir kocani, hububatlarin kabuklari, odun kalintilari
gibi seker, seliiloz ve nisasta igerikli tarimsal ve endiistriyel bitki atiklarindan elde
edilmektedir. Ormancilik ve tarim atiklari; bugday, arpa, sorgum ve piring gibi otsu
bitkilerin kabuklar1 ve samanlari; misir kogani; salt ¢imi, seker kamisi kiispesi, pamuk
sap1, bambu, su siimbiilii vb. bitkisel kaynaklar baglica lignoseliilozik biyokiitleyi

meydana getirmektedir (Rahmati vd. 2020).

Biyokiitle, siirdiiriilebilir enerji liretiminde yeryiiziindeki bollugundan dolay1 en énemli
biyoyakit kaynagini olusturmaktadir. Gerek tarimsal iiretim sonucu ortaya ¢ikan iirlin
artiklar1 gerek ormancilik faaliyetleri sonucu ortaya ¢ikan atiklar lignoseliilozik
hammaddenin baglicalaridir. Lignoseliilozik hammadde; selilloz, hemiseliiloz ve
ligninden olusmaktadir. Seliilloz ve hemiseliiloz polimer formundaki seker kaynaklari
olduklar1 i¢in fermantasyon siirecinde kullanilamamaktadir. Fermente edilebilir
monosakkaritler halinde parcalanabilmeleri igin bazi On-islem basamaklarina tabi

tutulmalar1 gerekmektedir (Nagarajan vd. 2017).

Seliiloz, bitki hiicre c¢eperinin ana bileselerinden olmasinin yani sira diinyada en bol

bulunan dogal polimerlerinden biridir. Seliiloz zincirleri igeriklerinde bulunan hidroksil
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gruplarinin hidrojen bagi ile birlesmesi sonucu fibriler bir yap1 meydana getirir. Bu yap1
biyolojik olarak parganabilir niteliktedir (Sahin 2013). Hemiseliiloz; yapisal olarak
pentoz, heksoz ve iironik asitten meydana gelen heterojen oOzellikte bir polimerdir.
Lignin; hidrofobik, amorf yapiya sahip, dallanmis yapida fenolik bir polimerdir.
Odunun karbonhidrat icermeyen kismidir (Coplir vd. 2011). Lignin, selilloz ve
hemiseliilloz fibrillerini bir arada tutmaktadir ve bitkilere yapisal olarak destek

saglamaktadir (Cheng ve Timilsina 2011).

Sellloz
%40-60

(O\‘ Bitki Hucre Duvan

Hemiselliloz
%20-40

o / 23 Lignin
~ = P %10-25

A — -

Sekil 2.1 Bitki hiicre ¢eperi igerikleri (Adigiizel 2013)

Lignoseliilozik biyokiitleden biyoetanol {iretimi; on-islemlerle biyokiitledeki kompleks
yapinin par¢alanmasi ve enzimatik depolimerizasyon ile fermente edilebilir C5 ve C6’lu
monomerlere doniistiiriilmesini  kapsamaktadir (Kumar vd. 2020). Bu yapinn
bozunmasini saglamak icin fiziksel ve fizikokimyasal, kimyasal, biyolojik gibi ¢esitli
on-islem yontemleri benimsenmistir. On-islem ydntemleri, lignoseliilozik yapidan
lignin ve hemiseliilozun uzaklastirilmasini saglarken ayn1 zamanda kristalligi azaltarak,

hidroliz i¢in gerekli olan gézenekli yilizey alanini arttirmaktadir (Wyman vd. 2005).
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Hemicellulose

Pretreatment

Sekil 2.2 Lignoseliilozik hammaddenin 6n-islem sonrasi degredasyonunun gosterimi
(Mood vd. 2013)

Evrensel On-iglem siirecini tahmin etmek oldukga giictiir ¢linkii farkli hammaddeler,
farkl1 dogaya sahiptir. Gegtigimiz on yilda ¢ok sayida farkli on-islem teknolojisi
sunulmustur. On-islem ydntemleri uygulanan farkli kuvvetlere veya tiiketilen enerjiye
gore biyolojik, fiziksel, kimyasal ve fiziko-kimyasal o6n islemler olarak
simiflandirilabilirler. Bu yontemlerin farkli kombinasyonlar1 da mevcuttur (Alvira vd.
2010).

Lignoseliilozik atiklarin =~ 6n-iglemi sirasinda ortama bazi inhibitor bilesikler
salinabilmektedir. Bu  bilesiklerin en  6nemlileri  arasinda  furfural, 5-
Hidroksimetilfurfural (5-HMF), asetik asit ve formik asit bulunmaktadir. Bu inhibitor
bilesiklerin ortamda asir1 miktarda bulunmasi durumunda hiicre gelisiminin azalmasi ya
da durmasina; bu durum fermantasyon etkinliginin diismesine neden olmaktadir
(Palmgvist ve Hahn-Hagerdal 2000). Bu baglamda uygulanan 6n-iglemler sonucunda

ortaya ¢ikan inhibitér maddelerin 6l¢iilmesi onem tagimaktadir.
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2.6.1 Fiziksel on-islemler

Ogiitme gibi mekanik ©6n-islemlerin temel hedefi, yiizey alanmin arttirilmasi ve
enzimatik hidroliz basamaginda substratlarin daha ulasilabilir olmasi i¢in partikiil
boyutunun kiigiiltiilmesi ve kristalin yapmin degredasyonudur. Bu 06n-islem
yonteminde, bilye veya disk taslama ekipmanlarinin kullanimi ile hem kuru hem de
islak  durumda gergeklestirilebilmektedir. En etkili parametreler ise &giitme

ekipmanlarinin sayisi, boyutu ve alt tabaka pargacik boyutu olarak siralanabilir (Silveira
vd. 2015).

Ultrasound 06n-islemi; biyokiitlenin igslenmesi igin essiz bir fiziko-kKimyasal ortam
yaratmaktadir. Lignin bariyerini degrede eder, hemiseliilozlar1 bertaraf eder ve 6n-
islemde  kullanilan  kimyasallarin ~ selilloz  nanokristallerine  erisilebilirligini
arttirmaktadir.  Ultrasound on-islemi, reaksiyonlarda kiitle ve 1s1 transferini
yogunlastirdigindan dolay1 heterojen reaktanlarin, ara iirlinlerin temasini ve ayrilmasini
arttirmaktadir (He vd. 2017). Ultrasound, akustik iletimin neden oldugu sok dalgalari,
kesme kuvvetleri ve iretilen mikro-kabarciklarin ¢okmesi neticesiyle suyun
ayrismastyla olusan serbest radikallerin (—-OH ve —H) neden oldugu kimyasal etkiler
araciligiyla fiziksel etkilere neden olmaktadir (Wang vd. 2018; Olguin-Maciel vd.
2022). Ultrasonik on-islemde, lignoseliilozik yiizeyde bulunan mumsu ve silikon igeren
bilesenlerin uzaklastirilmasi, hammaddelerin yogun yapisinin pargalanmast ve
lignoseliiloza ulagilabilirligin arttirilmas1 i¢in salilim ve kavitasyon olusturmak
amactyla ultrasonik alan kullanilmaktadir. Ultrasonik on-islem yontemi, herhangi bir
katalizor  eklenmeden olduk¢a temiz ve giivenlidir. Ultrasound dalgasi
delignifikasyonda Onemli bir role sahiptir. Etkilerini arttirmak ic¢in diger on-islem
yontemlerine yardimci olmasi amaciyla kullanilmaktadir (Yoo vd. 2017; Zhang vd.
2018).

Dondurma on-islemi; biyokiitlenin fiziksel on-islemi i¢in yakin zamanda gelistirilen
yeni bir yaklasimdir. Polisakkaritlerinin hidrolitik enzimlere erisilebilirligini arttirmak
ve hiicre duvarlarin1 pargcalamak i¢in dondurma/¢cézme yontemi tercih edilebilir. Yiiksek

maliyetli bir 6n-islem yontemi olmasina ragmen daha diisiik olumsuz ¢evresel etki, daha
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az tehlikeli kimyasallarin uygulanmasi ve yiiksek etkinlik gibi sahip oldugu avantajlar
nedeniyle yogun ilgi gormektedir (Chang vd. 2011; Yuan vd. 2019).

Mikrodalga 6n-isleminde 0.3-300 GHz frekansli mikrodalga radyasyon uygulamasi ile
gerceklestirilir. Isitma, geleneksel 1sitma yontemlerinden daha verimlidir ¢iinkii 1s1
aligverisi yiizey boyunca degil, 1sitilan ortamin hacminin tamaminda sicaklikta bir artisa
neden olmaktadir. Daha kisa 1sitma siiresi, daha yiiksek performans ve neredeyse
siirecin hemen baslatilmas1 ve durdurulmasi gibi birgok avantaja sahiptir. Diger taraftan
mikrodalga radyasyonunun bir sonucu olarak, karbonhidratlarin dehidrasyonuna
elverigli kosullarin etkisiyle furfural ve 5- hidroksimetilfurfural (HMF) gibi inhibitor
tirtinler olugsmaktadir. Bu 6n-islem yonteminde termal etki (biyokiitle 1sinmasi1 ve basing
artis1) haricinde, dipollerin salinim hareketinin neden oldugu, seliillozun yapisindaki
hidrojen baglarini kiran termal olmayan etkiler de gozlemlenebilmektedir (Mikulski ve
Klosowski 2020).

2.6.2 Fiziko-kimyasal on-islemler

Buhar patlamasi (Steam Explosion) (SE) on-islemi, reaktérdeki hammaddenin yiiksek
buhar basincia (2000-5000 kPa) tabi tutulmasiyla kullanilmaktadir. Biyokiitle, 6n-
islem stiresinin kisaligina karsin, genellikle 200 ila 260 °C arasinda degiskenlik
gosteren yiiksek bir sicakliga erismektedir. Hammadde disar1 ¢ikarildiginda, atmosferik
basinca dogru ani bir dekompresyona tabi tutulur. Ancak bu denli yiiksek sicaklik (260
°C'ye kadar) ve yiiksek basing (5000 kPa'ya kadar) yiiksek bir enerji tiiketimine neden
olmaktadir. SE, genellikle hem hemiseliloz hem de ligninin uzaklastirilmasiyla
sonuglanmaktadir. Ayrica, sekerlerin, esas olarak formik asit, asetik asit, furfural, 5-
HMEF, vb. gibi ¢ok sayida fermantasyon inhibitorlerine degredasyonuna neden
olmaktadir. Bu inhibitdrler mikrobiyal biiylimeyi ve aktiviteyi dnemli 6l¢iide azalttiklar
igin istenmez ve fermantasyon siirecine engel olmaktadir. Bu nedenden dolay1 fermente
edilebilir sekerlerin veriminde énemli miktarda azalma meydana gelmektedir ki bu da
hem etanol veriminin hem de etanol iiretkenliginin azalmasi anlamina gelmektedir.
Diger on-islem yontemleriyle karsilastirildiginda SE 6n-iglemi, dikkate deger miktarda

diisiik cevresel etki igermesi, daha diisiik sermaye yatirnmi gerektirmesi ve daha az
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zararli kimyasallar icermesi gibi 6nemli avantajlart bulunmaktadir (Smichi vd. 2020; He

vd. 2017).

CO, ile siiper kritik patlama 6n-isleminde, ¢oziicii olan CO, ortam kosullarinda gaz
halinde oldugu ve kendiliginden kati matristen yani ¢6ziinen maddeden kolayca
ayrildig1 icin avantaja sahiptir. Bu yontemin cevresel siirdiiriilebilirliginin giivencesi
COgz'nin tekrar kazanimi ve yeniden kullanilabilirligidir. Bunun yani sira, geleneksel sivi
coOziiciileri buharlastirmak i¢in ayirma ve sicaklikla ilgili basamaklar bu 6n-islem
yonteminde atlanir, bu durum ise enerji tasarrufu ve giivenlik yeterliligi ile sonuglanir
(Mitraka vd. 2022). Yiiksek sicaklikta uygulanan On-iglem, enerji israfi ve yiiksek
ekipman arzim1 gerektirir. Dahast yiikksek sicaklik, sekerlerin bir bdliimiiniin
bozunmasini kolaylastirdigi igin hammaddelerin toplam seker veriminde azalmaya

neden olur (Moharreri vd. 2022).

Amonyak lifi genlesmesi (AFEX), seliilozik biyokiitlenin 6n-islemi i¢in temel reaktan
olarak ucucu bir kimyasal bilesik olan amonyagin kullanimina dayanan termo-kimyasal
bir 6n-islem yontemidir. Diger su bazli termo-kimyasal 6n-islemlerle karsilastirildiginda
AFEX, biyokiitlede 6nemli bir degisiklik meydana getirmeyen, atik iiretimi ve yikama
adim1 maliyeti gerektirmeyen kurudan kuruya bir siiregtir. AFEX 6n-isleminin ardindan
biyokiitleye diisiik olgiide nitrojen ilave edilerek, protein icermeyen nitrojen kaynagi
olarak gevis getiren hayvanlar ve mikroorganizmalar tarafindan kullanilabilmektedir

(Chundawat vd. 2020).

Yas oksidasyon (WO) yontemi, yiiksek sicaklik ve basingta oksidatif ajanlarin
kullanildig1 sulu bir 6n-islemdir. Mekanizma, olusan hidroksil radikalleri ve organik

asitler tarafindan otokatalizasyonu igermektedir (Arvaniti vd. 2012).

Hidrotermal 6n-iglem; biyokiitleyi 6n-isleme tabi tutmak i¢in suyun sivi ya da buhar ya
da her ikisinin 1s1 ile birlikte kullanimini ifade etmektedir. Otohidroliz buhar
patlamasinin, sert odun enzimatik hidrolizini verimli bir sekilde arttirirken, yumusak
agaclar icin daha az etkili bir yéntem oldugu belirlenmistir (Diaz vd. 2010). Islem,

yiiksek sicakliklar nedeniyle hemiseliilozun bozunmasma ve seliilozun hidroliz
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potansiyelini arttirmasinin yani sira siklikla inhibe edici hidrolizatlar irettigi de
gozlemlenmistir. Sert odun ve tarimsal yan triinleri fraksiyonlamak i¢in hidrotermal 6n-
islemler uygulandiginda hemiseliilozdaki asetil gruplarinin hidrolizi sonucunda asetik
asit olusmaktadir. Yiksek sicaklik, On-islem esnasinda salinan sekerlerin
pargalanmasini uyarir, heksoz sekerlerinden 5-hidroksimetilfurfural (HMF) ve pentoz
sekerlerinden furfural gibi bozunma iiriinleri olan furan tiirevlerinin iiretilmesine neden
olmaktadir. Furfural ve HMF olusumu istenmez c¢linkii bu {iriinler fermente edilebilir
sekerlerin kaybinin yan1 sira fermantasyonun engellenmesine de neden olabilir (Negro
vd. 2003; Scapini vd. 2021).

2.6.3 Kimyasal 6n-islemler

Lignoseliilozik hammaddenin kimyasal 6n-isleminde asit, alkali ve organosolvent gibi
farkli kimyasallar kullanilmaktadir. Ancak en yaygin tercih edilen 6n-islem yontemi
seyreltik asit 6n-islemidir. En 6nemli tercih sebebi diisitk maliyetli olmasidir. Bununla
beraber On-islem sonucunda meydana gelen yan iriin olusumu, fermantasyon igin
onemli bir inhibitér kaynagi olusturmaktadir (Tutt vd. 2012). Seyreltik asitlerin daha
yiiksek oranlarda kullanimi durumunda kristalin bolgeleri azalttigi ancak glukozu
degrede ettigi gozlemlenmistir. Seyreltik asit hidrolizi seliiloz ve hemiseliiloz arasindaki
farkliliktan otiirii iki basamakta uygulanmaktadir. Ik basamakta daha diisiik
sicakliklarda hemiseliilozun hidrolizi saglanirken, ikinci basamakta daha yiiksek
sicakliklarda biyokiitlenin seliiloz kisminin hidrolizi gerceklestirilmektedir. Seyreltik
asit yonteminin en Onemli avantaji hizli reaksiyon orani olmasina karsin en biiyiik
dezavantaj1 i1se diisiik seker verimidir. Ayrica araliksiz yontemlerde daha verimli asit
penetrasyonunun saglanabilmesi i¢in hammaddenin partikiil boyutunun kiigiiltiilmesi

onem arz etmektedir (Kumar vd. 2010).

Konsantre asit yonteminde, selillozun tamamimin hizli bir sekilde glukoza ve
hemiseliillozun ise diisiik miktarda degredasyona maruz birakilmasi sonucunda
heksozlara doniisiimiinii miimkiin kilmaktadir. Yontemin ekonomik uygulanabilirligini
saglamak amaciyla gerekli olan faktorler seker veriminin optimizasyonu ve asit geri

kazaniminin etkin sekilde gergeklestirilebilmesidir. Konsantre asit yoOnteminde
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reaksiyon siiresi seyreltik asit yontemine nazaran daha uzundur. Konsantre asit

yonteminin en 6nemli avantaji yiiksek seker verimi saglamasidir (Musatto vd. 2008).

Alkali 6n-islemde ksilan polimerlerindeki asetil gruplar1 parcalanmakta, seliillozun
kristalin ~ yapisinda porlar acilmakta, lignin ve bilesenleri degistirilerek

uzaklagtirllmaktadir. Etkin olmasia ragmen maliyetli olmasi en biiyiilk dezavantajidir
(David vd. 2020).

Alkali hidrojen peroksit (AHP) On-isleminde tercih edilen serbest radikal hidrojen
peroksit; alkali kosullarda lignin ile reaksiyona girerek delignifikasyona neden
olmaktadir (Yan vd. 2020). Lignoseliillozik hammaddenin igeriginde bulunan lignin
kisimlarinin etkin bir sekilde uzaklastirilmasini saglayan ¢evreci yontemlerden biridir.
Bu yontem genellikle oda sicakliginda, pH 10’da gergeklestirilir ve siklikla
ultrasonikasyon gibi yoOntemlerle beraber kullanilmaktadir. Bu yontem, lignini
degredasyona ugratarak seliiloz ve hemiseliillozu enzimatik saldirilara karst acik hale
getirir ve bu yontemin uygulanmasi sirasinda fermantasyon inhibitérleri olusmaz. Buna
karsin, metodun seliilloz ve hemiseliilloza iyi derecede etki edememesi ve yiiksek
biyokiitle varliginda diisiik verimle caligmasi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir

(Rabemanolontsoa ve Saka 2016).

Organosolvent  On-islem  yontemleri arasinda  etanol-organosolv  prosesi
lignoseliilozlarin biyolojik olarak parcalanabilmesi i¢in en umut vadedici yontemlerden
biri olarak kabul gérmektedir. Etanol-organosolv 6n-islemi; lignini lignoseliilozlardan
uzaklastirmak icin lignin ve lignin-karbonhidrat baglarmin kismi hidrolizasyonunda
etanol ve su kullanimimi kapsamaktadir. Lignin enzimatik hidrolizin 6niindeki temel
engeldir, hidrolitik enzimlere geri doniisiimsiiz baglanarak seliilazlarin seliiloza erisimi
kisitlar ve bunun sonucunda hidrolizi engeller. Organosolv oOn-islemi genellikle,
biyokiitledeki lignini degrede edebilen siilfiirik asit gibi giiclii bir inorganik asit
katalizorii kullanilarak gergeklestirilir. Diger kimyasal on-islemlerle karsilastirildiginda,
organosolv On-isleminin temel ve essiz avantajlarindan biri, ligninin degerli bir yan iiriin
olarak geri kazanilmasina olanak saglamasidir. Bunun yanisira kullanilan solvent

minimum enerji tiiketimi ile geri kazanilabilmektedir. Cevresel etki bakimindan
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degerlendirildiginde ise ligninin ayrilmasi atik su aritimi konusundaki negatif etkileri

azaltabilir (Amiri vd. 2014).

Ozonolizis diger alternatif on-islem yontemleri arasinda, lignoseliilozik biyokiitlenin
delignifikasyonunda en umut verici oksidatif on-iglem yontemlerinden biridir. Ozon en
giiclii oksitleyici ajanlardan biridir ve giicli bir endotermik reaksiyon sonucunda
oksijenden elde edilir. Terminal oksijendeki ozon, elektron eksikligi nedeniyle
karbonhidratlardan ziyade elektronca zengin bir substrat olan lignine saldirir.
Ozonolizis, son zamanlarda, petrokimyasal yakitlarla harmanlamaya uygun bilesikler
iiretmek igin ligninin depolimerizasyonunda ¢oziiciilerle kullanilmaktadir. Ornegin;
ikinci grup biyoyakit iiretiminde (temel olarak etanol ve biyogaz, bunun yanisira
biitanol ve biyohidrojen) ve enzim iiretimi gibi biyokiitle kullanilan endiistriyel

islemlerde biiyiik bir gelismeye neden olabilecegi 6ngoriilmektedir (Travaini vd. 2016).

2.6.4 Biyolojik on-islemler

Biyolojik On-islem yonteminde lignoselillozik madde igerisindeki lignini ¢6zmek
amaciyla mantarlar kullanilmaktadir. Biyo-delignifikasyon olarak tanimlanan bu
islemde biyokiitle icerisindeki ligninin mikroorganizmalar tarafindan biyolojik
degredasyonu gerceklestirilmektedir. Bu on-islem sekli kolay uygulanabilirliginin yani
sira elde edilen verim disiik ve delignifikasyon orani oldukga yavastir (Suryadi vd.
2022).

Bir diger hidroliz metodu enzimatik hidroliz islemi olup, seliiloz hidrolizinde substratin
lignin ve hemiseliiloz igerigi, ylizey alan1 ve seliilozun kristallik derecesi gibi yapisal
parametreler lignoseliillozik materyallerin enzimatik hidroliz islemini oldukca
etkilemektedir (Siacor vd. 2020). Burada lignoseliilozik biyokiitledeki kompleks seker
yapilarinin (hemiseliiloz ve seliiloz) biyolojik olarak parcalanabilmesi i¢in ¢ogunlukla
ticari selillaz ve hemiseliilaz gibi enzimler kullanilmaktadir (Joshi vd.2019). Son
yillarda, etanol firetim siireglerinde lignoseliilozik biyokiitlenin enzimatik olarak
sakkarifikasyonunun arttirilmast i¢in kullanilan bu ¢evre dostu yaklasim, on-islem

yontemi olarak yogun ilgi gérmektedir (Alvira vd. 2010).
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2.7 Biyoetanol Uretiminde Siklikla Kullanilan Mikroorganizmalar

Eski donemlerden beri biyoetanol iiretimi igin fermantasyon asamasinda bir¢ok
mikroorganizmanin kullanildigi bilinmektedir. Bu mikroorganizmalarin baslicalar
mayalar olmakla birlikte siklikla bakteriler ve genetik manipiilasyon sonucu metabolik
olarak degistirilmis mikroorganizmalar da kullanilmaktadir. Bu mikroorganizmalarin
sahip oldugu; diisiik maliyetli besi ortamlarinda hizli gelisim gosterebilmesi, bazilarinin
ekstrem kosullara karsi olan dayanikliligi, etanol toleransinin ve etanol veriminin
yiiksekligi gibi avantajlara sahip olmasi tercih nedenleri arasinda sayilabilir (Simas-
Rodrigues vd. 2015).

Fermantasyon, monosakkaritlerin fermentatif mikroorganizmalar varliginda, uygun
sicaklik ve pH araliklar1 gibi destekleyici kosullarda biyoetanol ve diger yan iiriinlere

metabolik bir dontisiim aktivitesi olarak tanimlanabilir (Phwan vd. 2018).

2.7.1 Mayalar

Biyoetanol iiretiminde kullanilan mayalar genellikle kullanilacak hammaddenin seker
profiline (C5 veya C6) gore daha verimli {irin olusumu i¢in tercih edilmektedir.
Asagida biyoetanol iretiminde siklikla kullanilan mikroorganizma orneklerinden

bahsedilmistir.

Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae, antik ¢aglardan beri gida alaninda kullanilmakta olan bir mayadir. Etanol
fermantasyonu i¢in en yaygin olarak kullanilan okaryotik mikroorganizma olmustur.
Diisiik maliyeti ve kolay erisilebilirligi nedeniyle geleneksel olarak etanol iiretiminde
baslangi¢ kiiltiirii olarak tercih edilmektedir. Pek ¢ok S. cerevisiae susu, diger maya
tiirleriyle karsilagtirlldiginda diisiik pH degerleri, yiiksek seker konsantrasyonlari ve
etanole kars1 toleransa sahip olmasi gibi birgok avantaja sahiptir (Demir vd. 2006;
Rogers vd. 2007; Lainez vd. 2019). Oksijen varliginda veya diisiik seker miktarlarinda

dahi etanol tretebilmektedir. Yiiksek ozmotik dirence sahip olmakla beraber 4.0 gibi
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diisik pH seviyelerini de tolere edebilmektedir. 11 - 38 ° C sicaklik araliginda
gelisebilmektedir. Metabolizmas1 oksidatif fermantasyona sahip olacak sekilde
gelismistir, yani oksijen varliginda bile maya, glukoz fazla oldugunda fermentatif
metabolizma kullanir. Bu metabolik 06zellik genellikle Crabtree etkisi olarak
adlandirilmaktadir. Evrimsel siirecte milyonlarca yildir siiregelen bu 6zelligi sayesinde
hizli glukoz tiiketimi ve antiseptik nitelikteki etanol iiretme yetenegi nedeniyle ekolojik
nisinde avantaj sahibidir (Papini vd. 2012; Dai vd. 2018). Cevresel stres etkenlerine
kars1 dayaniklidir. S. cerevisiae, GRAS bir maya olarak ekmek, bira, alkol ve enzim
sanayisinde kullanilmaktadir (Origone vd. 2018; Suna ve Copur 2018). S. cerevisiae,
etanol fermantasyonunda ana metabolik yolak olarak glikolizi (EMP) kullanir, iiretilen

piruvat ise anaerobik kosullarda CO; ¢ikis1 ile etanole indirgenir (Liu vd. 2019).

Saccharomyces cerevisiae, esasen yiiksek bir etanol toleransina sahip oldugu ve
anaerobik fermantasyon kosullarinda yasayabildigi i¢in, endiistriyel etanol iiretiminde
tercih edilen ilk mayadir. Prokaryotlarin aksine, S. cerevisiae diisik pH kosullarini
tolere edebilir ve biiylk Olgekli endiistriyel {iretim i¢in ¢ok Onemli olan faj

enfeksiyonuna direnglidir (Govinden vd. 2001; Shi vd. 2022).

Kluyveromyces marxianus

Kluyveromyces marxianus, ilk olarak 1888'de E. C. Hansen tarafindan tanimlanmuistir.
Daha sonrasinda bu mayayi lizimden izole eden Marx'tan sonra Saccharomyces

marxianus olarak isimlendirmistir (Lodder ve Kreger-van Rij 1952).

K. marxianus, pastorize edilmemis siit ve siit iiriinleri, lagim suyu, misir ve {iziim gibi
bitkilerde bulunabilmektedir (Yu vd. 2021). Pentoz ve heksoz sekerler gibi genis bir
substrat spektrumu, yiiksek biiylime hizi, asir1 miktarda sekere maruz kaldiginda daha
az fermente olma egilimi ve bir diger ayirt edici 6zelligi ise 44 ile 52 °C arasindaki
sicakliklara kars1 termotolerant olusu gibi birgok 6zellige sahiptir. Kluyveromyces sp.,
GRAS grubuna (genel olarak giivenli kabul edilen) dahildir ve FDA ("Gida ve Ilag
Dairesi") tarafindan farmasotik ve gida kullanimlari igin giivenli kabul edilmektedir

(Lainez vd. 2019; Leonel vd. 2021). Crabtree negatif bir maya olmasinin yani sira
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yalnizca glukoz degil, ayn1 zamanda arabinoz, sellobiyoz, laktoz ve ksiloz gibi ¢esitli
sekerleri de asimile edebilmesi bakimindan diger maya tiirlerinden farklidir (Sakihama

vd. 2019).

Pichia stipis

Pentoz fermentatif bir maya olan P. stipitis, karbon kaynagi olarak sadece ksiloz
kullanmaktadir. P. stipitis, Crabtree negatif, haploid formda bir mayadir. Crabtree
pozitif bir maya olan S. cerevisiae'den farkli olarak, P. stipitis'te fermantasyonun
diizenlenmesi, etanol iiretiminin yalnizca oksijen sinirlayict hale geldiginde devreye
girdigi oksijen seviyelerine baghdir (Papini vd. 2012). GRAS bir mayadir (Lee vd.
2021). Osmotik basinca karsi diisiik bir dirence sahip oldugu igin yogun seker

ortaminda etanol tiretimi gerceklestiremez (Prasad vd. 2020).

Candida boidinii

Biyoetanol tiretiminde tercih edilen bir diger maya olan C. boidinii meyve epidermisi ve
mangrov c¢evresi gibi c¢esitli kaynaklardan izole edilmektedir. Biyoetanol iiretimi,
biyofilm olusturma yetenegi ve lipaz aktivitesi gibi biyoteknolojik potansiyele sahip
fermentatif bir mayadir. Diisiik pH seviyelerine dayaniklidir. Crabtree negatif olan bu
mayanin, Cl1  bilesiklerinin  metabolizmasinda  yer alan  metilotrofik
mikroorganizmalarin meydana getirdigi metanolii kullantyor olabildigi diisiiniilmektedir
(Araujo vd. 1995; Osawa vd. 2009; Sauer vd. 2010; Fehér vd. 2021). GRAS olmayan
bir mayadir (Boundy-Mills vd. 2019).

2.7.2 Bakteriler

Zymomonas mobilis

Bu bakteri ilk olarak, Meksika'nin geleneksel pulque ickisinde, tropikal Afrika'da
iiretilen palmiye saraplarinda ve olgunlasmis balda, seker bakimindan zengin bitki

Ozsularinin fermente edilmesiyle bulunmustur (Swings ve Ley 1977).
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Z. mobilis, piruvat dekarboksilaz ve alkol dehidrojenaz enzimleri araciligiyla ED yolagi
ile glukozdan etanol {reten, anaerobik, Gram-negatif bir bakteridir. Bu
mikroorganizmalar pentoz sekerlerini kullanamadiklarindan dolayr maksimum
iretkenligin Oniinde bir engel teskil etmektedirler (Komati Reddy vd. 2015; Liu vd.
2019). Dogada bulunan Z. mobilis, etanol iiretmek igin karbon kaynagi olarak sadece
heksoz sekerleri (glukoz, fruktoz ve siikroz) kullanabilmektedir. Bunun yani sira, 6n-
isleme tabi tutulmus lignoseliilozik biyokiitle hidrolizatlarinda en ¢ok bulunan ikinci
seker olan ksiloz gibi pentoz sekerleri kullanamaz. Model bir etanolojenik sus olan Z.
mobilis, yiiksek seker alim orani, etanol verimi, glukoz toleransi ve etanole karsi olan
yiiksek direnci gibi sahip oldugu essiz 6zelliklerinden dolay1 biiyiik ilgi gormektedir
(Rogers vd. 2007; Zhang vd. 2019).

Esherichia coli

Gram negatif, enterik ve ¢ubuk formda bir bakteridir (DeMars vd. 2016). Dogada
bulunan E. coli, anaerobik kosullar altinda bir mol glukozdan, iki mol asetat ve bir mol
etanol halinde metabolize edebildigi i¢in endojen bir islem yoluyla etanol iiretebilen bir
bakteridir (Koppolu ve Vasigala 2016). Etanol fermantasyonunda gliserolii metabolize
edebilir (Yazdani ve Gonzalez 2008).

2.7.2.1 Diger bakteriler

Cogu termofilik bakteri; seliilaz ve hemiseliilaz enzimleri tiretir. Biyokiitle doniistiirme
islemi agisindan Onemli bir maliyet avantaji olan harici hidrolitik enzimlerin
eklenmesine ihtiyag duyulmadan biyokiitleyi etanole fermente edebilir. Bu bakteriler
ayrica lignoseliilozik hidrolizatlarda bulunan hem pentoz hem de heksoz sekerlerini
metabolize ~ edebilmektedir. ~ Termofilik  bir  anaerobik  bakteri  olan
Thermoanaerobacterium saccharolyticum JW/SL-YS485, 45 — 65 °C sicaklik araliginda
ve 4.0 - 6.5 pH araliginda gelisim gosterir. Hemiseliiloz ve ksilan polimerlerinin yani
sira sellobiyoz, glukoz, ksiloz, mannoz, galaktoz ve arabinozun da dahil oldugu
seliilozik biyokiitledeki birincil sekerleri de dogrudan fermente edebilme yetenegine

sahiptir. Thermoanaerobacter etanolicus, 69 °C'de etanol iiretimi yapabilen ekstrem
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termofilik, spor olusturmayan, etanol iireten anaerobik bir bakteridir. Anaerobik ve
termofilik bir bakteri olan Clostridium thermocellum, 60 °C'de ve pH 7.0'da, seliilozu

dogrudan etanole fermente edebilmektedir (Kumar vd. 2009).

2.8 Literatiirde Yer Alan Baz1 Calismalar

Sudhakar vd. (2021) gergeklestirdikleri c¢alismalarinda S. cerevisiae araciligiyla,
harcanmig Ganoderma lucidum mantarindan elde edilen 8.28 mg/g indirgen sekerden 5

giinliik inkiibasyon sonrast nihai etanol verimi 1.57 g/L elde etmislerdir.

Chupaza vd. (2021), Azolla filiculoides bitkisinden S. cerevisiae, P. stipitis, Candida
lusitaniae ve K. marxianus mayalar1 araciligiyla ayr1 ayri olarak biyoetanol iiretimini
gerceklestirmis ve elde edilen degerleri karsilastirmislardir. Ayrica siilfiirik asit
(H2SO,), nitrik asit (HNO3) ve hidroklorik asit (HCI) o6n-islem metodlarini
karsilagtirarak, %25 verimle 16.7 g/L yiiksek monosakkarit konsantrasyonunun elde
edildigi H,SO, yontemini se¢mislerdir. Bununla birlikte Viscozyme, Celluclast ve
Cellic C-Tec2 enzimleri karsilagtirilarak 35.8 g/L yiiksek monosakkarit igeriginden
dolay1 enzimatik hidroliz i¢in Viscozyme enzimini se¢mislerdir. Etanol iretimi; K.
marxianus’den 26.8 g/L, C. lusitaniae’den 23.2 g/L, S. cerevisiae’den 18.2 g/L ve P.
stipitis’den 13.7 g/L olarak belirlenmistir.

Fehér vd. (2021) ¢alismalarinda misir lifini hammadde olarak kullanarak iki basamakli
asit hidroliz uygulayarak SSF ve SHF yontemiyle Dbiyoetanol iretimi
gerceklestirmislerdir. Asidik ve enzimatik fraksiyonlamadan sonra seliiloz hidrolizi
sonucu glukoz igerigi sirasiyla 64 g/L ve 25 g/L olarak bulunmustur. En yiiksek etanol
tiretimi, SHF ile C. boidinii tarafindan 30.3 g/L ve S. cerevisiae tarafindan 26.1 g/L

olarak elde edilmistir.

Raj ve Krishnan (2020) yaptiklar1 bir ¢alismada sulu amonyak 6n-islemi sonrasi seker
kamis1 kiispesinden iki asamali enzimatik hidroliz sonucu elde edilen ksiloz ve

glukozdan  Candida tropicalis araciligiyla  ksilitol ve etanol iiretimi
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gerceklestirmiglerdir. Nihai ksilitol verimi % 83.14 ve etanol verimi ise % 94.65 olarak

bulunmustur.

Prajapati vd. (2020) gerceklestirdikleri bir calismada seker kamisi kiispesinin
Aspergillus tubingensis enzimatik kokteyliyle enzimatik hidrolizi sonrasi1 Candida
shehatae araciligiyla etanol tiretimini gergeklestirmislerdir. 24 saatte glukozun tamami
tiilkenmis, 120 saate kadar ise ksilozun kullanimi1 devam etmistir. % 77.9 fermantasyon

verimliligi ile 15.54 g/l maksimum etanol iiretimi ger¢eklesmistir.

M’barek vd. (2020), Fas’ta ¢iiriimiis odun kalintisindan elde ettikleri Fusarium solani
ve Fusarium oxysporum funguslari araciligiyla zeytin degirmeni atiklarindan etanol
tiretimini  gergeklestirmislerdir. Maksimum etanol iiretimini 2.47 g/I. olarak F.

solani’den elde edilmistir.

Mazaheri ve Pirouzi (2020), patates kabuklariyla yaptiklari ¢alismada Z. mobilis
bakterisi araciligiyla etanol tliretimini gergeklestirmislerdir. %20 patates kabugundan a-
amilaz ve amiloglukozidaz ile enzimatik hidrolizi sonucu 88.2 g/L indirgen seker elde
etmislerdir. 61.3 g/L baslangi¢ sekerinin %78.9°u kullanilarak 23.3 g/l maksimum

etanol konsantrasyonu elde etmislerdir.

Mohapatra vd. (2020), Odisha’nin Atri kaplicalarindan izole ettikleri termofilik
bakteriler; Bacillus paranthracis ve Bacillus nitratireducens araciligiyla Pennisetum
sp.’den etanol tretimi gerceklestirmislerdir. Ultrasonikasyon destekli NaOH on-islem
sonrast 7.5 g/L substrat konsantrasyonu kullanarak 0.39 g/L maksimum etanol
konsantrasyonu elde etmislerdir. Buna ek olarak 0.009 g/L asetat, 0.13 g/L laktat varligi
tespit edilmistir.

Prasad vd. (2020) ¢alismalarinda, seliilitik fungal suslar araciligiyla piring kalintisindan
etanol liretimi gergeklestirmislerdir. Enzimatik aktivite sonucu en yiiksek indirgen seker
miktart Trichoderma reesei ile elde etmislerdir. Mikrodalga destekli alkali 6n-islem ve

T. reesei araciligiyla gergeklestirilen seliilitik aktivite sonrasi 55.6 g/L seker tespit
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etmiglerdir. S. cerevisiae araciligiyla 22.6 g/L, P. stipitis araciligiyla ise 25.3 g/L

maksimum etanol iiretimi gergeklestirmislerdir.

Nweze vd. (2021), yaptiklart bir ¢alismada Nijerya‘nin Nsukka bolgesindeki yerel
hayvanat bahgesi, market ve ormandan izole edilen toplamda 320 termotolerant maya
arasindan; 30 g/L ksilozdan 7 g/L’den fazla etanol liretebilen 3 termotolerant mayay1
se¢mislerdir. Hem glukoz hem de ksiloz kullanimi i¢in en iyi mayanin Pichia
kudriavzevii oldugunu belirlemislerdir. 24 saat iginde 3 izolat da ortamdaki glukozun
tamamini tiiketmistir. Fermantasyon ortamlarindaki ksilozun tiim kosullarda 96 saat

icerisinde tamamen tiikkendigini gézlemlemislerdir.

Mishra ve Ghosh (2020), kans ¢iminden ko-kiiltiir fermantasyonu araciligi ile etanol
iiretimi gerceklestirmislerdir. Baslangic seker konsantrasyonu; glukoz zengin fraksiyon
icin 40.32 g/L, ksiloz zengin fraksiyon i¢in 21.87 g/L olarak bulmuslardir. Maksimum
etanol konsantrasyonu; glukoz zengin ortamda detoksifiye edilmemis 26.9 g/L ve
detoksifiye edilmis 26.94 g/L olarak bulmuslardir. Ksiloz zengin ortamda ise
detoksifiye edilmemis 21.69 g/L ve detoksifiye edilmis 22.48 g/L olarak bulmuslardir.

Shankar vd. (2020) su stimbiilii ve muz yapragindan bireysel maya suslari araciligiyla
ksilitol ve etanoliin ko-iliretimini gergeklestirmislerdir. Su siimbiilii yapraginin seliiloz
icerigi; %16.59 ve muz yapragmin seliiloz igerigi; %19.89 olarak bulmuslardir.
Enzimatik hidroliz sonrast S. cerevisiae tarafindan tUretilen maksimum etanol; muz
yapragi; 8.1 g/L, su siimbiilii yapragi; 6.18 g/L olarak tespit etmislerdir. Asit hidrolizi
sonrast C. tropicalis tarafindan retilen maksimum ksilitol; muz yapragi; 13.1 g/L, su

stimbiilii yapragi; 11.2 g/L olarak tespit etmislerdir.

Zhao vd. (2019) yaptiklar1 bir ¢alismada asit hidrolizi sonras1 % 91.2 toplam seker
verimi ile 1 kg konjac tozundan; 34.2 g/L glukoz ve 51.6 g/L mannoz elde etmislerdir.
Gluconobacter oxydans araciligi ile 340 g mannonik asit ve C. shehatae araciligr ile 100

g etanol Uretimi gergeklestirmislerdir.
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2.8.1 Ko-fermantasyon stratejisi ile yapilan bazi ¢alismalar

Ko-fermantasyon yonteminde amag¢ ortamda bulunan farkli seker profillerinin es
zamanli olarak farkli mikroorganizmalar araciligiyla etkin bir sekilde tiiketilmesini
icermektedir. Ko-fermantasyon stratejisinin  kullanildigi baz1 ¢aligmalar asagida

verilmistir.

Wirawan vd. (2020) immobilize edilmis Zymomonas mobilis ve siispende edilmis
Pichia stipitis hiicreleri araciligiyla stirekli iki asamali biyoetanol {iretimini
gerceklestirmisglerdir. SHCF’de 0.36 g etanol/ g seliilozun etanol iiretkenligi 1.868
g/L/h olarak bulmuslardir. SSCF’de ise 0.414 g etanol/ g seliiloz etanol iiretkenligi ile
0.705 g/L/h olarak bulmuslardir.

Karagoz vd. (2012), S.cerevisiae ve P. stipitis araciligiyla, alkali hidrojen peroksit 6n-
islemine tabi tuttuklar1 kolza tohumu samanindan seliilloz ve hemiseliilozun fermente
edilebilir sekerlere déniisiimiinii gerceklestirmislerdir. On-islem sonras1 olusan kati ve
stvi faz1 slizerek ayirmuglardir. Kati fraksiyonu, aym kap icinde es zamanh
sakkarifikasyon ve ko-fermantasyon isleminde kullanmislardir. Optimal kosullari; 1 saat
+ 50 °C + %5 (v/v) H20O; olarak belirlemislerdir. Ancak optimum delignifikasyonun 0,5
M MgSO, eklendiginde gergeklestigini tespit etmislerdir. On-islemde elde edilen sivi
fraksiyondan 5.73 g/L, kat1 fraksiyondan ise P. stipitis araciligiyla ko-fermentasyon

sonrasinda 14.07 g/L etanol eldesiyle sonuglandigini bildirmislerdir.

Bu calismada Malik vd. (2021), lignoseliillozik bir biyokiitle olan pamuk sapinin
hammadde olarak kullanimiyla, immobilize edilmis mayalar tarafindan (Saccharomyces
cerevisiae YPH499 ve Pachysolen tannophilus) ko-fermantasyon sonucu biyoetanol
dretimini  gergeklestirmislerdir. ~ Pamuk  sapmin  lignoseliillozik  yapisinin
monosakkaritlere degredasyonu biyolojik ve kimyasal On-iglemler vasitasiyla elde
edilmistir. Fermantatif mayalar, bu enzimatik hidroliz sonucu ortaya ¢ikan pentoz ve
heksoz sekerlerini kullanarak biyoetanol iiretimini gerceklestirmistir. Biyoetanoliin
tiretimi sonucunda spektroskopik analizler (FTIR, XRD, SEM ve TGA dahil) yapilmis

olup, toplamda bes dongii sonunda maksimum seker verimliligini o6l¢miislerdir.
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Sonuglara bakildiginda ise her bir dongii sonunda verimliligin giderek azaldigini tespit

etmislerdir.

Bunun yanm sira genetik modifikasyona ugratilmis tek bir mikroorganizma araciligiyla
da es zamanl1 olarak ko-fermantasyon stratejisi ile pentoz ve heksoz sekerlerin etkin bir
sekilde tiikketimi gergeklestirilmesiyle biyoetanol {iiretimi gergeklestirilmektedir. Buna

iliskin baz1 6rnekler agsagida verilmistir.

Ikinci grup bir hammadde olan salt ¢iminden yabani maya tiirleri araciligiyla ko-
fermantasyon strtatejisi ile yaptiklar1 bir ¢calismada Antunes vd. (2022), biyokiitlenin
(salt ¢imi) fermente edilebilir seker (C5 ve C6) verimini arttirmak igin seyreltik asit ve
alkali On-isleme tabi tutmuslardir. Yeni izole edilmis yabani bir maya olan
Scheffersomyces parashehatae UFMG-HM-60.1b’yi kullanmiglardir. Kontrol igin S.
cerevisiae 174’l kullanmis ve C6 sekerler igin 0.46 g/g etanol Y s ve 0.70 g/L saat Qp
degerleri elde ederlerken, yabani sus i¢in ise bu degerleri 0.29 g/g Y s ve 0.38 g/L h Qp

olarak bulmuslardir.

Fernandez-Sandoval vd. (2019), g¢alismalarinda lignoseliilozik biyokiitleden etanol
iretimi i¢in tek basamakli ve iki basamakli siirekli kiiltiir ortamlarinda, karisik
sekerlerin (7.5 g/L glukoz ve 42.5 g/L ksiloz) ko-fermantasyonunu karsilastirmak igin
etanolojenik E.coli MS04’i kullanmiglardir. Ortam kosullari; mikro havalandirmali,
mineral igeren, diisiik seyreltme orani olarak belirlemislerdir. Tek basamakli stirekli
kiiltiir kosullarinda diisiik seyreltme oraninda (0.05 h™), 0.9 g/L saat hacimsel etanol
iiretkenligi elde edilirken, iki basamakli siirekli kiiltiir kosullarinda 0.15 h™* seyreltme
oraninda ise etanol verimi ve toplam seker tiiketiminde meydana gelen hafif bir azalma

ile birlikte hacimsel etanol tiretkenligin 1.6 g/L saate kadar arttigin1 belirlemislerdir.

Bir diger ¢aligmada ise Zhang vd. (2018), asit on-isleme tabi tutmus olduklar tath
sorgum kiispesi ve suyunu karisik olarak, es zamanli sakkarifikasyon ve ko-
fermantasyon (SSJCF) ile etanol iretiminde kullanmislardir. Siilflirik — asit
konsantrasyonunun etanol tretimi tzerindeki etkisini degerlendirmisler ve islem

esnasinda dikkate deger bi¢imde ¢ift fazli fermantasyon meydana geldigini
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gozlemlemislerdir. 20 FPU/g seliilaz ve baslangig siiresinde %2 siilfirik asit ile optimize
ettikleri kosullarda, 216 saatlik inkiibasyon sonrasinda 120.41 + 0.4 g/L etanol ile taze
tatli sorgum sapi; su ve monosakaritten zengin seliilozik biyokiitleden ise (toplam etanol
liretimi; tathh sorgum suyundan birinci grup ve tath sorgum kiispesinden ikinci grup

etanol liretimi olmak {izere) 67.75 g/kg etanol verimi elde etmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Kimyasallar ve Reaktifler

Deneylerde glukoz monohidrat, ksiloz, etanol, pepton, maya o6ziitii, patates dekstroz
agar (PDA), formik asit (>%98), asetik asit (%100), siilfiirik asit (%98), sodyum
potasyum tartarat tetrahidrat, MgSO,4.7H,0, ZnS0O,4.7H,0, CaCl,.2H,0, KH,PQ,, sitrik
asit monohidrat, NaOH ve hidrojen peroksit (%35 Merck/Almanya), 5-
hidroksimetilfurfural ve seliilaz enzimi (CelliCtec2/Sigma Aldrich) kullanilmistir. 1 M
stok sodyum sitrat tamponu, NREL protokoliine gore (Adney ve Baker 2008)
hazirlanmis ve deneyler sirasinda 50 mM'ye seyreltilmistir. Deneyler sirasinda

asagidaki cihazlar kullanilmastir:

Laboratuvar tipi degirmen (MiproLab/Tiirkiye), otoklav (ALP/CL-40 M/Almanya),
ultrasonik su banyosu (ISOLAB/621.05006/Almanya), c¢alkalayic1 inkiibator
(Gerhardt/Almanya/THO500), spektrofotometre (Shimadzu/UV-1201 V/Japonya), gaz
kromatografisi (Shimadzu/GC2010/Japonya), yiiksek performanslh sivi kromatografisi
(Shimadzu/Japonya), kirilma indisi dedektorii  (Shimadzu/RID10-A/Japonya),
santrifiijler (Hettich/Rotofix 32A ve Rotina 35 R/Almanya) ve su banyosu
(Memmert/WB22 ve WNB22/Almanya).

3.2 Maya Izolasyonu, PCR Ve Tanilanmasi

Ornekler, seker fabrikasi atiklarindan/Ankara'dan toplanmistir. Ornekler santrifiijlenmis
ve Potato Dextrose Agar (Merck-Almanya) ve 600.000 IU penisilin iceren Petri
plakalarma 0.1 mL inokiilim olarak yayilmistir. inkiibasyon sicaklign 30°C olarak
ayarlanmistir. Tek koloniler tekrarli yayma plak teknigi ile saflastirilmis ve saf koloniler
+4°C'de muhafaza edilmistir. ITS bdlgelerini biiylitmek i¢in ITS1 ve ITS4 primerleri
kullanilmistir (Glass ve Donaldson 1995). PCR ve dizileme islemleri igin dis
laboratuvardan (BM LAB/Ankara) hizmet alim1 yapilmistir.
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PCR kosullart asagidaki gibidir (her adim i¢in 30 dongii):

Denatiirasyon: 94°C 1 dakika boyunca, Baglanma: 55°C 45 saniye boyunca, Uzama:
72°C 45 saniye boyunca gergeklestirilmistir. Harici bir laboratuvarda (BM Lab, Ankara,
Tirkiye) DNA dizilemesi i¢cin ABI 3100 Genetic Analyzer cihazi kullanilmistir. Suslar,
DNA, 18S rDNA gen dizisi ve PCR analizlerinin NCBI/BLAST sonuglarina gore
tanilanmigtir. BLAST sonuglarina goére izolatin C. boidinii oldugu dogrulanmustir.
Mikroorganizmanin ITS dizisi GenBank veri tabaninda OK041521 erisim numarasi ile

saklanmaktadir.

3.3 Endiistriyel Cay Atigimin (ECA) On-islemi

Calismada kullanilan ECA, Cay Isletmeleri Genel Miidiirliigii (Cay-Kur)/Rize’den kuru
halde temin temin edilerek laboratuvar tipi 0.1 cm'lik bir degirmende 6giitiilmiis ve
deneylerde kullanilana kadar vidali kapakli bir sisede saklanmistir. Seyreltik asit ile 6n-
islem deneyleri icin %1 (v/v) stlfiirik asit (H,SO4/Merck-Germany) kullanilmistir.
ECA, seyreltik asit ile On-isleminden hemen sonra 121°C'de 15 dakika siireyle
otoklavlanmigtir. Seyreltik asit On-islemi sonrasinda ECA’nin pH’1 0.7-0.8 olarak
bulunmustur. AHP 6n-islemi ise Saha ve Cotta'ya (2014)’e gore kiigiik degisikliklerle
gerceklestirilmistir. AHP 6n islemi i¢in %1 H20, kullanilmis ve deneylerden dnce pH,
NaOH ile 11.5'e ayarlanmigtir. AHP, 72 saat boyunca 25°C'de gergeklestirilmis ve
sonrasinda ECA, 121°C'de 15 dakika boyunca otoklavlanmistir. Ultrasonikasyon
destekli seyreltik asit ve AHP 6n-islemi i¢in sirastyla ECA’ya %1 (v/v) siilfirik asit
(H,SO4/Merck-Germany) ve %1 H,0, uygulandiktan sonra 30 °C’de 30 dakika boyunca
(50 Hz/400 W) ultrasonik su banyosunda tutulmustur (Zhang ve Cai 2008; Hendriks ve
Zeeman 2009). Her iki 6n-islem yonteminde de geri plandaki sekerleri 6nlemek igin

yikanmis ve yikanmamis biyokiitle kullanilmistir.
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3.4 Enzimatik Hidroliz

Enzimatik hidroliz ig¢in bir selilaz olan CelliCTec2 kullanilmistir. Enzim
konsantrasyonu, 15 Filtre Kagidi Birimi (FPU)/g seliilloza ayarlanmistir. Enzimatik
hidroliz 50°C'de gergeklestirilmis ve hidrolizatin pH", calkalayici inkiibatérde 100
rpm'de 50 mM sitrat tamponu ile 4.8'e ayarlanmistir. Enzimatik hidroliz 72 saat

boyunca devam ettirilmistir (Adney ve Baker 2008).

3.5 Inhibitérlerin Mikrobiyal Biiyiime ve Biyoetanol Uretimine EtKkisi

Artan inhibitér konsantrasyonlarinin mayalarin mikrobiyal biiylimesi ve etanol
tiretimine etkileri sentetik YPD (3.0 g/L maya 6ziitii, 5.0 g/L pepton, 20.0 g/L glukoz)
besiyerinde arastirilmistir. Bu amagla bes farklt YPD besiyeri hazirlanmis ve bu

besiyerlerinin bilesimleri asagida verilmistir.

Besiyeri 1: Yalnizca YPD,

Besiyeri 2: YPD, 0.5 g/L asetik asit, 0.01 g/L formik asit, 0.01 g/L HMF,
Besiyeri 3: YPD, 1 g/L asetik asit, 0.05 g/L formik asit, 0.05 g/L HMF,
Besiyeri 4: YPD, 5 g/L asetik asit, 0.1 g/L formik asit, 0.1 g/L HMF,
Besiyeri 5: YPD, 10 g/L asetik asit, 0.2 g/L formik asit, 0.2 g/L HMF.

3.6 Fermantasyon Deneyleri

Inkiibasyon sicakligi, fermantasyon deneyleri igin 100 rpm karistirma hizinda 96 saat
boyunca 30°C'ye ayarlanmistir. ECA besiyerine, ZnSO,4 (0.05 g/L), CaCl;, (0.1 g/L),
MgSQO,.7H,0 (0.5 g/L), KH2PO4 (1.0 g/L), pepton (5.0 g/L) ve maya oziitii ( 3.0 g/L)
ilave edilmistir. Her bir mayanin ksiloz asimilasyon kapasitesi ko-fermantasyon
deneylerinden once sentetik ksiloz, pepton, maya oOziitii iceren (YPX) besiyerinde
arastirilmistir. YPX besiyeri igerigi; maya 6ziitli (3.0 g/L), pepton (10.0 g/L) ve ksiloz

(20.0 g/L) olarak kullanilmigtir. Toplam inokiilasyon orani S. cerevisiae igin 4.3 x 10
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CFU/mL, C. boidinii i¢in 4.7 x 10" CFU/mL'ye yaklasik olarak karsilik gelen %5'e (v/v)

ayarlanmugtir.

Mayalarin bes farkli inokiilasyon orani (% v/v, 100:0, 75:25, 50:50, 25:75, 0:100 bu
oranlarin yaklasik olarak karsihigs; 4.3 x 10” CFU/mL S. cerevisiae, 3.2 x 10’ CFU/mL
S. cerevisiae/1.1 x 10" CFU/mL C. boidinii, 2.1 x 10" CFU/mL S. cerevisiae/2.3 x 10’
CFU/mL C. boidinii, 1.0 x 10" CFU/mL S. cerevisiae/3.5 x 10" CFU/mL C. boidinii ve
4.7 x 10’ CFU/mL C. boidinii) ko-fermantasyon deneyleri i¢in secilmistir.

3.7 Analitik Yontemler

Etanol tayini i¢in gaz kromatografi sistemi kullanilmistir. 1.5 mL alinan numuneler, GC
analizinden Once siiziilmiis ve 10000 rpm'de 10 dakika santrifiijlenmistir. Stipernatant
filtrasyonu i¢in 0.22 pm membran filtre kullanilmis ve enjeksiyon hacmi 1 pL olarak
ayarlanmistir. Etanol 6l¢iimii ig¢in Restek Rtx-Wax kolonu (60 metre uzunluk, 0.25
milimetre i¢ ¢ap) ve alev iyonizasyon dedektorii (FID) kullanilmistir. GC analizinde
mobil faz olarak azot gazi kullamlmustir. ilk ve son kolon sicakliklari sirasiyla 50 ve
150°C'ye ayarlanmistir. Dedektor ve enjeksiyon portunun sicakliklar: sirastyla 160°C ve
140°C olarak ayarlanmistir (Wistara vd. 2016). ECA'da bulunan 5-hidroksimetilfurfural
(HMF), asetik asit ve formik asidin 6lgtimii i¢in kirilma indisi detektorii (RID-10A) ve
Coregel 87H3 (Transgenomik) kolonu ile donatilmis HPLC kullanilmistir. Analizden
once, 1.5 mL alinan numuneler 10000 rpm'de 10 dakika santrifiijlenmis ve siipernatant,
HPLC analizinden 6nce 0.22 pm membran filtreden siiziilmiistiir. Toplam akis 0.6
mL/dk'ya ayarlanmis ve kolon sicakligi siirekli olarak 70°C'de tutulmustur. Mobil faz
olarak 5 mM H,SO, kullanilmistir (Motoda vd. 2019). Toplam indirgen seker,
dinitrosalisilik asit (DNS) yontemiyle ol¢iilmiistiir (Miller 1959). Enzim aktivitesi
(Filtre Kagidi birimi/FPU) (Adney ve Baker 2008)'e gore tanimlanmistir. Enzim
aktivitesi Filtre Kagidi Birimi (FPU) 121 FPU/mL olarak bulunmustur.

Asagida sunulan denklem (1), teorik etanol verimlerinin hesaplanmasini gostermektedir

(Kim ve Lee 2007).
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Denklem (1):

Feorik etamnol . Etanol (g/L) 100
_ X
eorik etanol verimi (%) Baslangig sekeri (g/L) X 0.511

Hacimsel etanol iiretkenligi (Qp) degerleri Denklem (2), daha 6nce (Roca ve Olsson

2003) tarafindan elde edilmistir.
Denklem (2):

Etanol (g/L)

Qp (8/Ls) =

maksimum etanol

Ypss degerleri Denklem (3), (Yiicel ve Aksu 2015)’ya gore hesaplanmaistir:
Denklem (3):

Maksimum etanol (g/L)
Tuketilen seker (g/L)

Yp/s (8/8) =

Spesifik biiyiime hiz1 (i), Denklem (4)'e gore birim zaman basina biyokiitledeki (g/L)
artis olarak hesaplanmistir (Oliveira vd. 2011).

Denklem (4):

In(x2:x1)

Pmaks. = (1/s): 2=t

Bu denklemde x biyokiitle (g/L), t ise her bir numuneden belirli bir zamanda alinan

ornegi gostermektedir.

3.8 Endiistriyel Cay Atiginin (ECA) Baz1 Yapisal Ozelliklerinin Belirlenmesi

ECA’nin nem igerigi (Nielsen 2017)’e gore belirlenmistir. ECA’nin hemiseliiloz igerigi
NREL protokoliine gore (Sluiter vd. 2008) hesaplanmistir. ECA'nin  seliiloz
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konsantrasyonu, standart ISO protokolii 5498—1981'e gore olgiilmiistiir (Smiechowska
ve Dmowski 2006). Seliiloz 6l¢iimii harici bir laboratuvar (Diizen Norwest/Ankara)

tarafindan yapilmstir.

3.9 Mayalarin Toplam Protein Iceriginin Belirlenmesi

Mayalarin toplam protein igerigi Lowry yontemine gore belirlenmistir (Lowry vd.

1951).

3.10 Mayalarin Glukoz ve Ksiloz Kullamim Kapasitelerinin Belirlenmesi

Mayalarin farkli seker kullanim kapasitelerinin belirlenmesi adma iki farkli sentetik
besiyeri hazirlanmistir. Sentetik besiyerlerine (YPD; pH: 4.8, maya o6ziiti (3.0 g/L),
pepton (10.0 g/L), glukoz (20.0 g/L), XPY; pH: 4.8, maya 6ziitii (3.0 g/L), pepton (10.0
g/L), ksiloz (20.0 g/L)) S. cerevisiae ve C. boidinii mayalar1 inokiile edilmistir.

3.11 istatistiksel Analiz

Varyans Analizi (ANOVA) ile test edilen gruplar arasindaki farkin anlamliligini
belirlemek i¢in SPSS 25.0 yazilimu ile istatistiksel analizler yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Endiistriyel Cay Atiginin (ECA) Kimyasal Bilesimi

Calismanin bu béliimiinde ECA'nin bazi yapisal ve kimyasal 6zellikleri belirlenmistir.
Hammaddenin seliiloz, hemiseliiloz ve nem igerikleri sirasiyla %33.8, %18.9 ve %7.8
olarak bulunmustur. Ayrica bu c¢aligmada enzimatik hidroliz dncesi %10 biyokiitle
konsantrasyonunda glukoz, arabinoz ve diger sekerler sirasiyla %34.43, %28.67 ve
%36.90 olarak tespit edilmistir. Enzimatik hidrolizden sonra ECA besiyerinde baskin
seker olarak glukozun bulundugu ve bu sekerin ECA besiyerindeki yiizdesinin
%34.43'ten %56.20'ye yiikseldigi gdzlemlenmistir.

42 Farkh On-islem  Yontemlerinin  Fermente  Edilebilir  Seker
Konsantrasyonlarina Etkisi

Farkli on-islem yoOntemlerinin fermente edilebilir seker konsantrasyonlarma etkisini
degerlendirmek i¢cin ECA'nin genel On-islemi ve hammaddeden biyoetanol iiretim
yaklagimlar1 Sekil 4.1 ve Cizelge 4.1'de verilmistir. On-islem tipinin seliilozik
fraksiyonun enzimatik hidrolizi iizerindeki etkisini gérmek i¢in, 6n-islem uygulanmis

ECA su ile yitkanmis ve boylece hemiseliiloz kaynakli sekerler giderilmistir.
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ECA

(% 5, 10, 20 wiv)
A——'-"_'--'—'—F-d— —‘_-\_H—-—._;

Seyreltik asit / otoklav én-islem AlKkali hidrojen peroksit 6n-

5. cerevisiae : 12.1 g/ islem
(% 1 HaSOy) (viv), 121 °C, 15 dk.
C. boidinii OK041521: 14.1 g/L l (% 1, viv,25°C, 72 s.)

Biyoetanol

Enzimatik hidroliz

(15 FPU/g substrat, 50 °C, 72 s.)

!

Ko-fermentasyon

(C. Boidinii OK041521 ve
S.cerevisiae 30 °C, pH: 4.8)

l

Biyoetanol

% 25 S. cerevisiae
219 9L

| Ko-fermentasyon | +

| % 75 C. boidinii OK041521

Sekil 4.1 Ko-fermantasyon yaklasimiyla ECA'dan biyoetanol {iretiminin sematik
gosterimi

Bu 6n-igslem ve yikama sonrasinda elde edilen indirgen seker miktarlar1 Cizelge 4.1°de
gosterilmektedir. Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi seyreltik asit ve AHP 6n-islem tiplerine
ultrasonikasyonun herhangi bir etkisinin olmadig1 gosterilmistir. Ultrasonikasyon
destekli on-islem uygulanan ve enzimatik hidrolize tabi tutulmus yikanmayan %10
ECA’dan seyreltik asit ve AHP on-islem ile sirasiyla en yiiksek 38.19 g/L ve 25.29 g/L
glukoz ve 16.84 g/L ve 8.28 g/L ksiloz bulunmustur.
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Cizelge 4.1 Ultrasonikasyon destekli/desteksiz seyreltik asit ve AHP ile dort farkl
kombinasyonda On-igleme tabi tutulmus enzimatik hidroliz Oncesi ve
sonrasindaki (ytkanmamis ve yikanmis) %10 ECA’da indirgen seker
konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi

Indirgen seker konsantrasyonu
(%10 ECA, w/v kuru agirhk)
Enzimatik hidroliz Enzimatik hidroliz . Enzolmatlk
uygulanmayan sonrasi hidroliz sonrasi
S5 yikanmamis %10 yikanmis %10
indirgen seker A A
. ECA indirgen ECA indirgen
miktar1 (%10 . .
ECA) (g/L) seker mll:tarl seker mlle(tarl
i (L) (glL)
On-islem Tipi Glukoz | Ksiloz | Glukoz | Ksiloz | Glukoz | Ksiloz
I a 17.27 10.05 38.19 16.84 18.02 7.57
seyrelik asittOtoklav™ | "5 5 | 403 | 29 | x12 | 61 | 435
- f;ynri‘i('gsk g‘z‘iomkl 1217 | 372 | 2032 | 1166 | 995 | 441
avby +1.2 +0.6 +11.5 +6.6 +0.4 +0.2
AHP+Otoklav® 8.72 2.64 25.29 8.28 12.51 6.22
+1.6 +0.4 +3.6 +2.1 +5.0 +2.9
AHP+Ultrasonikasyon+ 11.91 2.73 13.78 7.91 6.73 3.86
Otoklav® +2.3 +0.8 +2.6 +1.5 +0.3 +01

®Seyreltik asit+Otoklav; %1 H,SO,, viv, pH:4.8, 121 °C ve 15 dk otoklav

bSeyreltik asit+Ultrasonikasyon+Otoklav; %1 H,SO;, v/v, pH:4.8, 30 °C ve 30 dk Ultrasonikasyon, 121
°C ve 15 dk otoklav

*AHP+O0toklav; %1 H,0,, v/v, pH:11.5, 25 °C, 72 saat, 121 °C ve 15 dk otoklav
YAHP+Ultrasonikasyon+Otoklav; %1 H,O,, v/v, pH:11.5, 25 °C, 72 saat, 30 °C ve 30 dk
Ultrasonikasyon, 121 °C ve 15 dk otoklav

°*Enzimatik hidroliz; 15 FPU/g seliiloz, 50 °C ve 72 saat

Seker konsantrasyonlar1 agisindan AHP ve seyreltik siilfiirik asit On-islemlerinin
karsilastirilmas1 Sekil 4.2°de gosterilmistir. Sonuglara gore, seyreltik asit 6n-iglemi, tlim
gruplarda 6nemli Olgiide yiiksek seker konsantrasyonlarina neden olmustur. Seyreltik
asit ile On-isleme tabi tutulmus ve enzimatik olarak hidrolize edilmis ECA
hidrolizatindan elde edilen maksimum seker miktar1 38.19 g/L olarak bulunmustur.
Ancak bu deger, ECA'nin AHP 6n-iglemine ve enzimatik hidrolize tabi tutulmus biitiin
hidrolizatinda sadece 25.29 g/L olarak bulunmustur. AHP ve seyreltik asitt+otoklav ile
On-isleme tabi tutulmus yikanmis biyokiitlenin indirgen seker konsantrasyonlar
sirasiyla 12.51 g/L ve 18.02 g/L olarak bulunmustur. Sadece seyreltik asitle 6n-igleme
tabi tutulan fakat enzimatik hidroliz uygulanmayan ECA'dan ise 17.27 g/L indirgen
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seker elde edilmistir. Bu deger, enzimatik hidroliz olmadan sadece AHP ile 6n-isleme

tabi tutulmus yikanmis ECA 6rneginde ise sadece 8.72 g/L olarak bulunmustur.

45

40 -+

35 - I

30 +

abc

15 1 ab

1

Indirgen seker (g/L)

On-islem tipi

* Ayni gruplarda bulunan farkli iist simgeler anlamli farklilik gostermektedir.

Sekil 4.2 Farkli 6n-islem yontemlerinin ECA'nin indirgen seker konsantrasyonuna etkisi
(Biyokiitle konsantrasyonu: %10, enzim konsantrasyonu: 15 FPU/g seliiloz)
1: Yalnizca AHP on-islemi, 2: AHP + enzimatik hidroliz + ECA'nin yikanmis
fraksiyonu, 3: AHP + enzimatik hidroliz + ECA bulamacinin tamami, 4:
Yalnizca seyreltik asit On-islemi, 5: Seyreltik asit + enzimatik hidroliz +
ECA'mim yikanmis fraksiyonu, 6: Seyreltik asit + enzimatik hidroliz + ECA
hidrolizatin tamamu

4.3 Baslangic Biyokiitle Konsantrasyonunun Inhibitor Bilesikler ve Biyoetanol
Uretimine Etkisi

Cizelge 4.2 seyreltik asitle On-igleme tabi tutulmus ECA varliginda mayalarin
biyoetanol iiretimleri ile inhibitor bilesiklerin ve indirgen sekerlerin konsantrasyonlarini
gostermektedir.  Cizelgeye gore %20 baslangic biyokiitle konsantrasyonu
kullanildiginda maksimum glukoz ve ksiloz miktarlar1 sirasiyla 54.43 g/L ve 23.61 g/L
olarak gozlemlenmistir. Ayn1 sekerler %5 ECA varliginda ise 25.26 g/L. ve 10.54 g/L
olarak bulunmustur. Sonuglar, daha yiikksek ECA konsantrasyonu kullaniminin daha

yiiksek indirgen seker konsantrasyonu ile sonuglandigini gostermistir.
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Cizelge 4.2 Seyreltik asit ile on-isleme tabi tutulmus ve enzimatik olarak hidrolize
edilmis ECA varliginda mayalarin inhibitoér bilesikleri, indirgen seker,
etanol konsantrasyonlar1 ve biliyiime kinetigi (pH: 4.8, enzim
konsantrasyonu: 15 FPU/g seliiloz, fermantasyon siiresi: S. cerevisiae igin
24 saat, C. boidinii OK041521 i¢in 48 saat)

Biyokiitle konsantrasyonu
(%, w/v kuru agirhk)

5 10 20

Asetik asit 0.66' 0.80' 0.90'

(g/L) +0.1 +0.1 +0.0
Formik asit 0.023¢ 0.032° 0.0349

(g/L) +0.0 +0.0 +0.0

5-HMF 0.33" 0.67' 0.76'

(g/L) +0.0 +0.0 +0.0
. Glukoz 25.26° 38.19%° 54.43°
Indirgen seker +0.3 +2.9 +6.6
(o/L) Ksiloz 10.54° 16.84° 23.61°
d:l.lk d:1.2I d:0.4I

. ol 6.46 11.58 14.1
kOI’?SI}a/fc:f:ZQ)(I)(I)nU " :I:O.Sm :|:0.2m n il.ln

(g/L) S. cerevisiae > e 121

' +0.5 +0.3 +1.4

A 0.09° 0.10° 0.11°

A C. boidinii 0.0 0.0 0.0
(1/saat) S cerevisiae 0.15° 0.16° 0.17°

' +0.0 +0.0 +0.0

*5-HMF: 5-Hidroksimetilfurfural
** Ayni satirda iist simgedeki farkli harfler anlamli farklilik gosterir

Ayrica, daha yiiksek konsantrasyonda biyokiitle kullanimi1 beklenildigi gibi daha yiiksek
konsantrasyonda inhibitor bilesik miktarina neden olmustur. ECA konsantrasyonu
%S5'ten %20'ye kadar artirilldiginda asetik asit, formik asit ve HMF konsantrasyonlar1
sirastyla 0.66 g/L, 0.023 g/L ve 0.33 g/L'den 0.90 g/L, 0.034 g/L ve 0.76 g/L'ye
yiikselmistir. Mayalarin etanol iiretiminde de benzer bir egilim gozlemlenmistir. %20
ECA konsantrasyonunda C. boidinii ve S. cerevisiae'nin en yiiksek etanol miktarlari

sirasiyla 14.1 g/L ve 12.1 g/L olarak tespit edilmistir.

Yiksek biyokiitle konsantrasyonu ve 24-48 saatlik hidroliz, ticari ikinci nesil etanol
tretimi i¢in ciddi engeller olarak kabul edilmektedir (Dias vd., 2011). Benzer sekilde
mevecut caligmada da en yiiksek etanol tretimi %20 gibi yiiksek biyokiitle
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konsantrasyonu ve 24-48 saatlik fermantasyon siiresinde gézlenmistir. Ayrica, biyokiitle
miktar1 %5'ten %20'ye ylikseldiginde biraz daha yiiksek pmas. degerleri elde edilmistir.
En yiiksek pmaks, %20 ECA varliginda C. boidinii ve S.cerevisiae i¢in sirasiyla 0.11
1/saat ve 0.17 1/saat olarak bulunmustur. Ayn1 mayalar icin %5 ECA kullanildiginda ise
bu degerler 0.09 ve 0.15 1/saat'e diismiistiir.

Artan inhibitdr konsantrasyonlarinin mayalarin mikrobiyal biliylimesi ve etanol
tiretimindeki etkileri sentetik YPD besiyerinde arastirilmistir. Bu amagla asetik asit (0,
0.5, 1.0, 5.0 ve 10 g/L), formik asit (0, 0.01, 0.05, 0.1 ve 0.2 g/L) ve HMF (0, 0.01,
0.05, 0.1 ve 0.2 g/L) artan konsantrasyonlarini igeren bes farkli besiyeri hazirlanmistir.
Mayalarin etanol iiretimi ve mikrobiyal biiylimesi Sekil 4.3 (a)'da sunulmaktadir. En
yiiksek biyoetanol konsantrasyonlar: sirasiyla Besiyeri 2°de S. cerevisiae (7.24 g/L) ve

Besiyeri 3’te C. boidinii'de (7.34 g/L) gbzlemlenmistir.

ES. cerevisiae Kuru agirlik (g/L) a
C. boidinii OK041521 Kuru agirhik (g/L)

-8-S. cerevisiae Etanol (g/L)
C. boidinii OK041521 Etanol (g/L)

5 - -9

1 -8

~ 4] N ‘__———é"" - 7
= — : : -
on . F6
231 .7 - , L5 2
):a:bz- * I * \‘: 4 5
= I | ® 3 W

'\'Al_ ". >

II‘ l

0" T T T 0

1 2 3 4

Fermentasyon ortamu tipi

Sekil 4.3 (a) Sentetik YPD (maya 6ziitii: 3 g/L, pepton 10 g/L, glukoz: 20 g/L) besiyeri
varliginda S. cerevisiae ve C. boidinii OK041521'in biyoetanol iiretimi ve
mikrobiyal biiylimesi sirasinda artan inhibitér konsantrasyonlar1 (Besiyeri 1:
Yalnizca YPD, Besiyeri 2: YPD, 0.5 g/L asetik asit, 0.01 g/L formik asit, 0.01
g/L HMF, Besiyeri 3: YPD, 1 g/L asetik asit, 0.05 g/L formik asit, 0.05 g/L
HMF, Besiyeri 4: YPD, 5 g/L asetik asit, 0.1 g/L formik asit, 0.1 g/L HMF,
Besiyeri 5: YPD, 10 g/L asetik asit, 0.2 g/L formik asit, 0.2 g/L HMF)
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Biyoetanol konsantrasyonlarini artirmak i¢in ko-fermantasyon stratejisi, etanol verimini
artirilabilecegi ve genel islem maliyetlerini azaltabilecegi i¢in gelismemis ancak umut
vadedici bir yontemdir (Chen 2011). Sekil 4.4 (b), sentetik YPX ve YPD besiyerinde
her iki mayanin fermantasyonu sirasinda ksiloz ve glukoz konsantrasyonlarini
gostermektedir. Sonuglar, 96 saatlik fermantasyon siiresinin sonunda hem ksiloz hem de

glukozun C. boidinii tarafindan neredeyse tamamen tiiketildigini gostermektedir.

—&—C. boidinii OK041521 ksiloz tikketimi b

—A—S. cerevisiae ksiloz tiiketimi

—0—C. boidinii OK041521 glukoz tiiketimi
——S. cerevisiae glukoz tiiketimi
20 + 20
Q15 15
ol S{J
5 N
O =
= =
10 A F 10 ©
5 5
O T T i v 0

0 24 48 2 96

Fermentasyon zamani (saat)

Sekil 4.4 (b) S. cerevisiae ve C. boidinii OK041521'in fermantasyonu sirasinda sentetik
YPX ve YPD besiyerlerinde kalan ksiloz ve glukoz konsantrasyonlar1 (pH:
4.8, YPX: Maya oziitii: 3.0 g/L, pepton: 10.0 g/L, ksiloz: 20.0 g/L, YPD:
Maya ozitii: 3.0 g/L, pepton: 10.0 g/L, glukoz: 20.0 g/L)

Sekil 4.5 (c)’de gosterilen ECA Dbesiyerinde ko-fermantasyon igin maya
konsantrasyonlari sirasiyla %100 C. boidinii, %100 S. cerevisiae, %25 C. boidinii / %75
S. cerevisiae, %25 S. cerevisiae / %75 C. boidinii, %50 C. boidinii / %50 S. cerevisiae

olarak kullanilmstir.

Mayalarin etanol tiretimi ve seker tiiketimi Sekil 4.5 (c)-4.7 (e)'de gosterilmistir. Sekil

45 (c)’de ko-fermantasyon adiminda, S. cerevisiae inokiilasyon orant %25'e
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distiriildiigiinde etanol iiretimi kademeli olarak artmis ve %25 S. cerevisiae-%75 C.
boidinii igeren ECA besiyerinde maksimum etanol 21.91 g/L olarak gézlemlenmistir.
Yalnizca S. cerevisiae veya yalnizca C. boidinii iceren ECA besiyerinde bu degerler
sirasiyla 12.1 g/L ve 14.1 g/L olarak saptanmistir. Bu durum ko-fermantasyon
besiyerinin, S. cerevisiae inokiilasyon oranimin diisiik olmasi durumunda S. cerevisiae
tarafindan domine edilememesi ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu sekilde, bir
Crabtree negatif bir maya olan C. boidinii, biiyime ve etanol iiretimi i¢in uygun

kosullara erigsmis olabilicegi diisiiniilmektedir. (Osawa vd. 2009).

25 4—0—%100sC” b c
-0-%75 SC + %25 CB OK041521

—~—%50 SC + %50 CB OK041521°
~0-%25 SC + %75 CB OK041521 ®
1-%-%100 CB OK041521°

20

—
(V)]

—
(=]

Etanol (g/L)

0 24 48 72
Fermentasyon zamani (saat)

Sekil 4.5 (c) ECA besiyerinde ko-fermente edilmis S. cerevisiae ve C. boidinii
OKO041521'in etanol tiretimi

Sekil 4.6 (d) ve 4.7 (e)’de ko-fermente edilmis ECA besiyerinin glukoz ve ksiloz
konsantrasyonlar1 gosterilmistir. Sonuglara gore, artan S. cerevisiae oranlari, artan C.
boidinii oranlarina gére daha hizli glukoz tiiketimi ile sonuglanmis ve 48 saat sonunda
glukoz neredeyse tamamen tiikkenmistir. ECA besiyerinde daha yavas ksiloz tiiketimi
gozlemlenmesine ragmen %100 S. cerevisiae igeren ECA besiyeri disindaki tiim
gruplarda ksilozun etkin olarak kullanildigi tespit edilmistir. Ayrica, artan C. boidinii
oranlari, dnemli 6lgiide daha yiiksek ksiloz tiiketimine neden olmustur. C. boidinii'nin

Crabtree negatif dogasinin yavas glukoz tiiketim oranlarina neden olabilmesine karsin,
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bu mayanin etkin ksiloz asimilasyon kapasitesi daha yiiksek etanol iiretimi ile

sonuc¢lanmistir.
70 ——9%100 SC2
a
—— %75 SC + %25 CB OK 041521 d
60 - —A— %50 SC + %50 CB OK041521"
a
—0O— %25 SC + %75 CB OK041521
50 - K- %100 CB OK041521°
—
= 40 -
on
N
g
= 30 A
=
@)
20 -~
10 1
0 T T T

0 24 48 72

Fermentasyon zamani (saat)

Sekil 4.6 (d) ECA besiyerinde glukoz bazli seker kalintilar1 (pH: 4.8, ECA: %20, SC:
Saccharomyces cerevisiae, CB: Candida boidinii OK041521)

30 1~ €
25 -
~0-%100 SC "

20 A —0- %75 SC + %25 CB OK041521"
%D %50 SC + %50 CB OK041521°
w15 —0—%25 SC + %75 CB OK041521°
=]
= ~%-%100 CB OK041521°
M

10 A

5 .

O T T T

0 24 48 72

Fermentasyon zamani (saat)

Sekil 4.7 (e) ECA besiyerinde ksiloz bazli seker kalintilari (pH: 4.8, kati
konsantrasyonu: %20, SC: Saccharomyces cerevisiae, CB: Candida boidinii
OK041521)

Cizelge 4.3'de ko-fermantasyonlu ve ko-fermantasyonsuz kosullara ait Kkinetik

parametrelerin karsilastirmasi verilmistir. Ko-fermente edilmis ECA besiyeri varliginda
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kinetik parametrelerin de iyilestirildigi goriilebilmektedir. Ornegin, %100 S. cerevisiae
ve %100 C. boidinii igeren besiyeri varliginda sirasiyla teorik verimin %2100 S.
cerevisae 24 saat sonunda %43.6’sma ve %100 C. boidinii ise 48 saat sonunda
%351.0’1na ulasmustir. %25 S.cerevisiae -%75 C. boidinii i¢eren besiyeri varliginda ise
bu deger %78.7 olarak artmistir. Cizelge 4.3'de gosterildigi gibi, daha yiiksek S.
cerevisiae konsantrasyonlari, hem 24 hem de 48 saatlik fermantasyon siireleri i¢in daha
yiiksek pmaks. degerleri ile sonuglanmistir. Optimize edilmis kosullarda en yiiksek
biyoetanol 48 saat sonunda 21.9 g/ olarak bulunmustur ve biyoetanol
konsantrasyonlar1 tiim gruplarda seker tiiketimiyle paralel olarak azalmistir. Bu durum
ortamdaki biriken etanoliin tiiketimiyle iligkilidir. Etanol metabolizmas1 boyunca
gliserol iiretilmemis ve redoks dengesi yeniden diizenlenmistir (Babazadeh vd. 2017;

Thomson vd. 2005).

Cizelge 4.3 Seyreltik asit ile On-isleme tabi tutulmus ve enzimatik olarak hidrolize
edilmis ECA'min fermantasyonu / ko-fermantasyonundan elde edilen
mayalarin kinetik parametreleri ve biiylime kinetikleri (pH: 4.8, kati
konsantrasyonu: %20, enzim konsantrasyonu: 15 FPU/g seliiloz)

Inokiilasyon Oram (%)
Zaman
%75 SC %050 SC %025 SC
(saat) | 95100SC | 9100 CB + + +

%025 CB %050 CB %75 CB
Teorik 24 43.6 34.4 52.9 63.0 35.8
(%) 48 390.4 51.0 43.6 44.8 78.7
Yers 24 0.27 0.38 0.32 0.38 0.33
(9/9) 48 0.22 0.30 0.23 0.24 0.44
Qo 24 0.50 0.39 0.61 0.73 0.41
(g/L.s) 48 0.22 0.29 0.25 0.26 0.45
Etanol 24 12.1 9.5 14.7 17.5 9.9
(g/L) 48 10.9 141 121 124 21.9
Hmals. 24 0.27 0.20 0.26 0.25 0.24
(1/s) 48 0.14 0.11 0.13 0.13 0.12

*SC: Saccharomyces cerevisiae, CB: Candida boidinii OK041521

ECA besiyerinde 24 saat sonunda %100 S. cerevisiae konsantrasyonu varliginda

maksimum pmaks, 0.27 1/saat olarak elde edilmistir. %100 C. boidinii kullanildiginda ise
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bu deger 0.20 1/saat olarak gdzlemlenmistir. Ote yandan, fermantasyon igin %100 C.
boidinii kullanildiginda en diisiik pmaks. 0.11 1/saat olarak bulunmustur. Bu sonuglar, S.
cerevisiae'nin oksijen varliginda glukoz kullanma yetenegi ile ilgili olarak C.
boidinii‘den daha hizli biiylime hizina sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica sentetik
YPD ve XPY besiyerlerinde mayalarin spesifik biiyiime oranlari da hesaplanmistir.
YPD'de her iki maya da S. cerevisiae i¢in 0.25 1/saat ve C. boidinii igin 0.12 1/saat
olarak ECA'ya benzer biiylime egilimleri gostermistir. Ek olarak, XPY besiyerinde her
iki maya i¢in daha diisiik pumas degerleri tespit edilmis ve S. cerevisiae ve C.

boidinii'nin spesifik biiyiime oranlari sirasiyla 0.03 1/saat ve 0.07 1/saat’e diismiistiir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Fosil kaynakli yakitlarin sinirli olmasi ve gevreye karst olan dezavantajlart nedeniyle
yeni ve siirdiiriilebilir enerji  kaynaklarinin arastirilmasi elzemdir. Yapilan tez

calismasinda endiistriyel ¢ay atiklarinin biyoetanol liretimine etkileri arastirilmastir.

5.1 Endiistriyel Cay Atiginin (ECA) Kimyasal Bilesimi

Yapilan tez ¢alismasinda ECA’nin seliiloz igerigi %33.8 ve hemiseliiloz igerigi %18.9
olarak bulunurken, Giirten (2008) tarafindan ise ¢ay atiginin seliiloz igerigi %30.2 ve
hemiseliiloz igerigi %19.9 olarak belirtilmistir. Literatiirde yer alan bir ¢alismada cay
atig1 hidrolizatindan fermente edilebilir sekerlerin; glukoz, ksiloz, fruktoz, mannoz ve
arabinoz gibi sekerler icerdigi belirtilmistir (Qi vd. 2020), tez calismasinda ise baskin
seker glukoz olmakla birlikte arabinoz ve diger sekerlerin mevcudiyeti tespit edilmistir.
Uddin vd. (2009), yaptiklar1 bir ¢alismada ise ¢ay atigindaki nem oranini %11.02 olarak

bulmuslardir. Mevcut tez ¢alismasinda da bu deger %7.8 olarak belirlenmistir.

52 Farkh  On-Islem  Yontemlerinin  Fermente  Edilebilir  Seker
Konsantrasyonlarina EtKkisi

Seyreltik asit on-isleminden elde edilen daha yliksek seker konsantrasyonlari, iki olasi
yolla aciklanabilir. Birincisi, seyreltik asit On-iglemi, selillozun yapisal olarak
parcalanmasina ve hemiselillozun tamamen bozulmasina neden olurken, AHP esas
olarak lignin yapisini etkilemektedir (Rabemanolontsoa ve Saka 2016). Benzer sekilde
AHP 6n-islemi sonrasi daha diisiik hemiseliilloz bozunma oran1 da Silva vd. (2015)
tarafindan rapor edilmistir. Aragtirmacilar, seyreltik asit ve AHP ile on-islem gormiis
seker kamis1 posasimnin hemiseliiloz igerigini sirasiyla %6.57 ve %14.20 olarak elde
etmislerdir. Ikinci olarak, AHP 6n islemi genellikle %2 gibi daha diisiik biyokiitle

konsantrasyonlarinda etkili olmaktadir.

Endiistriyel Olgekte seker verimini arttirmada daha yiiksek biyokiitle konsantrasyonu

istendigi icin mevcut ¢calismada %10 baslangic ECA kullanilmistir.
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5.3 Baslangi¢ Biyokiitle Konsantrasyonunun Inhibitoér Bilesikler ve Biyoetanol
Uretimine Etkisi

Diisiik asit konsantrasyonlarinda etanol miktarlarinin artmasinin nedeni, zayif asitlerin
ve furan tlirevlerinin uyarici etkileridir (Palmqvist ve Hahn-Hégerdal 2000). Diisiik
inhibitdr konsantrasyonlarinin mikrobiyal biiyiimeye olumlu etkileri daha once rapor
edilmistir. Ornegin, Bhatia vd. (2019), sirasiyla %0.6, %0.02 ve %0.04 asetat, furfural
ve HMF varliginda Ralstonia eutropha'nin mikrobiyal biiyiimesi ve PHA birikimine
olumlu etkilerini gézlemlemistir. Baska bir c¢alismada ise Bhatia vd. (2017b),
lignoseliilozik hidrolizatlarda (empty fruit bunch) gelistirilen Rhodococcus sp. YHY
01'in HMF ve vanilinin doymus yag asidi igerigini arttirdigin1 gostermistir. Ayrica,
Besiyeri 3'ten sonrasinda etanol konsantrasyonlari 6nemli olgiide azalmis ve Besiyeri
5'te herhangi bir etanol veya mikrobiyal biiylime tespit edilmemistir. Biiylime ve etanol
iretiminde  gozlenen bu gerileme, artan inhibitér konsantrasyonlarindan

kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Tez c¢alismasindan elde edilen sonuglar, Candida ve Saccharomyces cinslerine ait
tirlerin 6nemli miktarda protein icerdigini ortaya koyan literatiirdeki Onceki
caligmalarla uyumludur. Ornegin, yapilan bir ¢aligmada 72 saat sonunda YPD
besiyerinde Candida utilis'in protein igerigi 43.7 g/100 ggw olarak bulunmustur (Kurcz
vd. 2018). Baska bir ¢alismada ise Gergek vd. (2021), S. cerevisiae'nin toplam protein
icerigini 16.79-17.67 mg/g hiicre pelleti arasinda elde etmislerdir.

Mayalar, ozellikle Candida tiirleri, kozmetik, ilag ve gida endiistrileri igin kritik
hammaddeler olan proteinler, eksojen amino asitler, sitrik asit veya biyolojik
polisakkaritler gibi ¢ok ¢esitli biyoteknolojik {iirlinler iiretmektedirler. Ayrica, maya
biyokiitlesi magnezyum veya selenyum gibi mikro-elementlerle desteklendiginde, bu
biyokiitle bir protein veya prebiyotik polisakkarit kaynagi olarak kullanilabilmektedir
(Kieliszek vd. 2017). Fermantasyondan elde edilen maya biyokiitlesi siirdiiriilebilir
biyoajanlar olarak degerlendirilebilir niteliktedir. Bu nedenlerle hem YPD hem de ECA
besiyerlerinde test edilen mayalarin protein icerikleri de belirlenmistir. YPD besiyerinde

S. cerevisiae ve C. boidinii'nin protein konsantrasyonlar1 sirasiyla 53.81 g/100 g ve
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52.97 g/100 g olarak elde edilmistir. Ayrica ECA besiyerinde yetistirilen mayalarda
protein icerikleri 40.96 g/100 g ve 52.24 g/100 g olarak bulunmustur.

5.4 Sonu¢ ve Oneriler

Sifir maliyeti, genis cografi yayilimi ve yiiksek seker potansiyeli nedeniyle ECA,
rekabetci biyo-bazli bilesikler liretmek icin uygun bir adaydir. Bu nedenlerle mevcut
calismada, onemli bir tarimsal-endiistriyel hammadde olan endiistriyel cay atiklari,
strastyla, seyreltik asit ile 6n-isleme tabi tutulmus ve enzimatik olarak hidrolize edilmis
endiistriyel ¢ay atiklarindan 14.1 g/L ve 12.1 g/L etanol iireten C. boidinii ve S.
cerevisiae kullanilarak ko-fermantasyon yaklasimi ile etkin bir katma degerli bilesik
olan etanole doniistiiriilmistiir. Ayrica, biyoetanol {iretimi, ko-fermantasyon stratejisi ile
yaklagik %70 artarak 21.9 g/L'ye ulasmustir. Bu ¢alisma, S. cerevisiae ve C. boidinii'nin
ko-fermantasyonunun, fermantasyon icin pentozlar ve heksozlar daha verimli
kullanildigindan, geleneksel lignoseliillozik biyoetanol iiretimi i¢in umut verici bir

alternatif oldugunu gostermektedir.

Ayrica mevcut ¢aligmada farkli On-islem uygulamalarina ultrasonikasyonun etkisi
arastirtlmistir. Deneyler sonucunda ultrasonikasyonun 6n islem yontemlerine dnemli bir
etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Buna gore en yiiksek glukoz ve ksiloz miktar
ultrasonikasyon desteksiz olarak enzimatik hidrolize tabi tutulan seyreltik asit 6n-islemi
ile %10 yikanmamis ECA varliginda 38.19 g/L ve 16.84 g/L olarak elde edilmistir. Bu
degerler ayn1 kosullarda AHP 6n-islemi icin ise 25.29 g/L glukoz 8.28 g/L ksiloz olarak

saptanmuistir.

Elde edilen sonuglara bakildiginda yaklasik olarak benzer degerlerin gozlenmesi ve
kullanilan enerjinin getirdigi maliyet géz Oniinde bulunduruldugunda bu g¢aligmada

ilerleyen deneylerde ultrasonikasyon destekli on-islem tercih edilmemistir.

Ko-fermente edilmis ECA besiyeri varliginda kinetik parametreler de iyilestirilmistir.

%100 S. cerevisiae ve %100 C. boidinii igeren besiyeri varliginda sirasiyla teorik
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verimin %100 S. cerevisae 24 saat sonunda %43.6’sma ve %100 C. boidinii ise 48 saat
sonunda %51.0’1na ulagmistir. %25 S. cerevisiae -%75 C. boidinii igeren besiyeri
varhiginda ise bu deger %78.7 olarak belirlenmistir. Daha yiiksek S. cerevisiae
konsantrasyonlari sonucunda ise 24 ve 48 saatlik fermantasyon siireleri i¢in daha

yiiksek pmaks, degerleri gozlemlenmistir.

Calismada ECA’dan ko-fermantasyon ile farkli maya konsantrasyonlar1 kullanilarak
etanol {iretimi arttirilmis ve etkin bir sekilde etanol iiretimi gerceklestirilmistir. Tez

calismasinda hedeflenen amaglara ulasiimistir.
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