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Biyoetanol; fosil bazlı, yenilenemeyen yakıtlara sürdürülebilir ve çevre dostu bir 

alternatiftir. Ancak farklı Ģeker kaynaklarını fermente edebilen mikroorganizmaların 

bulunmayıĢı lignoselülozik etanol üretimi için sorun teĢkil etmektedir. Bu bağlamda, 

mevcut çalıĢma, ilk kez ko-fermantasyon stratejisi uygulayarak endüstriyel çay 

atıklarından biyoetanol üretimini optimize etmeyi amaçlamıĢtır. Bu amaçla, yeni izole 

edilen ksiloz fermenter Candida boidinii ve Saccharomyces cerevisiae, %20 (w/v) 

seyreltik asit ile ön-iĢleme tabi tutulmuĢ ve enzimatik olarak hidrolize edilmiĢ 

endüstriyel çay atığı içinde ayrı ayrı ve birlikte fermantasyona tabi tutulmuĢtur. Mayalar 

tek baĢına kullanıldığında C. boidinii ve S. cerevisiae sırasıyla 12.1 g/L ve 14.1 g/L 

biyoetanol üretimi gerçekleĢtirmiĢtir. Aynı koĢullar altında ko-fermantasyon stratejisi 

ile %25 S. cerevisiae-%75 C. boidinii inokülasyon oranı uygulandığında ise % 70‘lik 

bir iyileĢme sağlanmıĢ ve biyoetanol üretimi 21.9 g/L‘ye yükselmiĢtir. Ayrıca bu 

optimum koĢullarda, YP/S, teorik verim ve Qp değerleri 48 saat sonunda sırasıyla 0.44 

g/g, %78.7 ve 0.45 g/L.s olarak belirlenmiĢtir. Bu çalıĢma, endüstriyel çay atıklarının 

ko-fermantasyonunun katma değerli biyoetanol üretimi için ekonomik olarak umut vaat 

ettiğini göstermektedir.  

Kasım 2022, 70 sayfa 

Anahtar kelimeler: Candida boidinii; Saccharomyces cerevisiae; endüstriyel çay atığı; 

biyoetanol; ko-fermantasyon 
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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, 

YP/S, teoritical yield and Qp 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. GĠRĠġ 

GeliĢen teknoloji ve artan nüfus ile birlikte ihtiyaç duyulan enerji miktarı da buna bağlı 

olarak artmaktadır. Kullanılmakta olan fosil yakıtlar sınırlı olduğu ve yanmaları sonucu 

oluĢan  zararlı gazlarla çevreye zarar verdiği için rüzgar enerjisi, jeotermal enerji, 

hidrojen enerjisi, biyokütle enerjisi gibi alternatif ve yenilenebilir kaynaklardan enerji 

üretmek adına çeĢitli çalıĢmaların yapılması büyük önem arz etmektedir (Bull 2001; 

Maroušek ve Maroušková 2021). Potansiyellerine rağmen, rüzgar ve güneĢ enerjisinin 

yüksek maliyet, düĢük verimlilik veya iklim değiĢikliklerine karĢı duyarlılık gibi bazı 

önemli dezavantajları bulunmaktadır (Panwar vd. 2011). Bununla birlikte, biyokütle 

bazlı enerji üretimi, hammaddelerin bol bulunması, geniĢ coğrafi dağılımları ve düĢük 

maliyetleri göz önüne alındığında umut verici bir potansiyele sahiptir (Kliestik vd. 

2020; Valaskova vd. 2020). Biyokütle bazlı yenilenebilir enerji kaynakları arasında 

biyoetanol, üzerinde en çok çalıĢma yapılan ve endüstriyel anlamda en çok üretilen 

moleküldür. Ek olarak, etanol kullanımı CO ve NOx kirleticilerin fosil yakıtlara kıyasla 

daha düĢük konsantrasyonda yayılmasına neden olur ve içten patlamalı motorlarda 

kullanıldığında CO2 ve sera gazı emisyonlarını %94'e kadar azaltabilir (Schmer vd. 

2008; Amaya-Delgado vd. 2018). Sayılan sebeplerden ötürü, çeĢitli biyoyakıtlar 

arasında biyoetanol, en yüksek üretim kapasitesine sahip olup, üzerinde en yoğun 

çalıĢılan yenilenebilen enerji kaynaklarındandır (Mardoyan ve Braun 2015). Aynı 

zamanda HEAL‘in 2018 yılındaki raporunda belirttiği üzere; Türkiye, Avrupa‘da hava 

kirliliğine bağlı erken ölüm oranlarının en yüksek olduğu ülke olarak karĢımıza 

çıkmaktadır. Oksijenin azalması, küresel ısınma, asit yağmurları, iklim değiĢiklikleri, 

havadaki zararlı partiküller nedeniyle solunum yolu hastalıkları gibi birçok olumsuz 

duruma neden olmaktadır. Tüm bu olumsuz etkiler göz önünde bulundurulduğunda 

yenilenebilir enerji konusunda yeni araĢtırmalar yapılması ve uygulamaya geçirilmesi 

büyük ehemmiyete sahiptir (Health and Environment Alliance 2018). 

Yenilenemeyen enerji çeĢitleri,  düĢük maliyete ve yüksek verime sahip oldukları için, 

ülkelerin jeopolitik önemi açısından avantaj sağlamaktadır. Fakat bu sınırlı enerji 

kaynakları uzun vadede ekoloji ve insan sağlığı üzerinde kalıcı hasarlar yaratmakta ve 

bu kaynaklara sahip olmayan ülkeler açısından ithalat ihtiyacından dolayı dıĢa 
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bağımlılık yaratmaktadır. Türkiye fosil yakıt üretimi açısından kayda değer bir kaynağa 

sahip olmadığı için bu konuda neredeyse tamamen dıĢa bağımlıdır (Bekar 2020). Bu 

anlamda yerli ve yenilenebilir enerji kaynakları enerji konusundaki dıĢa 

bağımlılığımızın azaltılması adına umut vaad etmektedir. Bunun için ülkemizde de bu 

konu kapsamında çeĢitli hedefler belirlenmiĢtir. Örneğin, ortaya çıkan tarım atıklarının 

ülke ekonomisine kazandırılabilmesi için yenilenebilir enerji üretimi ve kalkınma 

planları bulunmaktadır. Onbirinci Kalkınma Planı (2019-2023)‘nın ―407.6. maddesinde 

“Ekonomik ömrünü tamamlamıĢ ve verimliliği azalmıĢ çay ve fındık gibi uzun ömürlü 

ve katma değeri yüksek bitkisel ürünlerin verimliliğini artırmak üzere ekim alanlarının 

yenilenmesi desteklenecektir.‖ Ģeklinde belirtilmiĢtir. Buna göre bu tez çalıĢması ile 

petrol ithalatının ve buna bağlı olarak dıĢa bağımlılığımızın azaltılmasına bilimsel 

anlamda katkıda bulunulması amaçlanmaktadır. 

Çay (Camellia sinensis (L.) Kuntze), Dünya çapında en çok tüketilen içeceklerden 

biridir ve bu nedenle her yıl milyonlarca ton çay ve endüstriyel çay atığı (EÇA) 

üretilmektedir (Yan vd. 2021). Çinliler, 3.000 yıldan uzun bir zamandır antikanserojen, 

antioksidan, lipid metabolizması düzenleyici özellikleri gibi sağlık yararları ve eĢsiz 

aroması nedeniyle çay üretmekte ve tüketmektedirler (Yan vd. 2020). Çay, ülkemizde 

bol miktarda üretilen bir bitki olması nedeniyle bununla doğru orantılı olarak çay 

atıkları da ülkemizde bol miktarda bulunmaktadır. Karadeniz Bölgesi‘nde bulunan çay 

fabrikalarında her yıl yaklaĢık olarak 40.000 ton çay atığı ortaya çıkmaktadır. Bu miktar 

yanlıĢ yapılan hasatlarla birlikte daha da artıĢ göstermektedir. Değerli bir lignoselülozik 

hammadde kaynağı olarak çay atıkları değerlendirilmeden çevreye atılarak çürümeye 

bırakılması veya çöplüklere boĢaltılması nedeniyle büyük bir çevresel kirlilik 

yaratmakta ve biyolojik bir yük oluĢturmaktadır (Usta 2015). FAO 2018 yılı verilerine 

göre; Dünya kuru çay üretiminde Türkiye 270.000 ton ile 6. sırada, Dünya çay tarım 

alanları sıralamasında ise 84.000 hektar alan ile 7. sıradadır (FAO 2018). TÜĠK 2019 

verilerine göre ise çay yetiĢtirilmeye ayırılan 822.470 dekar alandan, 1.450.000 ton yaĢ 

çay yaprağı üretimi gerçekleĢtirilmiĢtir (Türkiye Ġstatistik Kurumu 2022). 3.2 kg‘lık 

yıllık kiĢi baĢına tüketilen çay miktarı ile de Türkiye, Dünya sıralamasında birinci sırada 

yer almaktadır (ÇAYKUR 2019). 
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Endüstriyel çay atıkları, toplama sırasında oluĢan çay yapraklarındaki saplardan ve çay 

yaprakları iĢlendikten sonra boĢaltılan kalıntıdan oluĢmaktadır. Çay atıkları, toplam yaĢ 

çay ağırlığın %20‘sini meydana getirmektedir. Çay atığı; selüloz, hemiselüloz, lignin, 

tein, polifenoller, saponinler, pektin, amino asitler, vitaminler ve pigmentler açısından 

oldukça zengindir (Gao ve Ogata 2020). 

Biyoetanol üretim sürecinde biyokütlenin etkin kullanımı için farklı metabolik 

özelliklere sahip yeni mayaların tanımlanması büyük önem arz etmektedir. Yeni maya 

izolatları, ormanlar gibi doğal çürüme ortamlarından, endüstriyel atıklardan ya da farklı 

çevrelerden izole edilebilmektedir (Valdes vd. 2020). Ġzole edilen mayaların, sahip 

oldukları farklı metabolik yolaklar ile hammaddenin etkin tüketiminin yanı sıra 

sentezledikleri farklı hidrolitik enzimler ile de enzimatik hidroliz basamağındaki ticari 

enzim gereksiniminin azaltılabileceği ya da tamamen bertaraf edilebileceği veya farklı 

Ģekerlerden etanol üretilebileceği yapılan araĢtırmalar doğrultusunda öngörülmektedir 

(Mihajlovski vd. 2020). Ko-fermantasyon yöntemi; aynı besiyerinde farklı metabolik 

yolakları kullanan, farklı mayalar tercih edilerek, glukoz ve ksiloz gibi farklı Ģekerlerin 

eĢ zamanlı fermantasyonunu mümkün kılmaktadır (Wang vd. 2020). Ko-fermantasyon 

sayesinde karıĢık Ģekerler verimli bir Ģekilde kullanılarak, ürün miktarında artıĢ 

sağlanmaktadır (Wirawan vd. 2020). Bu nedenlerden dolayı yapılan tez çalıĢmasında 

yerel yeni maya izolatları kullanılmıĢtır. 

Saccharomyces cerevisiae, biyoetanol üretimi için halen birincil mikroorganizma 

olmasına rağmen en büyük dezavantajı, fermantasyon için ksiloz gibi pentoz Ģekerlerini 

kullanamamasıdır. Ko-fermantasyon stratejisi ile heksoz ve pentoz fermenter mayalar 

birleĢtirildiğinden, bu yaklaĢım uygun maliyetli biyoetanol üretimi için yararlı 

yöntemlerden biridir ve genel biyoetanol üretim verimini arttırmaktadır (Raina vd. 

2020). 

Candida boidinii, Ascomycota Ģubesine aittir ve toprak, deniz suyu veya Ģeker içeren 

ürünler gibi çeĢitli ortamlardan izole edilebilmektedir. Genom büyüklüğü 5900 protein 

kodlayan gen ile 19.000.000 bp civarındadır. C. boidinii türlerinin GC içeriği %30.9 ile 

%32.7 arasında değiĢmektedir (Camiolo vd. 2017). Türün morfolojisi, 2–4×4–20 µm ile 
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uzun oval ya da silindirik Ģekildedir. Hücreler tek, çift veya zincirler halinde 

bulunabilmektedir. Pelikül oluĢumu da gözlemlenebilmektedir (Kurtzman vd. 2011). Bu 

türlerin pentoz Ģekerlerini kullanabilmesi bir diğer avantajlarıdır. Hem pentoz hem de 

heksoz Ģekerlerini kullanabilen mikroorganizmaların olmaması, ticari ölçekte ikinci 

nesil etanol için ciddi bir darboğaz oluĢturmaktadır. Bu nedenle, mevcut tez 

çalıĢmasının temel amacı, S. cerevisiae ve C. boidinii mayalarının ko-fermantasyonu ile 

EÇA'den biyoetanol üretimini artırmaktır.  

Lignoselülozik Ģekerlerin daha verimli kullanılması için yeni izole edilen pentoz ve 

heksoz fermenter C. boidinii ve heksoz fermenter S. cerevisiae farklı inokülüm oranları 

ile birlikte kullanılmıĢtır. Bu amaçla, EÇA'dan Ģeker verimini maksimize etmek için 

alkali hidrojen peroksit (AHP) ve seyreltik asit/otoklav gibi yaygın ön-iĢlem teknikleri 

karĢılaĢtırılmıĢtır. 

Tez çalıĢmasında endüstriyel çay atıkları kullanılarak, yerel maya izolatlarından etkin 

bir Ģekilde biyoetanol üretimi gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu mayaların, endüstriyel çay 

atıklarından biyoetanol üretimine iliĢkin herhangi bir çalıĢma olmaması kullanılacak 

mikroorganizmaların özgünlüğünü ortaya koymaktadır. 
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2. KAYNAK ÖZETLERĠ 

2.1 Biyoetanolün Genel Özellikleri 

 

Etanol; yiyecek ve içecek, sağlık, farmakoloji ve enerji gibi birçok alanda uzun yıllardır 

kullanılmaktadır. Petrole alternatif bir yakıt kaynağı oluĢturmasının yanı sıra halen 

yaĢanmakta olan COVID-19 pandemisi sürecinde ve sonrasında ihtiyaç duyulan 

dezenfeksiyon malzemesi olarak da kullanım potansiyeline sahiptir. Ekonomik olarak 

düĢük maliyete sahip çeĢitli atık maddelerden (evsel, zirai, tarımsal, ormancılık ve 

mikrobiyel hücreler gibi) elde edilmesi, düĢük karbon emisyonuna sahip olması, çevre 

dostu, yenilenebilir ve sürdürülebilir bir yakıt olması gibi avantajlarından dolayı tercih 

edilmektedir.  Etanol mevcut dünya pazarındaki en popüler alkollü biyoyakıttır. Henry 

Ford etanol için ―geleceğin yakıtı‖ olarak adlandırmıĢtır (Vohra vd. 2014).  

Etanol, petrokimya endüstrisinde yaygın olarak etilenin hidrolizi sonucu elde edilen ve 

birçok uygulama alanına sahip bir alkoldür. Bu alkol, biyolojik organik fermantasyonu 

yoluyla üretildiğinde ise biyoetanol olarak isimlendirilebilir. Bu nedenle etanol ve 

biyoetanol kimyasal olarak özdeĢ (C2H5OH) olmasına rağmen karbon atomlarının 

izotopik bileĢimindeki tek farklılık kökenlerinden kaynaklanmaktadır (Mayorga 2021). 

Etanolün kimyasal formülü C₂ H₅ OH olan etanolün molekül ağırlığı 46.07 g/mol, 

yoğunluğu 0.789 g/mL, kaynama noktası 78.5 
o
C, donma noktası -114.1 

o
C‘dir 

(Adıgüzel 2013).  Aynı zamanda etanol benzinle belirli oranlarda harmanlanarak 

kullanılan alternatif bir yakıttır. Ġçten yanmalı motorlara herhangi bir modifikasyon 

ihtiyaç duyulmadan %10 miktarında harmanlanarak kullanılabilir. Biyoetanolün en 

yaygın kullanım Ģekli; E-10 (%10 Biyoetanol+%90 Benzin) ve E-85 (%85 

Biyoetanol+%15 Benzin)‘dir (Baeyans vd. 2015).  

Biyoetanol; hammaddesi Ģeker pancarı, Ģeker kamıĢı, mısır, buğday ve saman gibi 

tarımsal atıklar olan Ģeker, niĢasta ve selüloz içerikli tarımsal ürünlerin fermantasyonu 

ile elde edilen renksiz, uçucu ve yanıcı bir sıvıdır (Marlair vd. 2009). 
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Etanol (etil alkol, biyoetanol), hem yakıt hem de benzin katkılaması olarak en çok 

kullanılan sıvı biyoyakıttır. Etanolün sahip olduğu yüksek oksijen içeriği nedeniyle daha 

az miktarda katkı maddesi gerektirir (Sánchez ve Cardona 2008). Benzinin oksijen 

içeriğini artırmak için oksijenli bir yakıt olan etanol kullanabilmektedir. Bu sayede çok 

daha iyi hidrokarbon oksidasyonunun gerçekleĢtirilmesinin yanı sıra sera gazlarının da 

azaltılmasına katkı sağlanmaktadır (Mood vd. 2013). 

Biyoetanolün birçok avantajının yanında bazı dezavantajları da bulunmaktadır. 

Biyoetanol suda çözünebildiği için yakıt enjektörü ve elektrikli yakıt pompası gibi 

motor bileĢenleri üzerinde korozif bir etkiye sebep olabilmektedir. Higroskopik bir 

yapıya sahip olması sebebiyle çevreden daha fazla su çekmektedir. BuharlaĢması zor 

olan saf etanol motora doğrudan yakıt olarak verildiğinde, soğuk havalarda araç için 

çalıĢtırma sorunu yaratabilmektedir. Yakıt seyreltmesinden dolayı her zaman 

performansta tribolojik etkiye neden olmaktadır.  Biyoetanol suyla karıĢabilmesine 

karĢın yağ ile karıĢmaz bunun sonucunda biyoetanol-su-yağ karıĢımı içerisinde 

emülsiyon oluĢumu meydana gelmektedir. Bu durumdan kaynaklanan ciddi motor 

arızalarının önüne geçilebilmesi için sık sık motor yağının değiĢtirilmesi gerekmektedir 

(Khuong vd. 2017). 

2.2 Biyoetanol Üretimi 

Etanol, petrokimyasal kaynaklardan sentetik olarak veya mikroorganizmalar aracılığıyla 

Ģekerlerin fermantasyonu sonucunda biyolojik olarak üretilmektedir. Uzun yıllardır 

etanolün kozmetik, ilaç, tıp, gıda, yakıt ve  diğer endüstriyel alanlarda kullanımı 

mevcuttur (Thatoi vd. 2014). Etanolün bu derece kapsamlı kullanımı, üretim hacminin 

de artırılmasına sebep olmuĢtur. Bu nedenle düĢük maliyetli, çevre dostu ve 

sürdürülebilir etanolün üretimi için son yıllarda çalıĢmalar yapılmaktadır. Bu amaçla 

biyoetanol üretiminde çoğunlukla evsel, zirai ve endüstriyel atıklar gibi yüksek Ģeker 

miktarına sahip hammaddeler kullanılmaktadır. Bu hammaddelerin biyoetanole 

dönüĢümü; ön-iĢlem yöntemleriyle biyokütlenin kısmen ya da tamamen parçalanması, 

daha sonra yapının enzimatik depolimerizasyon ile fermente edilebilir C5 ve C6‘lu 

monomerlere dönüĢtürülmesi ve son basamakta da mikrobiyel aktivite (fermantasyon) 
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sonucu basit Ģekerlerin sindirilmesi ile gerçekleĢtirilmektedir (Kumar vd. 2020). 

Biyoetanolün üretimi sürecinde, mikroorganizmalar fermantasyon sırasında çeĢitli 

metabolik yolaklar kullanmaktadır.  

Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) (Glikoliz) biyoetanol üretiminde 

mikroorganizmaların kullandığı yolaklardan biridir ve 2 evrede gerçekleĢmektedir. 

Birinci evrede glukoz ATP ile fosforile edilerek glukoz 6-fosfat oluĢur. Ġkinci evrede 

ise; oluĢan glukoz 6-fosfat, pirüvata dönüĢtürülür. Bu iĢlemde oluĢan pürivik asit, 

organizmada bulunan enzim türüne göre; laktik asit, etil alkol ya da baĢka bir 

fermantasyon ürününe dönüĢür. Bu anlamda  bu yolak ile  bir çok mikroorganizma son 

ürün olarak biyoetanol ve CO2 meydana getirerek alkol fermantasyonunu gerçekleĢtirir 

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

Entner-Doudoroff yolağı, biyoetanol üretimi için glukozun anaerobik olarak 

parçalanmasında kullanılan bir diğer yoldur. Glukoz, 6-fosfoglukonat dehidrogenaz 

enzimi ile bir ara ürün olan 2-keto-3-deoksi-6-fosfoglukonata (KDPG) dönüĢtürülür. 

Sonraki basamakta oluĢan bu ara ürün, KDPG aldolaz enzimi ile piruvata dönüĢtürülür. 

Bu son ürün alkol dehidrogenaz (ADH) ile etanol üretimi gerçekleĢir (Siebers vd. 1997; 

Chen vd. 2016). 

Pentoz fosfat yolağında (PPP) ise ksiloz, arabinoz gibi pentoz Ģekerleri (C5) fermente 

edilmektedir. Pentozlar elektron vericileri olarak kullanıldıklarında daha fazla 

katabolize olmadan önce riboz fosfat ve benzer bileĢikleri oluĢturmak için genelde 

fosforile olurlar. D-ksiloz, ksiloz kinaz enzimi ile D-ksiluloz-5-fosfata dönüĢtürülür. 

Fosfopentoz epimeraz, transaldolaz ve transketolaz gibi enzimler aracılığıyla, EMP 

yolağında da kullanılmakta olan gliseraldehit-3-fosfata dönüĢümü ile alkol 

fermantasyonu sonrasında etanol oluĢumu gerçekleĢtirilir. Bu metabolik yolak ile 

yapılan yıkımdan ATP elde edilmez (Kruger ve von Shaewen 2003; Hahn-Hägerdal vd. 

2007; Rastogi ve Shrivastava 2017).  

 



8 
 

2.3 Biyoetanol Üretiminin GeçmiĢten Günümüze GeliĢimi 

Ham petrolün keĢfi, 1800‘lerin ortalarında Amerika BirleĢik Devletleri tarafından 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu keĢifle birlikte petrol kökenli yakıtların fiyatlarında meydana 

gelen düĢüĢ, otomobiller ve fabrikalardaki üretimde yakıt olarak kullanılmasının 

akabinde endüstriyel dönemin en önemli itici güçlerinden biri olmasına neden olmuĢtur 

(Cseke vd. 2009). 1970‘lerde dünya genelinde patlak veren petrol krizi, fosil yakıt 

rezervlerinin sınırlılığına iliĢkin kaygıları ön plana çıkarmıĢtır (Tye vd. 2011). Fosil 

yakıt rezervlerinin sınırlılığı ve hızlı tüketimi, iklim değiĢikliği ve petrole karĢı olan 

bağımlılık sürdürülebilir ve çevre dostu alternatif enerji kaynakları arayıĢına yönelime 

neden olmuĢtur.  

1925 yılında Brezilya‘da otomobil yakıtı olarak biyoetanol kullanılmaya baĢlanmıĢ ve 

kullanılan benzin miktarından yaklaĢık olarak 70 kat fazla biyoetanol üretimi 

gerçekleĢtirilmiĢtir (Boddey vd. 2008). Brezilya'da biyoetanol, gazohol (%24 

biyoetanol, %76 benzin) olarak adlandırılan benzinle karıĢtırılmıĢ bir karıĢım halinde 

veya saf olarak doğrudan kullanılabilmektedir (Liu vd. 2019). 

Etanol üretiminin ilk kanıtının yaklaĢık olarak 9000 yıl öncesinde Çin‘e ait olduğu 

bulunmuĢtur.  Antik dönemde Mısırlılar ise doğal bir fermantasyon yöntemi kullanarak 

bitkisel atıklardan alkol üretimi gerçekleĢtirmiĢlerdir. Etanolün yakıt olarak ilk 

kullanımı 1826 yılında ABD‘de Samuel Morey tarafından içten yanmalı bir motorda 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 1800‘lü yıllarda hububatlardan üretilmiĢ olan etanol, Paris‘te 

alkollü yakıt toplantısında tanıtılarak otomobilde kullanılmıĢtır. Ancak 1908‘de Ford 

Model-T otomobili üretimi sonrasında yakıt olarak etanol ya da etanol-benzin 

karıĢımlarının kullanılabilmesi mümkün olmuĢtur (Balat 2009; Halder vd. 2019). 

2011 yılı içerisinde dünya genelinde gerçekleĢen CO2 emisyonunun ulaĢtığı miktar 

yaklaĢık olarak 34 milyar tondur ve yılda 1.2 trilyon dolardan fazla küresel karbon 

emisyon maliyeti getirisine sebep olmuĢtur  (Halder vd. 2019). Etanol üretiminin temel 

motivasyonu ulaĢımda kullanılan yakıta duyulan ihtiyaçtır. Yalnız ABD‘de ulaĢımda 
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kullanılan yakıt tüketim miktarı 530 milyar litrenin üstündeyken, biyoetanol üretimi 

2005‘te yalnızca 15 milyar litre olarak gerçekleĢmiĢtir (Rass-Hansen vd. 2007).  

2017 yılında küresel ölçekte birincil enerji tüketimi 13.511,2 milyon ton petrol 

eĢdeğerine ulaĢmıĢtır ve bu toplam petrol tüketimin yaklaĢık %34.21'ini oluĢturmaktadır 

(British Petroleum 2009). 

Geçtiğimiz 15 yılda, etanol üretim sürecinin verimliliğini ve karlılığını artırmak 

amacıyla teknolojik iyileĢtirmeler için birçok önemli değiĢiklik meydana gelmiĢtir. 

Mısır ve niĢastalı hammadde fermantasyonunda, hidrolizat içerisinde bulunan fermente 

edilemeyen materyali azaltmak için mekanik fraksiyonlama yöntemi geliĢtirilmiĢtir 

(EPA 2010). 

Avrupa Birliği (AB)‘ne üye devletler, 2021-2030 yılları arasında yenilenebilir enerji ve 

enerji verimliliği kazanımlarının sera gazı emisyonunun azaltılmasına iliĢkin AB 

genelinde hedeflenen amaç ve politikaları içeren 2030 iklim ve enerji sistemi üzerinde 

uzlaĢmıĢlardır (Bonenkamp vd. 2020). 

Ülkemizde ise Resmi gazetede yayımlanan 7 Temmuz 2012 tarih ve 30098 sayılı 

―Benzin Türlerine Etanol Harmanlanması Hakkında Tebliğ‖e göre; piyasaya akaryakıt 

olarak arz edilen benzin türlerinin, yerli tarım ürünlerinden üretilmiĢ etanol içeriğinin: 

1/1/2013 tarihinden itibaren en az %2 (v/v), 1/1/2014 tarihinden itibaren en az %3 (v/v) 

oranında yerli tarım ürünlerinden üretilmiĢ etanol içermesi zorunludur.‖ Ģeklinde 

bildirilmiĢtir (Resmi Gazete Tebliği 2018). 

YaklaĢık olarak yarısı ulaĢım sektörü tarafından kullanılan fosil yakıtlar, toplam küresel 

enerji tüketiminin yaklaĢık %85,18'ini meydana getirmektedir. Fosil yakıtların tüketim 

miktarı göz önünde bulundurulduğunda gelecek 40-50 yıl içerisinde fosil yakıt 

rezervlerinin azalacağı öngörülmektedir (Vohra vd. 2014). 
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Otomobillerde kullanılan fosil yakıtlar, Dünya genelindeki toplam karbon monoksit 

(CO) emisyonlarının yaklaĢık olarak %70‘inden fazlasından, toplam nitrojen oksit 

(NOx) emisyonlarının %40‘ından, toplam karbondioksit (CO2) emisyonlarının 

%19‘undan ve toplam sera gazı emisyonlarının %14‘ünden sorumlu olduğu 

bilinmektedir (Cseke vd. 2009). 

Günümüzde birçok araçta 'biyoyakıt' olarak adlandırılan %10-15 etanol katkılı yakıt 

kullanılmaktadır ve motorlar standart olarak saf hidratlı etanol (%93 etanol, %7 su) 

veya %85 etanol-%15 benzin içeren, E-85 karıĢımları ile çalıĢacak Ģekilde dizayn 

edilmektedir. Brezilya'da ise Esnek Yakıtlı Araçlar (EYA), herhangi bir biyoetanol-

benzin karıĢımıyla kullanılabilir nitelikte üretilmektedir. Ulusal Otomotiv ve Araç 

Üreticileri Birliği, Esnek Yakıtlı Araçlar‘ın yaklaĢık olarak %85'inden fazlasının 

Brezilya'da üretildiğini bildirmiĢtir. Hem Ġsveç hem de Belçika, biyoetanolün ulaĢım 

yakıtı olarak kullanımını artırmayı amaçlamaktadır (Magnusson ve Nilsson 2002).  

Biyoetanol gibi fosil bazlı olmayan, çevreci, yenilenebilir ve sürdürülebilir yakıtların 

üretimine öncelik verilmesi elzemdir. Bunun yanısıra artan enerji ihtiyacını karĢılamak 

için umut vadetmektedir. 

2.4 Fermantasyon Stratejileri 

Fermantasyon ile elde edilecek biyoetanol verimini artırmak için, çeĢitli ön-iĢlem 

yöntemleriyle fermantasyonun iliĢkisini değerlendiren yaklaĢımlar mevcuttur. 

Bunlardan baĢlıcaları; SSF (aynı zamanlı sakkarifikasyon ve fermantasyon), SHF (ayrı 

zamanlı hidroliz ve fermantasyon) ve SSCF (aynı zamanlı sakkarifikasyon ve ko-

fermantasyon) olarak bilinmektedir.  

SHF yönteminin temeli, hidroliz ve fermantasyonun iki ayrı aĢamada gerçekleĢtirilmek 

üzere ayrılmasına dayanır. Klasik biyoetanol üretim sürecinde olduğu gibi, enzim 

kullanılarak hammaddeyi monomerik Ģekerlere dönüĢtürmek amacıyla ilk aĢamada 

hidroliz yapılır.  Sonrasında hidroliz aĢamasından elde edilen monomerik Ģekerlerin 
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kullanılacağı fermantasyon aĢaması gerçekleĢtirilir. Bunun yanısıra, SHF yöntemindeki 

önemli bir sorun ise hidroliz sırasında elde edilen Ģekerler tarafından son ürün 

inhibisyonunun meydana gelmesidir (Alfani vd. 2000). SHF, enzimatik hidroliz ve 

fermantasyonun sırayla gerçekleĢtirildiği bir yöntemdir. Bu iĢlemde, niĢastalı 

biyokütlenin veya ön iĢleme tabi tutulmuĢ lignoselülozik biyokütlenin enzimatik 

sakarifikasyonu, önce sakarifiye edici enzimin optimal sıcaklığında gerçekleĢtirilir 

(Ishizaki ve Hasumi 2014). 

SSF yönteminde hidroliz ve fermantasyon eĢ zamanlı olarak tek bir aĢamada 

gerçekleĢtirilir. Yöntem esnasında;  hammadde, enzim ve maya sistemli bir Ģekilde bir 

araya getirilerek,  ortama salınan Ģekerlerin hızla biyoetanole dönüĢtürülmesi sağlanır.  

SSF yöntemiyle, Ģeker kalıntıları uzaklaĢtırılarak son ürün inhibisyonu sınırlanabilir 

(Cantarella vd. 2004). 

Lignoselülozik biyokütlenin biyoetanole dönüĢtürülmesindeki en önemli engellerden 

biri de eĢ zamanlı olarak heksoz ve pentoz Ģekerlerinin kullanımı için uygun fermentatif 

mikroorganizmaların seçimidir (Malik vd. 2021).  

EĢ zamanlı sakkarifikasyon ve ko-fermantasyon (SSCF) yöntemi, tek bir biyoreaktörde 

enzimatik hidroliz ve hem heksoz hem de pentoz Ģekerlerin fermantasyonunun 

gerçekleĢtiği süreçleri kapsamaktadır. Ko-fermantasyon sayesinde karıĢık Ģekerler 

verimli bir Ģekilde kullanılarak, ürün miktarında artıĢ sağlanmaktadır (Wirawan vd. 

2020). Bu yaklaĢım, aynı besiyerinde farklı metabolik yolakları kullanan, farklı mayalar 

tercih edilerek, glukoz ve ksilozun eĢ zamanlı fermantasyonunu mümkün kılmaktadır 

(Wang vd. 2020). Bundan dolayı SSCF yöntemi, hidroliz sonrası ortamda çok miktarda 

C5 Ģekerlerinin (pentozlar) bulunduğu durumlarda önerilmektedir. SSCF yönteminde, 

aynı reaktörde heksoz ve pentoz Ģekerler fermente edilebilirken, SSF yönteminde 

fermantasyon sırasında pentozlar etkin olarak kullanılamaz. Ancak her iki yöntemde de 

kısa bir enzimatik hidroliz iĢlemine, düĢük maliyete ve SHF yönteminden daha yüksek 

miktarda etanol verimine sahiptir (Yasuda vd. 2014).  SHF ile karĢılaĢtırıldığında SSCF, 

daha düĢük maliyet, daha kısa iĢlem süresi, daha düĢük kontaminasyon riski ve 
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enzimatik hidroliz sırasında daha az inhibitör etki gibi birçok avantajı sahiptir (Jin vd. 

2010).  

2.5 Biyoetanol Üretiminde Kullanılan Hammaddeler 

Biyoetanol üretiminde kullanılan hammadde kaynakları dört farklı gruba ayrılmaktadır. 

Bu hammaddeler birinci, ikinci, üçüncü ve dördüncü grup olmak üzere 

sınıflandırılmıĢtır. Birinci grupta; gıda olarak da tüketilen tarımsal ürünler ikinci grupta; 

orman ve tarımsal atıklar (sap ve kepek gibi kısımlar) belediye atıkları üçüncü grupta; 

yüksek miktarda yağ veya selüloz içeren fotosentetik sucul organizmalar (mikroalgler 

ve siyanobakteriler gibi) ve dördüncü grup ise metabolizma ve genetik mühendisliği 

çalıĢmaları sonucunda elde edilen hammadde ve mikroorganizmaları içermektedir. 

2.5.1 Birinci grup hammaddeler 

Günümüzde biyoetanol üretiminde kullanılan birinci grup hammaddelerin çoğu Ģeker ve 

niĢasta içeriği bakımından zengindir (Susmozas vd. 2020). M.Ö. 6000‘den beri 

biyoetanol üretimi için kullanılan en eski hammadde Ģeker kamıĢıdır.  (Halder vd. 

2019). ġeker kamıĢı, Ģeker pancarı ve tatlı sorgum gibi bitkiler etanol üretimi için 

hammadde olarak kullanılmaktadır. Bu bitkilerin en önemli avantajları, dönüm baĢına 

yüksek Ģeker verimi elde edilmesi ve dönüĢtürme maliyetlerinin düĢük olmasıdır. Bu 

hammaddelerin en önemli dezavantajı ise doğadaki mevcudiyetlerinin mevsime bağlı 

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

NiĢastalı hammaddeden biyoetanol üretimi ilk olarak 12. yüzyılda Ġrlanda‘da 

gerçekleĢtirilmiĢtir. NiĢasta içerikli besinler Kuzey Amerika ve Avrupa'da etanol 

üretimi için en çok kullanılan hammaddelerdir. Tropikal ülkelerde ise yumrular gibi 

diğer niĢastalı ürünler (örneğin; manyok) tercih edilmektedir. Tahıllar (mısır, buğday 

veya arpa) ana niĢasta kaynaklarıdır. Örneğin; mısır %60-70 oranında niĢasta 

içermektedir. Tahıllarda depo maddesi olan niĢasta; amiloz ve amilopektin içeren 

monomer yapılarındaki glukoz birimlerinin uzun zincirler halinde bir araya gelmesinden 
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oluĢmaktadır. NiĢastadan etanol üretmek için, bu kompleks karbonhidrat zincirlerinin 

parçalanması gerekmektedir. Bu polimer yapılar, gluko-amilaz enzimi tarafından 

katalize edilen bir hidrolitik reaksiyon yoluyla glukoza parçalanmaktadır. Elde edilen 

monomerik Ģekerler ise dekstroz veya bir glukoz izomeri olan D-glukoz olarak 

bilinmektedir. Bununla birlikte, birinci nesil hammaddeler gıda ürünleriyle rekabet 

yarattığından dolayı gıda krizine yol açabilir ve etik değildir (Vohra vd. 2014; Halder 

vd. 2019; Mizik 2021). 

2.5.2 Ġkinci grup hammaddeler 

Ġkinci grup biyoetanol üretiminde kullanılan hammaddeler; tarımsal, evsel ve 

endüstriyel alanlarda açığa çıkan lignoselülozik karakterdeki atıkları içermektedir 

(Nanda vd. 2015; Clauser vd. 2021). Lignoselülozik biyokütlenin dirençli yapısı genel 

olarak lignoselüloz bazlı biyoetanol üretiminin ekonomik bir hale getirilmesinde bir 

engel teĢkil etmektedir (Kumar vd. 2020). Lignoselülozik biyokütleden biyoetanol 

üretim teknolojisi; ön-iĢlemlerle biyokütle matriksindeki kristalin yapının parçalanması, 

enzimatik depolimerizasyon ile fermente edilebilir C5 ve C6‘lu monomerlere 

dönüĢtürülmesi, son basamakta da fermantasyon sonucu basit Ģekerlerin sindirilmesi ile 

etanol üretimi olarak üç basamakta gerçekleĢtirilmektedir (Kumar vd. 2020). 

Lignoselülozik biyokütlenin hidrolizasyonunda fiziksel, kimyasal, fiziko-kimyasal ya da 

biyolojik ön-iĢlemler gibi farklı ön-iĢlem yöntemleri kullanılmaktadır (Mosier vd. 

2005). Bunlar arasında en sık kullanılanı ise lignoselülozun seyreltik asit ve selülaz gibi 

enzimlerle kombine Ģekilde hidroliz edilmesidir (Hsu vd. 2010). Bu iĢlem sırasında 

lignin, hemiselüloz ve selüloz yapıları etkin bir Ģekilde degrede olduğundan bu yöntem 

fermantasyon sırasında ihtiyaç duyulan Ģekerlerin açığa çıkması için fazlasıyla etkilidir 

(Huang vd. 2021). Bu iki yöntem (seyreltik sülfirik asit + enzimatik hidroliz) görece 

ucuz ve etkili yöntemler olduklarından bilimsel araĢtırmaların yanı sıra endüstriyel 

biyoetanol üretiminde de kullanılmaktadır (Kumar vd. 2009).  

 



14 
 

2.5.3 Üçüncü grup hammaddeler 

Üçüncü grup biyoetanol üretiminde kullanılan hammaddeler siyanobakteriler ve 

mikroalgler gibi sucul fotosentetik organizmalardan elde edilmektedir (Clauser vd. 

2021; Nazari vd. 2021). Fotosentetik mikroorganizmalar olan mikroalgler; karbonhidrat, 

lipid ve protein içeriklerinden dolayı fermantasyon için besin kaynağı olarak 

kullanılabilmektedir (Bhatia vd. 2020). Diğer hammaddelerle karĢılaĢtırıldıklarında 

daha fazla sürdürülebilir ve ticari avantajlar sağlamaktadırlar. Hızlı ve pratik olarak 

topraklı ya da topraksız her yerde geliĢim göstermeleri, ekstrem koĢullarda 

geliĢebilmeleri, mevsim koĢullarından bağımsız büyüyebilmeleri, fotosentez için CO2 

kullanabilmeleri dolasıyla atmosfere salınan sera gazı emisyonlarının azalmasına 

yardımcı olmaları, çok daha kısa bir sürede hasat edilmeleri gibi birçok avantaja sahiptir 

(Harun vd. 2009). 

2.5.4 Dördüncü grup hammaddeler 

Son olarak dördüncü grup biyoetanol üretiminde kullanılan hammaddeler ise hücresel 

düzeydeki modifikasyonları kapsayan ve metabolizma mühendisliği teorisiyle ilgili 

olan, mikro veya makro algler gibi CO2'den yakıt üretimi gerçekleĢtiren, herhangi bir 

kaynağa uygulanan genetik mühendisliğine dayanmaktadır. Genetik modifikasyon, 

hammaddeye istenen özellikleri ekleyerek daha düĢük üretim maliyetlerine ve daha 

yüksek üretkenliğe neden olabilmektedir (Mayorga 2021).  

Metabolizma ve biyoproses mühendisliğindeki son geliĢmeler, mikroorganizmaların 

doğal metabolik yolaklarının tasarlanmasına ve dördüncü grup biyoyakıt üretiminde 

heterolog yollar kurulmasında köprü görevi görmüĢtür. Bakteriler, siyanobakteriler, 

algler ve mantarlar gibi mikroorganizmalar baĢlangıç aĢamasında öncü moleküller olan 

farklı substratları kullanarak farklı dördüncü grup biyoyakıt üretimini sağlayan 

metabolik çeĢitliliklerinden dolayı biyoyakıtların heterolog sentezi için konakçı olarak 

kullanılabilmektedirler. Mikrobiyal kontaminasyon ise dördüncü grup biyoyakıtların 

büyük ölçekli ticarileĢtirilmesinde karĢılaĢılan potansiyel engellerden biridir (Malik vd. 

2021).  
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Bunun yanı sıra birinci grup için sürdürülebilirlik sorunları (etanol ve gıda), ikinci grup 

için yüksek miktardaki enerji ve su tüketimi, üçüncü grup için olumsuz nitrojen dengesi 

ve dördüncü grup için ise pahalı ve yoğun enerji tüketimi gibi dikkate değer 

dezavantajlar bulunmaktadır (Mizik 2021). 

2.6 Biyoetanol Üretiminde Kullanılan Ön-ĠĢlemler 

GeliĢmekte olan toplumların nüfus artıĢları ile birlikte enerji ihtiyacı da artmaktadır. 

Fosil yakıtlarının sınırlı rezerve sahip olması ve elektrik üretimi, motorlu taĢıt yakıtı, 

ısınma, sağlık, sanayi gibi birçok alanda yaygın olarak kullanılması sürdürülebilir ve 

yenilenebilir enerji kaynaklarına olan ilginin artmasına neden olmaktadır.  

Sürdürülebilir enerji kaynakları içerisinde en önemlilerinden biri de biyoetanoldür. 

Biyoetanol baĢlıca Ģeker pancarı, mısır koçanı, hububatların kabukları, odun kalıntıları 

gibi Ģeker, selüloz ve niĢasta içerikli tarımsal ve endüstriyel bitki atıklarından elde 

edilmektedir. Ormancılık ve tarım atıkları; buğday, arpa, sorgum ve pirinç gibi otsu 

bitkilerin kabukları ve samanları; mısır koçanı; Ģalt çimi, Ģeker kamıĢı küspesi, pamuk 

sapı, bambu, su sümbülü vb. bitkisel kaynaklar baĢlıca lignoselülozik biyokütleyi 

meydana getirmektedir (Rahmati vd. 2020). 

Biyokütle, sürdürülebilir enerji üretiminde yeryüzündeki bolluğundan dolayı en önemli 

biyoyakıt kaynağını oluĢturmaktadır. Gerek tarımsal üretim sonucu ortaya çıkan ürün 

artıkları gerek ormancılık faaliyetleri sonucu ortaya çıkan atıklar lignoselülozik 

hammaddenin baĢlıcalarıdır. Lignoselülozik hammadde; selüloz, hemiselüloz ve 

ligninden oluĢmaktadır. Selüloz ve hemiselüloz polimer formundaki Ģeker kaynakları 

oldukları için fermantasyon sürecinde kullanılamamaktadır. Fermente edilebilir 

monosakkaritler halinde parçalanabilmeleri için bazı ön-iĢlem basamaklarına tabi 

tutulmaları gerekmektedir (Nagarajan vd. 2017). 

Selüloz, bitki hücre çeperinin ana bileĢelerinden olmasının yanı sıra dünyada en bol 

bulunan doğal polimerlerinden biridir. Selüloz zincirleri içeriklerinde bulunan hidroksil 
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gruplarının hidrojen bağı ile birleĢmesi sonucu fibriler bir yapı meydana getirir. Bu yapı 

biyolojik olarak parçanabilir niteliktedir (ġahin 2013). Hemiselüloz; yapısal olarak 

pentoz, heksoz ve üronik asitten meydana gelen heterojen özellikte bir polimerdir. 

Lignin; hidrofobik, amorf yapıya sahip, dallanmıĢ yapıda fenolik bir polimerdir. 

Odunun karbonhidrat içermeyen kısmıdır (Çöpür vd. 2011). Lignin, selüloz ve 

hemiselüloz fibrillerini bir arada tutmaktadır ve bitkilere yapısal olarak destek 

sağlamaktadır (Cheng ve Timilsina 2011). 

 

ġekil 2.1 Bitki hücre çeperi içerikleri (Adıgüzel 2013) 

Lignoselülozik biyokütleden biyoetanol üretimi; ön-iĢlemlerle biyokütledeki kompleks 

yapının parçalanması ve enzimatik depolimerizasyon ile fermente edilebilir C5 ve C6‘lu 

monomerlere dönüĢtürülmesini kapsamaktadır (Kumar vd. 2020). Bu yapının 

bozunmasını sağlamak için fiziksel ve fizikokimyasal, kimyasal, biyolojik gibi çeĢitli 

ön-iĢlem yöntemleri benimsenmiĢtir. Ön-iĢlem yöntemleri, lignoselülozik yapıdan 

lignin ve hemiselülozun uzaklaĢtırılmasını sağlarken aynı zamanda kristalliği azaltarak, 

hidroliz için gerekli olan gözenekli yüzey alanını arttırmaktadır (Wyman vd. 2005).  
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ġekil 2.2 Lignoselülozik hammaddenin ön-iĢlem sonrası degredasyonunun gösterimi 

(Mood vd. 2013) 

Evrensel ön-iĢlem sürecini tahmin etmek oldukça güçtür çünkü farklı hammaddeler, 

farklı doğaya sahiptir. Geçtiğimiz on yılda çok sayıda farklı ön-iĢlem teknolojisi 

sunulmuĢtur.  Ön-iĢlem yöntemleri uygulanan farklı kuvvetlere veya tüketilen enerjiye 

göre biyolojik, fiziksel, kimyasal ve fiziko-kimyasal ön iĢlemler olarak 

sınıflandırılabilirler. Bu yöntemlerin farklı kombinasyonları da mevcuttur (Alvira vd. 

2010). 

Lignoselülozik atıkların ön-iĢlemi sırasında ortama bazı inhibitör bileĢikler 

salınabilmektedir. Bu bileĢiklerin en önemlileri arasında furfural, 5-

Hidroksimetilfurfural (5-HMF), asetik asit ve formik asit bulunmaktadır. Bu inhibitör 

bileĢiklerin ortamda aĢırı miktarda bulunması durumunda hücre geliĢiminin azalması ya 

da durmasına; bu durum fermantasyon etkinliğinin düĢmesine neden olmaktadır 

(Palmqvist ve Hahn-Hagerdal 2000). Bu bağlamda uygulanan ön-iĢlemler sonucunda 

ortaya çıkan inhibitör maddelerin ölçülmesi önem taĢımaktadır. 
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2.6.1 Fiziksel ön-iĢlemler 

Öğütme gibi mekanik ön-iĢlemlerin temel hedefi, yüzey alanının arttırılması ve 

enzimatik hidroliz basamağında substratların daha ulaĢılabilir olması için partikül 

boyutunun küçültülmesi ve kristalin yapının degredasyonudur. Bu ön-iĢlem 

yönteminde, bilye veya disk taĢlama ekipmanlarının kullanımı ile hem kuru hem de 

ıslak durumda gerçekleĢtirilebilmektedir. En etkili parametreler ise öğütme 

ekipmanlarının sayısı, boyutu ve alt tabaka parçacık boyutu olarak sıralanabilir (Silveira 

vd. 2015). 

Ultrasound ön-iĢlemi; biyokütlenin iĢlenmesi için eĢsiz bir fiziko-kimyasal ortam 

yaratmaktadır.  Lignin bariyerini degrede eder, hemiselülozları bertaraf eder ve ön-

iĢlemde kullanılan kimyasalların selüloz nanokristallerine eriĢilebilirliğini 

arttırmaktadır. Ultrasound ön-iĢlemi, reaksiyonlarda kütle ve ısı transferini 

yoğunlaĢtırdığından dolayı heterojen reaktanların, ara ürünlerin temasını ve ayrılmasını 

arttırmaktadır  (He vd. 2017). Ultrasound, akustik iletimin neden olduğu Ģok dalgaları, 

kesme kuvvetleri ve üretilen mikro-kabarcıkların çökmesi neticesiyle suyun 

ayrıĢmasıyla oluĢan serbest radikallerin (–OH ve –H) neden olduğu kimyasal etkiler 

aracılığıyla fiziksel etkilere neden olmaktadır (Wang vd. 2018; Olguin-Maciel vd. 

2022). Ultrasonik ön-iĢlemde, lignoselülozik yüzeyde bulunan mumsu ve silikon içeren 

bileĢenlerin uzaklaĢtırılması, hammaddelerin yoğun yapısının parçalanması ve 

lignoselüloza ulaĢılabilirliğin arttırılması için salınım ve kavitasyon oluĢturmak 

amacıyla ultrasonik alan kullanılmaktadır. Ultrasonik ön-iĢlem yöntemi, herhangi bir 

katalizör eklenmeden oldukça temiz ve güvenlidir. Ultrasound dalgası 

delignifikasyonda önemli bir role sahiptir. Etkilerini arttırmak için diğer ön-iĢlem 

yöntemlerine yardımcı olması amacıyla kullanılmaktadır (Yoo vd. 2017; Zhang vd. 

2018). 

Dondurma ön-iĢlemi; biyokütlenin fiziksel ön-iĢlemi için yakın zamanda geliĢtirilen 

yeni bir yaklaĢımdır. Polisakkaritlerinin hidrolitik enzimlere eriĢilebilirliğini arttırmak 

ve hücre duvarlarını parçalamak için dondurma/çözme yöntemi tercih edilebilir. Yüksek 

maliyetli bir ön-iĢlem yöntemi olmasına rağmen daha düĢük olumsuz çevresel etki, daha 
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az tehlikeli kimyasalların uygulanması ve yüksek etkinlik gibi sahip olduğu avantajlar 

nedeniyle yoğun ilgi görmektedir (Chang vd. 2011; Yuan vd. 2019). 

Mikrodalga ön-iĢleminde 0.3-300 GHz frekanslı mikrodalga radyasyon uygulaması ile 

gerçekleĢtirilir. Isıtma, geleneksel ısıtma yöntemlerinden daha verimlidir çünkü ısı 

alıĢveriĢi yüzey boyunca değil, ısıtılan ortamın hacminin tamamında sıcaklıkta bir artıĢa 

neden olmaktadır. Daha kısa ısıtma süresi, daha yüksek performans ve neredeyse 

sürecin hemen baĢlatılması ve durdurulması gibi birçok avantaja sahiptir. Diğer taraftan 

mikrodalga radyasyonunun bir sonucu olarak, karbonhidratların dehidrasyonuna 

elveriĢli koĢulların etkisiyle furfural ve 5- hidroksimetilfurfural (HMF) gibi inhibitör 

ürünler oluĢmaktadır. Bu ön-iĢlem yönteminde termal etki (biyokütle ısınması ve basınç 

artıĢı) haricinde, dipollerin salınım hareketinin neden olduğu, selülozun yapısındaki 

hidrojen bağlarını kıran termal olmayan etkiler de gözlemlenebilmektedir (Mikulski ve 

Kłosowski 2020). 

2.6.2 Fiziko-kimyasal ön-iĢlemler 

Buhar patlaması (Steam Explosion) (SE) ön-iĢlemi, reaktördeki hammaddenin yüksek 

buhar basıncına (2000–5000 kPa) tabi tutulmasıyla kullanılmaktadır. Biyokütle, ön-

iĢlem süresinin kısalığına karĢın, genellikle 200 ila 260 °C arasında değiĢkenlik 

gösteren yüksek bir sıcaklığa eriĢmektedir. Hammadde dıĢarı çıkarıldığında, atmosferik 

basınca doğru ani bir dekompresyona tabi tutulur. Ancak bu denli yüksek sıcaklık (260 

°C'ye kadar) ve yüksek basınç (5000 kPa'ya kadar) yüksek bir enerji tüketimine neden 

olmaktadır. SE, genellikle hem hemiselüloz hem de ligninin uzaklaĢtırılmasıyla 

sonuçlanmaktadır.  Ayrıca, Ģekerlerin, esas olarak formik asit, asetik asit, furfural, 5-

HMF, vb. gibi çok sayıda fermantasyon inhibitörlerine degredasyonuna neden 

olmaktadır. Bu inhibitörler mikrobiyal büyümeyi ve aktiviteyi önemli ölçüde azalttıkları 

için istenmez ve fermantasyon sürecine engel olmaktadır. Bu nedenden dolayı fermente 

edilebilir Ģekerlerin veriminde önemli miktarda azalma meydana gelmektedir ki bu da 

hem etanol veriminin hem de etanol üretkenliğinin azalması anlamına gelmektedir. 

Diğer ön-iĢlem yöntemleriyle karĢılaĢtırıldığında SE ön-iĢlemi, dikkate değer miktarda 

düĢük çevresel etki içermesi, daha düĢük sermaye yatırımı gerektirmesi ve daha az 
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zararlı kimyasallar içermesi gibi önemli avantajları bulunmaktadır (Smichi vd. 2020; He 

vd. 2017). 

CO2 ile süper kritik patlama ön-iĢleminde, çözücü olan CO2 ortam koĢullarında gaz 

halinde olduğu ve kendiliğinden katı matristen yani çözünen maddeden kolayca 

ayrıldığı için avantaja sahiptir. Bu yöntemin çevresel sürdürülebilirliğinin güvencesi 

CO2'nin tekrar kazanımı ve yeniden kullanılabilirliğidir. Bunun yanı sıra, geleneksel sıvı 

çözücüleri buharlaĢtırmak için ayırma ve sıcaklıkla ilgili basamaklar bu ön-iĢlem 

yönteminde atlanır, bu durum ise enerji tasarrufu ve güvenlik yeterliliği ile sonuçlanır 

(Mitraka vd. 2022). Yüksek sıcaklıkta uygulanan ön-iĢlem, enerji israfı ve yüksek 

ekipman arzını gerektirir. Dahası yüksek sıcaklık, Ģekerlerin bir bölümünün 

bozunmasını kolaylaĢtırdığı için hammaddelerin toplam Ģeker veriminde azalmaya 

neden olur (Moharreri vd. 2022). 

Amonyak lifi genleĢmesi (AFEX), selülozik biyokütlenin ön-iĢlemi için temel reaktan 

olarak uçucu bir kimyasal bileĢik olan amonyağın kullanımına dayanan termo-kimyasal 

bir ön-iĢlem yöntemidir. Diğer su bazlı termo-kimyasal ön-iĢlemlerle karĢılaĢtırıldığında 

AFEX, biyokütlede önemli bir değiĢiklik meydana getirmeyen, atık üretimi ve yıkama 

adımı maliyeti gerektirmeyen kurudan kuruya bir süreçtir. AFEX ön-iĢleminin ardından 

biyokütleye düĢük ölçüde nitrojen ilave edilerek, protein içermeyen nitrojen kaynağı 

olarak geviĢ getiren hayvanlar ve mikroorganizmalar tarafından kullanılabilmektedir 

(Chundawat vd. 2020). 

YaĢ oksidasyon (WO) yöntemi, yüksek sıcaklık ve basınçta oksidatif ajanların 

kullanıldığı sulu bir ön-iĢlemdir. Mekanizma, oluĢan hidroksil radikalleri ve organik 

asitler tarafından otokatalizasyonu içermektedir (Arvaniti vd. 2012). 

Hidrotermal ön-iĢlem; biyokütleyi ön-iĢleme tabi tutmak için suyun sıvı ya da buhar ya 

da her ikisinin ısı ile birlikte kullanımını ifade etmektedir. Otohidroliz buhar 

patlamasının, sert odun enzimatik hidrolizini verimli bir Ģekilde arttırırken, yumuĢak 

ağaçlar için daha az etkili bir yöntem olduğu belirlenmiĢtir (Díaz vd. 2010). ĠĢlem, 

yüksek sıcaklıklar nedeniyle hemiselülozun bozunmasına ve selülozun hidroliz 
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potansiyelini arttırmasının yanı sıra sıklıkla inhibe edici hidrolizatlar ürettiği de 

gözlemlenmiĢtir. Sert odun ve tarımsal yan ürünleri fraksiyonlamak için hidrotermal ön-

iĢlemler uygulandığında hemiselülozdaki asetil gruplarının hidrolizi sonucunda asetik 

asit oluĢmaktadır. Yüksek sıcaklık, ön-iĢlem esnasında salınan Ģekerlerin 

parçalanmasını uyarır, heksoz Ģekerlerinden 5-hidroksimetilfurfural (HMF) ve pentoz 

Ģekerlerinden furfural gibi bozunma ürünleri olan furan türevlerinin üretilmesine neden 

olmaktadır. Furfural ve HMF oluĢumu istenmez çünkü bu ürünler fermente edilebilir 

Ģekerlerin kaybının yanı sıra fermantasyonun engellenmesine de neden olabilir  (Negro 

vd. 2003; Scapini vd. 2021). 

2.6.3 Kimyasal ön-iĢlemler 

Lignoselülozik hammaddenin kimyasal ön-iĢleminde asit, alkali ve organosolvent gibi 

farklı kimyasallar kullanılmaktadır. Ancak en yaygın tercih edilen ön-iĢlem yöntemi 

seyreltik asit ön-iĢlemidir. En önemli tercih sebebi düĢük maliyetli olmasıdır. Bununla 

beraber ön-iĢlem sonucunda meydana gelen yan ürün oluĢumu, fermantasyon için 

önemli bir inhibitör kaynağı oluĢturmaktadır (Tutt vd. 2012). Seyreltik asitlerin daha 

yüksek oranlarda kullanımı durumunda kristalin bölgeleri azalttığı ancak glukozu 

degrede ettiği gözlemlenmiĢtir. Seyreltik asit hidrolizi selüloz ve hemiselüloz arasındaki 

farklılıktan ötürü iki basamakta uygulanmaktadır. Ġlk basamakta daha düĢük 

sıcaklıklarda hemiselülozun hidrolizi sağlanırken, ikinci basamakta daha yüksek 

sıcaklıklarda biyokütlenin selüloz kısmının hidrolizi gerçekleĢtirilmektedir. Seyreltik 

asit yönteminin en önemli avantajı hızlı reaksiyon oranı olmasına karĢın en büyük 

dezavantajı ise düĢük Ģeker verimidir. Ayrıca aralıksız yöntemlerde daha verimli asit 

penetrasyonunun sağlanabilmesi için hammaddenin partikül boyutunun küçültülmesi 

önem arz etmektedir (Kumar vd. 2010). 

Konsantre asit yönteminde, selülozun tamamının hızlı bir Ģekilde glukoza ve 

hemiselülozun ise düĢük miktarda degredasyona maruz bırakılması sonucunda 

heksozlara dönüĢümünü mümkün kılmaktadır. Yöntemin ekonomik uygulanabilirliğini 

sağlamak amacıyla gerekli olan faktörler Ģeker veriminin optimizasyonu ve asit geri 

kazanımının etkin Ģekilde gerçekleĢtirilebilmesidir. Konsantre asit yönteminde 
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reaksiyon süresi seyreltik asit yöntemine nazaran daha uzundur. Konsantre asit 

yönteminin en önemli avantajı yüksek Ģeker verimi sağlamasıdır (Musatto vd. 2008). 

Alkali ön-iĢlemde ksilan polimerlerindeki asetil grupları parçalanmakta, selülozun 

kristalin yapısında porlar açılmakta, lignin ve bileĢenleri değiĢtirilerek 

uzaklaĢtırılmaktadır. Etkin olmasına rağmen maliyetli olması en büyük dezavantajıdır 

(David vd. 2020).   

Alkali hidrojen peroksit (AHP) ön-iĢleminde tercih edilen serbest radikal hidrojen 

peroksit; alkali koĢullarda lignin ile reaksiyona girerek delignifikasyona neden 

olmaktadır (Yan vd. 2020). Lignoselülozik hammaddenin içeriğinde bulunan lignin 

kısımlarının etkin bir Ģekilde uzaklaĢtırılmasını sağlayan çevreci yöntemlerden biridir. 

Bu yöntem genellikle oda sıcaklığında, pH 10‘da gerçekleĢtirilir ve sıklıkla 

ultrasonikasyon gibi yöntemlerle beraber kullanılmaktadır. Bu yöntem, lignini 

degredasyona uğratarak selüloz ve hemiselülozu enzimatik saldırılara karĢı açık hale 

getirir ve bu yöntemin uygulanması sırasında fermantasyon inhibitörleri oluĢmaz. Buna 

karĢın, metodun selüloz ve hemiselüloza iyi derecede etki edememesi ve yüksek 

biyokütle varlığında düĢük verimle çalıĢması gibi dezavantajları bulunmaktadır  

(Rabemanolontsoa ve Saka 2016). 

Organosolvent ön-iĢlem yöntemleri  arasında etanol-organosolv prosesi 

lignoselülozların biyolojik olarak parçalanabilmesi için en umut vadedici yöntemlerden 

biri olarak kabul görmektedir. Etanol-organosolv ön-iĢlemi; lignini lignoselülozlardan 

uzaklaĢtırmak için lignin ve lignin-karbonhidrat bağlarının kısmi hidrolizasyonunda 

etanol ve su kullanımını kapsamaktadır. Lignin enzimatik hidrolizin önündeki temel 

engeldir, hidrolitik enzimlere geri dönüĢümsüz bağlanarak selülazların selüloza eriĢimi 

kısıtlar ve bunun sonucunda hidrolizi engeller. Organosolv ön-iĢlemi genellikle, 

biyokütledeki lignini degrede edebilen sülfürik asit gibi güçlü bir inorganik asit 

katalizörü kullanılarak gerçekleĢtirilir. Diğer kimyasal ön-iĢlemlerle karĢılaĢtırıldığında, 

organosolv ön-iĢleminin temel ve eĢsiz avantajlarından biri, ligninin değerli bir yan ürün 

olarak geri kazanılmasına olanak sağlamasıdır. Bunun yanısıra kullanılan solvent 

minimum enerji tüketimi ile geri kazanılabilmektedir. Çevresel etki bakımından 
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değerlendirildiğinde ise ligninin ayrılması atık su arıtımı konusundaki negatif etkileri 

azaltabilir (Amiri vd. 2014). 

Ozonolizis diğer alternatif ön-iĢlem yöntemleri arasında, lignoselülozik biyokütlenin 

delignifikasyonunda en umut verici oksidatif ön-iĢlem yöntemlerinden biridir. Ozon en 

güçlü oksitleyici ajanlardan biridir ve güçlü bir endotermik reaksiyon sonucunda 

oksijenden elde edilir. Terminal oksijendeki ozon, elektron eksikliği nedeniyle 

karbonhidratlardan ziyade elektronca zengin bir substrat olan lignine saldırır. 

Ozonolizis, son zamanlarda, petrokimyasal yakıtlarla harmanlamaya uygun bileĢikler 

üretmek için ligninin depolimerizasyonunda çözücülerle kullanılmaktadır. Örneğin; 

ikinci grup biyoyakıt üretiminde (temel olarak etanol ve biyogaz, bunun yanısıra 

bütanol ve biyohidrojen) ve enzim üretimi gibi biyokütle kullanılan endüstriyel 

iĢlemlerde büyük bir geliĢmeye neden olabileceği öngörülmektedir (Travaini vd. 2016). 

2.6.4 Biyolojik ön-iĢlemler 

Biyolojik ön-iĢlem yönteminde lignoselülozik madde içerisindeki lignini çözmek 

amacıyla mantarlar kullanılmaktadır. Biyo-delignifikasyon olarak tanımlanan bu 

iĢlemde biyokütle içerisindeki ligninin mikroorganizmalar tarafından biyolojik 

degredasyonu gerçekleĢtirilmektedir. Bu ön-iĢlem Ģekli kolay uygulanabilirliğinin yanı 

sıra elde edilen verim düĢük ve delignifikasyon oranı oldukça yavaĢtır (Suryadi vd. 

2022).  

Bir diğer hidroliz metodu enzimatik hidroliz iĢlemi olup, selüloz hidrolizinde substratın 

lignin ve hemiselüloz içeriği, yüzey alanı ve selülozun kristallik derecesi gibi yapısal 

parametreler lignoselülozik materyallerin enzimatik hidroliz iĢlemini oldukça 

etkilemektedir (Siacor vd. 2020). Burada lignoselülozik biyokütledeki kompleks Ģeker 

yapılarının (hemiselüloz ve selüloz) biyolojik olarak parçalanabilmesi için çoğunlukla 

ticari  selülaz ve hemiselülaz gibi enzimler kullanılmaktadır (Joshi vd.2019). Son 

yıllarda, etanol üretim süreçlerinde lignoselülozik biyokütlenin enzimatik olarak 

sakkarifikasyonunun arttırılması için kullanılan bu çevre dostu yaklaĢım, ön-iĢlem 

yöntemi olarak yoğun ilgi görmektedir (Alvira vd. 2010).  
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2.7 Biyoetanol Üretiminde Sıklıkla Kullanılan Mikroorganizmalar 

Eski dönemlerden beri biyoetanol üretimi için fermantasyon aĢamasında birçok 

mikroorganizmanın kullanıldığı bilinmektedir. Bu mikroorganizmaların baĢlıcaları 

mayalar olmakla birlikte sıklıkla bakteriler ve genetik manipülasyon sonucu metabolik 

olarak değiĢtirilmiĢ mikroorganizmalar da kullanılmaktadır. Bu mikroorganizmaların 

sahip olduğu; düĢük maliyetli besi ortamlarında hızlı geliĢim gösterebilmesi, bazılarının 

ekstrem koĢullara karĢı olan dayanıklılığı, etanol toleransının ve etanol veriminin 

yüksekliği gibi avantajlara sahip olması tercih nedenleri arasında sayılabilir (Simas-

Rodrigues vd. 2015).  

Fermantasyon,  monosakkaritlerin fermentatif mikroorganizmalar varlığında, uygun 

sıcaklık ve pH aralıkları gibi destekleyici koĢullarda biyoetanol ve diğer yan ürünlere 

metabolik bir dönüĢüm aktivitesi olarak tanımlanabilir (Phwan vd. 2018). 

2.7.1 Mayalar 

Biyoetanol üretiminde kullanılan mayalar genellikle kullanılacak hammaddenin Ģeker 

profiline (C5 veya C6) göre daha verimli ürün oluĢumu için tercih edilmektedir. 

AĢağıda biyoetanol üretiminde sıklıkla kullanılan mikroorganizma örneklerinden 

bahsedilmiĢtir. 

Saccharomyces cerevisiae 

S. cerevisiae, antik çağlardan beri gıda alanında kullanılmakta olan bir mayadır. Etanol 

fermantasyonu için en yaygın olarak kullanılan ökaryotik mikroorganizma olmuĢtur. 

DüĢük maliyeti ve kolay eriĢilebilirliği nedeniyle geleneksel olarak etanol üretiminde 

baĢlangıç kültürü olarak tercih edilmektedir. Pek çok S. cerevisiae suĢu, diğer maya 

türleriyle karĢılaĢtırıldığında düĢük pH değerleri, yüksek Ģeker konsantrasyonları ve 

etanole karĢı toleransa sahip olması gibi birçok avantaja sahiptir (Demir vd. 2006; 

Rogers vd. 2007; Láinez vd. 2019). Oksijen varlığında veya düĢük Ģeker miktarlarında 

dahi etanol üretebilmektedir. Yüksek ozmotik dirence sahip olmakla beraber 4.0 gibi 
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düĢük pH seviyelerini de tolere edebilmektedir. 11 - 38 ⁰ C sıcaklık aralığında 

geliĢebilmektedir. Metabolizması oksidatif fermantasyona sahip olacak Ģekilde 

geliĢmiĢtir, yani oksijen varlığında bile maya, glukoz fazla olduğunda fermentatif 

metabolizma kullanır. Bu metabolik özellik genellikle Crabtree etkisi olarak 

adlandırılmaktadır. Evrimsel süreçte milyonlarca yıldır süregelen bu özelliği sayesinde 

hızlı glukoz tüketimi ve antiseptik nitelikteki etanol üretme yeteneği nedeniyle ekolojik 

niĢinde avantaj sahibidir (Papini vd. 2012; Dai vd. 2018).  Çevresel stres etkenlerine 

karĢı dayanıklıdır. S. cerevisiae, GRAS bir maya olarak ekmek, bira, alkol ve enzim 

sanayisinde kullanılmaktadır (Origone vd. 2018; Suna ve Çopur 2018). S. cerevisiae, 

etanol fermantasyonunda ana metabolik yolak olarak glikolizi (EMP) kullanır, üretilen 

piruvat ise anaerobik koĢullarda CO2 çıkıĢı ile etanole indirgenir (Liu vd. 2019).  

Saccharomyces cerevisiae, esasen yüksek bir etanol toleransına sahip olduğu ve 

anaerobik fermantasyon koĢullarında yaĢayabildiği için, endüstriyel etanol üretiminde 

tercih edilen ilk mayadır. Prokaryotların aksine, S. cerevisiae düĢük pH koĢullarını 

tolere edebilir ve büyük ölçekli endüstriyel üretim için çok önemli olan faj 

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

Kluyveromyces marxianus 

Kluyveromyces marxianus, ilk olarak 1888'de E. C. Hansen tarafından tanımlanmıĢtır. 

Daha sonrasında bu mayayı üzümden izole eden Marx'tan sonra Saccharomyces 

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

K. marxianus, pastörize edilmemiĢ süt ve süt ürünleri, lağım suyu, mısır ve üzüm gibi 

bitkilerde bulunabilmektedir (Yu vd. 2021). Pentoz ve heksoz Ģekerler gibi geniĢ bir 

substrat spektrumu, yüksek büyüme hızı, aĢırı miktarda Ģekere maruz kaldığında daha 

az fermente olma eğilimi ve bir diğer ayırt edici özelliği ise 44 ile 52 
o
C arasındaki 

sıcaklıklara karĢı termotolerant oluĢu gibi birçok özelliğe sahiptir. Kluyveromyces sp., 

GRAS grubuna (genel olarak güvenli kabul edilen) dahildir ve FDA ("Gıda ve Ġlaç 

Dairesi") tarafından farmasötik ve gıda kullanımları için güvenli kabul edilmektedir 

(Láinez vd. 2019; Leonel vd. 2021).  Crabtree negatif bir maya olmasının yanı sıra 
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yalnızca glukoz değil, aynı zamanda arabinoz, sellobiyoz, laktoz ve ksiloz gibi çeĢitli 

Ģekerleri de asimile edebilmesi bakımından diğer maya türlerinden farklıdır (Sakihama 

vd. 2019). 

 

Pichia stipis 

Pentoz fermentatif bir maya olan P. stipitis, karbon kaynağı olarak sadece ksiloz 

kullanmaktadır. P. stipitis, Crabtree negatif, haploid formda bir mayadır.  Crabtree 

pozitif bir maya olan S. cerevisiae'den farklı olarak, P. stipitis'te fermantasyonun 

düzenlenmesi, etanol üretiminin yalnızca oksijen sınırlayıcı hale geldiğinde devreye 

girdiği oksijen seviyelerine bağlıdır (Papini vd. 2012). GRAS bir mayadır (Lee vd. 

2021). Osmotik basınca karĢı düĢük bir dirence sahip olduğu için yoğun Ģeker 

ortamında etanol üretimi gerçekleĢtiremez (Prasad vd. 2020).  

Candida boidinii 

Biyoetanol üretiminde tercih edilen bir diğer maya olan C. boidinii meyve epidermisi ve 

mangrov çevresi gibi çeĢitli kaynaklardan izole edilmektedir. Biyoetanol üretimi, 

biyofilm oluĢturma yeteneği ve lipaz aktivitesi gibi biyoteknolojik potansiyele sahip 

fermentatif bir mayadır. DüĢük pH seviyelerine dayanıklıdır. Crabtree negatif olan bu 

mayanın,  C1 bileĢiklerinin metabolizmasında yer alan metilotrofik 

mikroorganizmaların meydana getirdiği metanolü kullanıyor olabildiği düĢünülmektedir  

(Araujo vd. 1995; Osawa vd. 2009; Sauer vd. 2010; Fehér vd. 2021). GRAS olmayan 

bir mayadır (Boundy-Mills vd. 2019). 

2.7.2 Bakteriler 

Zymomonas mobilis 

Bu bakteri ilk olarak, Meksika'nın geleneksel pulque içkisinde, tropikal Afrika'da 

üretilen palmiye Ģaraplarında ve olgunlaĢmıĢ balda, Ģeker bakımından zengin bitki 

özsularının fermente edilmesiyle bulunmuĢtur (Swings ve Ley 1977). 
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 Z. mobilis, piruvat dekarboksilaz ve alkol dehidrojenaz enzimleri aracılığıyla ED yolağı 

ile glukozdan etanol üreten, anaerobik, Gram-negatif bir bakteridir. Bu 

mikroorganizmalar pentoz Ģekerlerini kullanamadıklarından dolayı maksimum 

üretkenliğin önünde bir engel teĢkil etmektedirler (Komati Reddy vd. 2015; Liu vd. 

2019). Doğada bulunan Z. mobilis, etanol üretmek için karbon kaynağı olarak sadece 

heksoz Ģekerleri (glukoz, fruktoz ve sükroz) kullanabilmektedir. Bunun yanı sıra, ön-

iĢleme tabi tutulmuĢ lignoselülozik biyokütle hidrolizatlarında en çok bulunan ikinci 

Ģeker olan ksiloz gibi pentoz Ģekerleri kullanamaz.  Model bir etanolojenik suĢ olan Z. 

mobilis, yüksek Ģeker alım oranı, etanol verimi, glukoz toleransı ve etanole karĢı olan 

yüksek direnci gibi sahip olduğu eĢsiz özelliklerinden dolayı büyük ilgi görmektedir 

(Rogers vd. 2007; Zhang vd. 2019).  

Esherichia coli 

Gram negatif, enterik ve çubuk formda bir bakteridir (DeMars vd. 2016). Doğada 

bulunan E. coli, anaerobik koĢullar altında bir mol glukozdan, iki mol asetat ve bir mol 

etanol halinde metabolize edebildiği için endojen bir iĢlem yoluyla etanol üretebilen bir 

bakteridir (Koppolu ve Vasigala 2016). Etanol fermantasyonunda gliserolü metabolize 

edebilir (Yazdani ve Gonzalez 2008). 

2.7.2.1 Diğer bakteriler 

Çoğu termofilik bakteri; selülaz ve hemiselülaz enzimleri üretir. Biyokütle dönüĢtürme 

iĢlemi açısından önemli bir maliyet avantajı olan harici hidrolitik enzimlerin 

eklenmesine ihtiyaç duyulmadan biyokütleyi etanole fermente edebilir. Bu bakteriler 

ayrıca lignoselülozik hidrolizatlarda bulunan hem pentoz hem de heksoz Ģekerlerini 

metabolize edebilmektedir. Termofilik bir anaerobik bakteri olan 

Thermoanaerobacterium saccharolyticum JW/SL-YS485, 45 – 65 °C sıcaklık aralığında 

ve 4.0 - 6.5 pH aralığında geliĢim gösterir. Hemiselüloz ve ksilan polimerlerinin yanı 

sıra sellobiyoz, glukoz, ksiloz, mannoz, galaktoz ve arabinozun da dahil olduğu 

selülozik biyokütledeki birincil Ģekerleri de doğrudan fermente edebilme yeteneğine 

sahiptir. Thermoanaerobacter etanolicus, 69 °C'de etanol üretimi yapabilen ekstrem 
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termofilik, spor oluĢturmayan, etanol üreten anaerobik bir bakteridir. Anaerobik ve 

termofilik bir bakteri olan Clostridium thermocellum, 60 °C'de ve pH 7.0'da, selülozu 

doğrudan etanole fermente edebilmektedir (Kumar vd. 2009). 

2.8 Literatürde Yer Alan Bazı ÇalıĢmalar  

Sudhakar vd. (2021) gerçekleĢtirdikleri çalıĢmalarında S. cerevisiae aracılığıyla, 

harcanmıĢ Ganoderma lucidum mantarından elde edilen 8.28 mg/g indirgen Ģekerden 5 

günlük inkübasyon sonrası nihai etanol verimi 1.57 g/L elde etmiĢlerdir. 

Chupaza vd. (2021), Azolla filiculoides bitkisinden S. cerevisiae, P. stipitis, Candida 

lusitaniae ve K. marxianus mayaları aracılığıyla ayrı ayrı olarak biyoetanol üretimini 

gerçekleĢtirmiĢ ve elde edilen değerleri karĢılaĢtırmıĢlardır. Ayrıca sülfürik asit 

(H₂SO₄), nitrik asit (HNO₃) ve hidroklorik asit (HCl) ön-iĢlem metodlarını 

karĢılaĢtırarak, %25 verimle 16.7 g/L yüksek monosakkarit konsantrasyonunun elde 

edildiği H₂SO₄ yöntemini seçmiĢlerdir. Bununla birlikte Viscozyme, Celluclast ve 

Cellic C-Tec2 enzimleri karĢılaĢtırılarak 35.8 g/L yüksek monosakkarit içeriğinden 

dolayı enzimatik hidroliz için Viscozyme enzimini seçmiĢlerdir. Etanol üretimi; 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 belirlenmiĢtir.  

Fehér vd. (2021) çalıĢmalarında mısır lifini hammadde olarak kullanarak iki basamaklı 

asit hidroliz uygulayarak SSF ve SHF yöntemiyle biyoetanol üretimi 

gerçekleĢtirmiĢlerdir. Asidik ve enzimatik fraksiyonlamadan sonra selüloz hidrolizi 

sonucu glukoz içeriği  sırasıyla 64 g/L ve 25 g/L olarak bulunmuĢtur. En yüksek etanol 

üretimi, SHF ile C. boidinii tarafından 30.3 g/L ve S. cerevisiae tarafından 26.1 g/L 

olarak elde edilmiĢtir. 

Raj ve Krishnan (2020) yaptıkları bir çalıĢmada sulu amonyak ön-iĢlemi sonrası Ģeker 

kamıĢı küspesinden iki aĢamalı enzimatik hidroliz sonucu elde edilen ksiloz ve 

glukozdan Candida tropicalis aracılığıyla ksilitol ve etanol üretimi 
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gerçekleĢtirmiĢlerdir. Nihai ksilitol verimi % 83.14 ve etanol verimi ise % 94.65 olarak 

bulunmuĢtur. 

Prajapati vd. (2020) gerçekleĢtirdikleri bir çalıĢmada Ģeker kamıĢı küspesinin 

Aspergillus tubingensis enzimatik kokteyliyle enzimatik hidrolizi sonrası Candida 

shehatae aracılığıyla etanol üretimini gerçekleĢtirmiĢlerdir. 24 saatte glukozun tamamı 

tükenmiĢ, 120 saate kadar ise ksilozun kullanımı devam etmiĢtir. % 77.9 fermantasyon 

verimliliği ile 15.54 g/L maksimum etanol üretimi gerçekleĢmiĢtir. 

M‘barek vd. (2020), Fas‘ta çürümüĢ odun kalıntısından elde ettikleri Fusarium solani 

ve Fusarium oxysporum fungusları aracılığıyla zeytin değirmeni atıklarından etanol 

üretimini gerçekleĢtirmiĢlerdir. Maksimum etanol üretimini 2.47 g/L olarak F. 

solani‘den elde edilmiĢtir. 

Mazaheri ve Pirouzi (2020), patates kabuklarıyla yaptıkları çalıĢmada Z. mobilis 

bakterisi aracılığıyla etanol üretimini gerçekleĢtirmiĢlerdir. %20 patates kabuğundan α-

amilaz ve amiloglukozidaz ile enzimatik hidrolizi sonucu 88.2 g/L indirgen Ģeker elde 

etmiĢlerdir. 61.3 g/L baĢlangıç Ģekerinin %78.9‘u kullanılarak 23.3 g/L maksimum 

etanol konsantrasyonu elde etmiĢlerdir. 

Mohapatra vd. (2020), Odisha‘nın Atri kaplıcalarından izole ettikleri termofilik 

bakteriler; Bacillus paranthracis ve Bacillus nitratireducens aracılığıyla Pennisetum 

sp.‘den etanol üretimi gerçekleĢtirmiĢlerdir. Ultrasonikasyon destekli NaOH ön-iĢlem 

sonrası 7.5 g/L substrat konsantrasyonu kullanarak 0.39 g/L maksimum etanol 

konsantrasyonu elde etmiĢlerdir. Buna ek olarak 0.009 g/L asetat, 0.13 g/L laktat varlığı 

tespit edilmiĢtir. 

Prasad vd. (2020) çalıĢmalarında, selülitik fungal suĢlar aracılığıyla pirinç kalıntısından 

etanol üretimi gerçekleĢtirmiĢlerdir. Enzimatik aktivite sonucu en yüksek indirgen Ģeker 

miktarı  Trichoderma reesei ile elde etmiĢlerdir. Mikrodalga destekli alkali ön-iĢlem ve 

T. reesei aracılığıyla gerçekleĢtirilen selülitik aktivite sonrası  55.6 g/L Ģeker tespit 
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etmiĢlerdir. S. cerevisiae aracılığıyla 22.6 g/L, P. stipitis aracılığıyla ise 25.3 g/L 

maksimum etanol üretimi gerçekleĢtirmiĢlerdir. 

Nweze vd. (2021), yaptıkları bir çalıĢmada Nijerya‗nın Nsukka bölgesindeki yerel 

hayvanat bahçesi, market ve ormandan izole edilen toplamda 320 termotolerant maya 

arasından; 30 g/L ksilozdan 7 g/L‘den fazla etanol üretebilen 3 termotolerant mayayı 

seçmiĢlerdir. Hem glukoz hem de ksiloz kullanımı için en iyi mayanın Pichia 

kudriavzevii olduğunu belirlemiĢlerdir. 24 saat içinde 3 izolat da ortamdaki glukozun 

tamamını tüketmiĢtir. Fermantasyon ortamlarındaki ksilozun tüm koĢullarda 96 saat 

içerisinde tamamen tükendiğini gözlemlemiĢlerdir. 

Mishra ve Ghosh (2020), kans çiminden ko-kültür fermantasyonu aracılığı ile etanol 

üretimi gerçekleĢtirmiĢlerdir. BaĢlangıç Ģeker konsantrasyonu; glukoz zengin fraksiyon 

için 40.32 g/L, ksiloz zengin fraksiyon için 21.87 g/L olarak bulmuĢlardır.  Maksimum 

etanol konsantrasyonu; glukoz zengin ortamda detoksifiye edilmemiĢ 26.9 g/L ve 

detoksifiye edilmiĢ 26.94 g/L olarak bulmuĢlardır. Ksiloz zengin ortamda ise 

detoksifiye edilmemiĢ 21.69 g/L ve detoksifiye edilmiĢ 22.48 g/L olarak bulmuĢlardır.  

Shankar vd. (2020) su sümbülü ve muz yaprağından bireysel maya suĢları aracılığıyla 

ksilitol ve etanolün ko-üretimini gerçekleĢtirmiĢlerdir. Su sümbülü yaprağının selüloz 

içeriği; %16.59 ve muz yaprağının selüloz içeriği; %19.89 olarak bulmuĢlardır. 

Enzimatik hidroliz sonrası S. cerevisiae tarafından üretilen maksimum etanol; muz 

yaprağı; 8.1 g/L, su sümbülü yaprağı; 6.18 g/L olarak tespit etmiĢlerdir. Asit hidrolizi 

sonrası C. tropicalis tarafından üretilen maksimum ksilitol; muz yaprağı; 13.1 g/L, su 

sümbülü yaprağı; 11.2 g/L olarak tespit etmiĢlerdir. 

Zhao vd. (2019) yaptıkları bir çalıĢmada asit hidrolizi sonrası % 91.2 toplam Ģeker 

verimi ile 1 kg konjac tozundan; 34.2 g/L glukoz ve 51.6 g/L mannoz elde etmiĢlerdir. 

Gluconobacter oxydans aracılığı ile 340 g mannonik asit ve C. shehatae aracılığı ile 100 

g etanol üretimi gerçekleĢtirmiĢlerdir. 
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2.8.1 Ko-fermantasyon stratejisi ile yapılan bazı çalıĢmalar  

Ko-fermantasyon yönteminde amaç ortamda bulunan farklı Ģeker profillerinin eĢ 

zamanlı olarak farklı mikroorganizmalar aracılığıyla etkin bir Ģekilde tüketilmesini 

içermektedir. Ko-fermantasyon stratejisinin kullanıldığı bazı çalıĢmalar aĢağıda 

verilmiĢtir.  

Wirawan vd. (2020) immobilize edilmiĢ Zymomonas mobilis ve süspende edilmiĢ 

Pichia stipitis hücreleri aracılığıyla sürekli iki aĢamalı biyoetanol üretimini 

gerçekleĢtirmiĢlerdir.  SHCF‘de 0.36 g etanol/ g selülozun etanol üretkenliği  1.868 

g/L/h olarak bulmuĢlardır. SSCF‘de ise 0.414 g etanol/ g selüloz etanol üretkenliği ile 

0.705 g/L/h olarak bulmuĢlardır.  

Karagöz vd. (2012), S.cerevisiae ve P. stipitis aracılığıyla, alkali hidrojen peroksit ön-

iĢlemine tabi tuttukları kolza tohumu samanından selüloz ve hemiselülozun fermente 

edilebilir Ģekerlere dönüĢümünü gerçekleĢtirmiĢlerdir. Ön-iĢlem sonrası oluĢan katı ve 

sıvı fazı süzerek ayırmıĢlardır. Katı fraksiyonu, aynı kap içinde eĢ zamanlı 

sakkarifikasyon ve ko-fermantasyon iĢleminde kullanmıĢlardır. Optimal koĢulları; 1 saat 

+ 50 °C + %5 (v/v) H2O2 olarak belirlemiĢlerdir. Ancak optimum delignifikasyonun 0,5 

M MgSO4 eklendiğinde gerçekleĢtiğini tespit etmiĢlerdir. Ön-iĢlemde elde edilen sıvı 

fraksiyondan 5.73 g/L, katı fraksiyondan ise P. stipitis aracılığıyla ko-fermentasyon 

sonrasında 14.07 g/L etanol eldesiyle sonuçlandığını bildirmiĢlerdir.  

Bu çalıĢmada Malik vd. (2021), lignoselülozik bir biyokütle olan pamuk sapının 

hammadde olarak kullanımıyla, immobilize edilmiĢ mayalar tarafından (Saccharomyces 

cerevisiae YPH499 ve Pachysolen tannophilus) ko-fermantasyon sonucu biyoetanol 

üretimini gerçekleĢtirmiĢlerdir. Pamuk sapının lignoselülozik yapısının 

monosakkaritlere degredasyonu biyolojik ve kimyasal ön-iĢlemler vasıtasıyla elde 

edilmiĢtir. Fermantatif mayalar, bu enzimatik hidroliz sonucu ortaya çıkan pentoz ve 

heksoz Ģekerlerini kullanarak biyoetanol üretimini gerçekleĢtirmiĢtir. Biyoetanolün 

üretimi sonucunda spektroskopik analizler (FTIR, XRD, SEM ve TGA dahil) yapılmıĢ 

olup, toplamda beĢ döngü sonunda maksimum Ģeker verimliliğini ölçmüĢlerdir. 
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Sonuçlara bakıldığında ise her bir döngü sonunda verimliliğin giderek azaldığını tespit 

etmiĢlerdir. 

Bunun yanı sıra genetik modifikasyona uğratılmıĢ tek bir mikroorganizma aracılığıyla 

da eĢ zamanlı olarak ko-fermantasyon stratejisi ile pentoz ve heksoz Ģekerlerin etkin bir 

Ģekilde tüketimi gerçekleĢtirilmesiyle biyoetanol üretimi gerçekleĢtirilmektedir. Buna 

iliĢkin bazı örnekler aĢağıda verilmiĢtir. 

Ġkinci grup bir hammadde olan Ģalt çiminden yabani maya türleri aracılığıyla ko-

fermantasyon strtatejisi ile yaptıkları bir çalıĢmada Antunes vd. (2022), biyokütlenin 

(Ģalt çimi) fermente edilebilir Ģeker (C5 ve C6) verimini arttırmak için seyreltik asit ve 

alkali ön-iĢleme tabi tutmuĢlardır. Yeni izole edilmiĢ yabani bir maya olan 

Scheffersomyces parashehatae UFMG-HM-60.1b‘yi kullanmıĢlardır. Kontrol için S. 

cerevisiae 174‘ü kullanmıĢ ve  C6 Ģekerler için 0.46 g/g etanol Yp/s ve 0.70 g/L saat Qp 

değerleri elde ederlerken, yabani suĢ için ise bu değerleri 0.29 g/g Yp/s ve 0.38 g/L h Qp 

olarak bulmuĢlardır.   

Fernández-Sandoval vd. (2019), çalıĢmalarında lignoselülozik biyokütleden etanol 

üretimi için tek basamaklı ve iki basamaklı sürekli kültür ortamlarında, karıĢık 

Ģekerlerin (7.5 g/L glukoz ve 42.5 g/L ksiloz) ko-fermantasyonunu karĢılaĢtırmak için 

etanolojenik E.coli MS04‘ü kullanmıĢlardır. Ortam koĢulları; mikro havalandırmalı, 

mineral içeren, düĢük seyreltme oranı olarak belirlemiĢlerdir. Tek basamaklı sürekli 

kültür koĢullarında düĢük seyreltme oranında (0.05 h
-1

), 0.9 g/L saat hacimsel etanol 

üretkenliği elde edilirken, iki basamaklı sürekli kültür koĢullarında 0.15 h
-1 

seyreltme 

oranında ise etanol verimi ve toplam Ģeker tüketiminde meydana gelen hafif bir azalma 

ile birlikte hacimsel etanol üretkenliğin 1.6 g/L saate kadar arttığını belirlemiĢlerdir.  

Bir diğer çalıĢmada ise Zhang vd. (2018), asit ön-iĢleme tabi tutmuĢ oldukları tatlı 

sorgum küspesi ve suyunu karıĢık olarak, eĢ zamanlı sakkarifikasyon ve ko-

fermantasyon (SSJCF) ile etanol üretiminde kullanmıĢlardır. Sülfürik asit 

konsantrasyonunun etanol üretimi üzerindeki etkisini değerlendirmiĢler ve iĢlem 

esnasında dikkate değer biçimde çift fazlı fermantasyon meydana geldiğini 
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gözlemlemiĢlerdir. 20 FPU/g selülaz ve baĢlangıç süresinde %2 sülfirik asit ile optimize 

ettikleri koĢullarda, 216 saatlik inkübasyon sonrasında 120.41 ± 0.4 g/L etanol ile taze 

tatlı sorgum sapı; su ve monosakaritten zengin selülozik biyokütleden ise (toplam etanol 

üretimi; tatlı sorgum suyundan birinci grup ve tatlı sorgum küspesinden ikinci grup 

etanol üretimi olmak üzere) 67.75 g/kg etanol verimi elde etmiĢlerdir. 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1 Kimyasallar ve Reaktifler 

Deneylerde glukoz monohidrat, ksiloz, etanol, pepton, maya özütü, patates dekstroz 

agar (PDA), formik asit (≥%98), asetik asit (%100), sülfürik asit (%98), sodyum 

potasyum tartarat tetrahidrat, MgSO4.7H2O, ZnSO4.7H2O, CaCl2.2H2O, KH2PO4, sitrik 

asit monohidrat, NaOH ve hidrojen peroksit (%35 Merck/Almanya), 5-

hidroksimetilfurfural ve selülaz enzimi (CelliCtec2/Sigma Aldrich) kullanılmıĢtır. 1 M 

stok sodyum sitrat tamponu, NREL protokolüne göre (Adney ve Baker 2008) 

hazırlanmıĢ ve deneyler sırasında 50 mM'ye seyreltilmiĢtir. Deneyler sırasında 

aĢağıdaki cihazlar kullanılmıĢtır: 

Laboratuvar tipi değirmen (MiproLab/Türkiye), otoklav (ALP/CL-40 M/Almanya), 

ultrasonik su banyosu (ISOLAB/621.05006/Almanya), çalkalayıcı inkübatör 

(Gerhardt/Almanya/THO500), spektrofotometre (Shimadzu/UV-1201 V/Japonya), gaz 

kromatografisi (Shimadzu/GC2010/Japonya), yüksek performanslı sıvı kromatografisi 

(Shimadzu/Japonya), kırılma indisi dedektörü (Shimadzu/RID10-A/Japonya), 

santrifüjler (Hettich/Rotofix 32A ve Rotina 35 R/Almanya) ve su banyosu 

(Memmert/WB22 ve WNB22/Almanya).  

3.2 Maya Ġzolasyonu, PCR Ve Tanılanması 

Örnekler, Ģeker fabrikası atıklarından/Ankara'dan toplanmıĢtır. Örnekler santrifüjlenmiĢ 

ve Potato Dextrose Agar (Merck-Almanya) ve 600.000 IU penisilin içeren Petri 

plakalarına 0.1 mL inokülüm olarak yayılmıĢtır. Ġnkübasyon sıcaklığı 30°C olarak 

ayarlanmıĢtır. Tek koloniler tekrarlı yayma plak tekniği ile saflaĢtırılmıĢ ve saf koloniler 

+4°C'de muhafaza edilmiĢtir. ITS bölgelerini büyütmek için ITS1 ve ITS4 primerleri 

kullanılmıĢtır (Glass ve Donaldson 1995). PCR ve dizileme iĢlemleri için dıĢ 

laboratuvardan (BM LAB/Ankara) hizmet alımı yapılmıĢtır. 
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PCR koĢulları aĢağıdaki gibidir (her adım için 30 döngü):  

Denatürasyon: 94°C 1 dakika boyunca, Bağlanma: 55°C 45 saniye boyunca, Uzama: 

72°C 45 saniye boyunca gerçekleĢtirilmiĢtir. Harici bir laboratuvarda (BM Lab, Ankara, 

Türkiye) DNA dizilemesi için ABI 3100 Genetic Analyzer cihazı kullanılmıĢtır. SuĢlar, 

DNA, 18S rDNA gen dizisi ve PCR analizlerinin NCBI/BLAST sonuçlarına göre 

tanılanmıĢtır. BLAST sonuçlarına göre izolatın C. boidinii olduğu doğrulanmıĢtır. 

Mikroorganizmanın ITS dizisi GenBank veri tabanında OK041521 eriĢim numarası ile 

saklanmaktadır. 

3.3 Endüstriyel Çay Atığının (EÇA) Ön-ĠĢlemi 

ÇalıĢmada kullanılan EÇA, Çay ĠĢletmeleri Genel Müdürlüğü (Çay-Kur)/Rize‘den kuru 

halde temin temin edilerek laboratuvar tipi 0.1 cm'lik bir değirmende öğütülmüĢ ve 

deneylerde kullanılana kadar vidalı kapaklı bir ĢiĢede saklanmıĢtır. Seyreltik asit ile ön-

iĢlem deneyleri için %1 (v/v) sülfürik asit (H2SO4/Merck-Germany) kullanılmıĢtır. 

EÇA, seyreltik asit ile ön-iĢleminden hemen sonra 121°C'de 15 dakika süreyle 

otoklavlanmıĢtır. Seyreltik asit ön-iĢlemi sonrasında EÇA‘nın pH‘ı 0.7-0.8 olarak 

bulunmuĢtur. AHP ön-iĢlemi ise Saha ve Cotta'ya (2014)‘e göre küçük değiĢikliklerle 

gerçekleĢtirilmiĢtir. AHP ön iĢlemi için %1 H2O2 kullanılmıĢ ve deneylerden önce pH, 

NaOH ile 11.5'e ayarlanmıĢtır. AHP, 72 saat boyunca 25°C'de gerçekleĢtirilmiĢ ve 

sonrasında EÇA, 121°C'de 15 dakika boyunca otoklavlanmıĢtır. Ultrasonikasyon 

destekli seyreltik asit ve AHP ön-iĢlemi için sırasıyla EÇA‘ya %1 (v/v) sülfirik asit 

(H2SO4/Merck-Germany) ve %1 H2O2 uygulandıktan sonra 30 
o
C‘de 30 dakika boyunca 

(50 Hz/400 W)  ultrasonik su banyosunda tutulmuĢtur (Zhang ve Cai 2008; Hendriks ve 

Zeeman 2009). Her iki ön-iĢlem yönteminde de geri plandaki Ģekerleri önlemek için 

yıkanmıĢ ve yıkanmamıĢ biyokütle kullanılmıĢtır.  
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3.4 Enzimatik Hidroliz 

Enzimatik hidroliz için bir selülaz olan CelliCTec2 kullanılmıĢtır. Enzim 

konsantrasyonu, 15 Filtre Kağıdı Birimi (FPU)/g selüloza ayarlanmıĢtır. Enzimatik 

hidroliz 50°C'de gerçekleĢtirilmiĢ ve hidrolizatın pH'ı, çalkalayıcı inkübatörde 100 

rpm'de 50 mM sitrat tamponu ile 4.8'e ayarlanmıĢtır. Enzimatik hidroliz 72 saat 

boyunca devam ettirilmiĢtir (Adney ve Baker 2008).  

3.5 Ġnhibitörlerin Mikrobiyal Büyüme ve Biyoetanol Üretimine Etkisi 

Artan inhibitör konsantrasyonlarının mayaların mikrobiyal büyümesi ve etanol 

üretimine etkileri sentetik YPD (3.0 g/L maya özütü, 5.0 g/L pepton, 20.0 g/L glukoz) 

besiyerinde araĢtırılmıĢtır. Bu amaçla beĢ farklı YPD besiyeri hazırlanmıĢ ve bu 

besiyerlerinin bileĢimleri aĢağıda verilmiĢtir. 

Besiyeri 1: Yalnızca 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 

Ġnkübasyon sıcaklığı, fermantasyon deneyleri için 100 rpm karıĢtırma hızında 96 saat 

boyunca 30°C'ye ayarlanmıĢtır. EÇA besiyerine, ZnSO4 (0.05 g/L), CaCl2 (0.1 g/L), 

MgSO4.7H2O (0.5 g/L), KH2PO4 (1.0 g/L), pepton (5.0 g/L) ve maya özütü ( 3.0 g/L) 

ilave edilmiĢtir. Her bir mayanın ksiloz asimilasyon kapasitesi ko-fermantasyon 

deneylerinden önce sentetik ksiloz, pepton, maya özütü içeren (YPX) besiyerinde 

araĢtırılmıĢtır. YPX besiyeri içeriği; maya özütü (3.0 g/L), pepton (10.0 g/L) ve ksiloz 

(20.0 g/L) olarak kullanılmıĢtır. Toplam inokülasyon oranı S. cerevisiae için 4.3 x 10
7
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CFU/mL, C. boidinii için 4.7 x 10
7
 CFU/mL'ye yaklaĢık olarak karĢılık gelen %5'e (v/v) 

ayarlanmıĢtır.  

Mayaların beĢ farklı inokülasyon oranı (% v/v, 100:0, 75:25, 50:50, 25:75, 0:100 bu 

oranların yaklaĢık olarak karĢılığı; 4.3 x 10
7
 CFU/mL S. cerevisiae, 3.2 x 10

7
 CFU/mL 

S. cerevisiae/1.1 x 10
7
 CFU/mL C. boidinii, 2.1 x 10

7
 CFU/mL S. cerevisiae/2.3 x 10

7
 

CFU/mL C. boidinii, 1.0 x 10
7
 CFU/mL S. cerevisiae/3.5 x 10

7
 CFU/mL C. boidinii ve 

4.7 x 10
7
 CFU/mL C. boidinii) ko-fermantasyon deneyleri için seçilmiĢtir. 

3.7 Analitik Yöntemler 

Etanol tayini için gaz kromatografi sistemi kullanılmıĢtır. 1.5 mL alınan numuneler, GC 

analizinden önce süzülmüĢ ve 10000 rpm'de 10 dakika santrifüjlenmiĢtir. Süpernatant 

filtrasyonu için 0.22 µm membran filtre kullanılmıĢ ve enjeksiyon hacmi 1 µL olarak 

ayarlanmıĢtır. Etanol ölçümü için Restek Rtx-Wax kolonu (60 metre uzunluk, 0.25 

milimetre iç çap) ve alev iyonizasyon dedektörü (FID) kullanılmıĢtır. GC analizinde 

mobil faz olarak azot gazı kullanılmıĢtır. Ġlk ve son kolon sıcaklıkları sırasıyla 50 ve 

150°C'ye ayarlanmıĢtır. Dedektör ve enjeksiyon portunun sıcaklıkları sırasıyla 160°C ve 

140°C olarak ayarlanmıĢtır (Wistara vd. 2016). EÇA'da bulunan 5-hidroksimetilfurfural 

(HMF), asetik asit ve formik asidin ölçümü için kırılma indisi detektörü (RID-10A) ve 

Coregel 87H3 (Transgenomik) kolonu ile donatılmıĢ HPLC kullanılmıĢtır. Analizden 

önce, 1.5 mL alınan numuneler 10000 rpm'de 10 dakika santrifüjlenmiĢ ve süpernatant, 

HPLC analizinden önce 0.22 µm membran filtreden süzülmüĢtür. Toplam akıĢ 0.6 

mL/dk'ya ayarlanmıĢ ve kolon sıcaklığı sürekli olarak 70°C'de tutulmuĢtur. Mobil faz 

olarak 5 mM H2SO4 kullanılmıĢtır (Motoda vd. 2019). Toplam indirgen Ģeker, 

dinitrosalisilik asit (DNS) yöntemiyle ölçülmüĢtür (Miller 1959). Enzim aktivitesi 

(Filtre Kağıdı birimi/FPU) (Adney ve Baker 2008)'e göre tanımlanmıĢtır. Enzim 

aktivitesi Filtre Kağıdı Birimi (FPU) 121 FPU/mL olarak bulunmuĢtur.  

AĢağıda sunulan denklem (1), teorik etanol verimlerinin hesaplanmasını göstermektedir 

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

                          
             

                               
     

 

Hacimsel etanol üretkenliği (Qp) değerleri Denklem (2), daha önce (Roca ve Olsson 

2003) tarafından elde edilmiĢtir. 

Denklem (2):  

          
             

                 
 

 

YP/S değerleri Denklem (3), (Yücel ve Aksu 2015)‘ya göre hesaplanmıĢtır: 

Denklem (3):  

           
                      

                      
 

 

Spesifik büyüme hızı (μ), Denklem (4)'e göre birim zaman baĢına biyokütledeki (g/L) 

artıĢ olarak hesaplanmıĢtır (Oliveira vd. 2011). 

 

Denklem (4):  

              
          

       
 

 

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

örneği göstermektedir.  

3.8 Endüstriyel Çay Atığının (EÇA) Bazı Yapısal Özelliklerinin Belirlenmesi 

EÇA‘nın nem içeriği (Nielsen 2017)‘e göre belirlenmiĢtir. EÇA‘nın hemiselüloz içeriği 

NREL protokolüne göre (Sluiter vd. 2008) hesaplanmıĢtır. EÇA'nın selüloz 
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konsantrasyonu, standart ISO protokolü 5498–1981'e göre ölçülmüĢtür (Śmiechowska 

ve Dmowski 2006). Selüloz ölçümü harici bir laboratuvar (Düzen Norwest/Ankara) 

tarafından yapılmıĢtır.  

3.9 Mayaların Toplam Protein Ġçeriğinin Belirlenmesi 

Mayaların toplam protein içeriği Lowry yöntemine göre belirlenmiĢtir (Lowry vd. 

1951).  

3.10 Mayaların Glukoz ve Ksiloz Kullanım Kapasitelerinin Belirlenmesi 

Mayaların farklı Ģeker kullanım kapasitelerinin belirlenmesi adına iki farklı sentetik 

besiyeri hazırlanmıĢtır. Sentetik besiyerlerine (YPD; pH: 4.8, maya özütü (3.0 g/L), 

pepton (10.0 g/L), glukoz (20.0 g/L), XPY; pH: 4.8, maya özütü  (3.0 g/L), pepton (10.0 

g/L), ksiloz (20.0 g/L)) S. cerevisiae ve C. boidinii mayaları inoküle edilmiĢtir.   

3.11 Ġstatistiksel Analiz 

Varyans Analizi (ANOVA) ile test edilen gruplar arasındaki farkın anlamlılığını 

belirlemek için SPSS 25.0 yazılımı ile istatistiksel analizler yapılmıĢtır. 
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4. ARAġTIRMA BULGULARI 

4.1 Endüstriyel Çay Atığının (EÇA) Kimyasal BileĢimi 

ÇalıĢmanın bu bölümünde EÇA'nın bazı yapısal ve kimyasal özellikleri belirlenmiĢtir. 

Hammaddenin selüloz, hemiselüloz ve nem içerikleri sırasıyla %33.8, %18.9 ve %7.8 

olarak bulunmuĢtur. Ayrıca bu çalıĢmada enzimatik hidroliz öncesi %10 biyokütle 

konsantrasyonunda glukoz, arabinoz ve diğer Ģekerler sırasıyla %34.43, %28.67 ve 

%36.90 olarak tespit edilmiĢtir. Enzimatik hidrolizden sonra EÇA besiyerinde baskın 

Ģeker olarak glukozun bulunduğu ve bu Ģekerin EÇA besiyerindeki yüzdesinin 

%34.43'ten %56.20'ye yükseldiği gözlemlenmiĢtir. 

4.2 Farklı Ön-ĠĢlem Yöntemlerinin Fermente Edilebilir ġeker 

Konsantrasyonlarına Etkisi  

Farklı ön-iĢlem yöntemlerinin fermente edilebilir Ģeker konsantrasyonlarına etkisini 

değerlendirmek için EÇA'nın genel ön-iĢlemi ve hammaddeden biyoetanol üretim 

yaklaĢımları ġekil 4.1 ve Çizelge 4.1'de verilmiĢtir. Ön-iĢlem tipinin selülozik 

fraksiyonun enzimatik hidrolizi üzerindeki etkisini görmek için, ön-iĢlem uygulanmıĢ 

EÇA su ile yıkanmıĢ ve böylece hemiselüloz kaynaklı Ģekerler giderilmiĢtir.  
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ġekil 4.1 Ko-fermantasyon yaklaĢımıyla EÇA'dan biyoetanol üretiminin Ģematik 

gösterimi 

 

Bu ön-iĢlem ve yıkama sonrasında elde edilen indirgen Ģeker miktarları Çizelge 4.1‘de 

gösterilmektedir. Çizelge 4.1‘de görüldüğü gibi seyreltik asit ve AHP ön-iĢlem tiplerine 

ultrasonikasyonun herhangi bir etkisinin olmadığı gösterilmiĢtir. Ultrasonikasyon 

destekli ön-iĢlem uygulanan ve enzimatik hidrolize tabi tutulmuĢ yıkanmayan %10 

EÇA‘dan seyreltik asit ve AHP ön-iĢlem ile sırasıyla en yüksek 38.19 g/L ve 25.29 g/L 

glukoz ve 16.84 g/L ve 8.28 g/L ksiloz bulunmuĢtur. 
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Çizelge 4.1 Ultrasonikasyon destekli/desteksiz seyreltik asit ve AHP ile dört farklı 

kombinasyonda ön-iĢleme tabi tutulmuĢ enzimatik hidroliz öncesi ve 

sonrasındaki (yıkanmamıĢ ve yıkanmıĢ) %10 EÇA‘da indirgen Ģeker 

konsantrasyonlarının karĢılaĢtırılması  

Ġndirgen Ģeker konsantrasyonu 

(%10 EÇA, w/v kuru ağırlık) 

 

Enzimatik hidroliz 

uygulanmayan 

indirgen Ģeker 

miktarı (%10 

EÇA) (g/L) 

Enzimatik hidroliz 

sonrası 

yıkanmamıĢ %10 

EÇA indirgen 

Ģeker miktarı 

(g/L)
e 

Enzimatik 

hidroliz sonrası 

yıkanmıĢ %10 

EÇA indirgen 

Ģeker miktarı 

(g/L)
e 

Ön-iĢlem Tipi Glukoz Ksiloz Glukoz Ksiloz Glukoz Ksiloz 

Seyreltik asit+Otoklav
a 17.27 

±0.5 

10.05 

±0.3 

38.19 

±2.9 

16.84 

±1.2 

18.02 

±6.1 

7.57 

±3.5 

Seyreltik asit 

+Ultrasonikasyon+Otokl

av
b 

12.17 

±1.2 

3.72 

±0.6 

20.32 

±11.5 

11.66 

±6.6 

9.95 

±0.4 

4.41 

±0.2 

AHP+Otoklav
c 

 

8.72 

±1.6 

2.64 

±0.4 

25.29 

±3.6 

8.28 

±2.1 

12.51 

±5.0 

6.22 

±2.9 

AHP+Ultrasonikasyon+

Otoklav
d 

11.91 

±2.3 

2.73 

±0.8 

13.78 

±2.6 

7.91 

±1.5 

6.73 

±0.3 

3.86 

±01 

a
Seyreltik asit+Otoklav; %1 H2SO4, v/v, pH:4.8, 121 ⁰C ve 15 dk otoklav 

b
Seyreltik asit+Ultrasonikasyon+Otoklav; %1 H2SO4, v/v, pH:4.8, 30 ⁰C ve 30 dk Ultrasonikasyon, 121 

⁰C ve 15 dk otoklav 
c
AHP+Otoklav; %1 H₂O₂, v/v, pH:11.5, 25 ⁰C, 72 saat, 121 ⁰C ve 15 dk otoklav 

d
AHP+Ultrasonikasyon+Otoklav; %1 H₂O₂, v/v, pH:11.5, 25 ⁰C, 72 saat, 30 ⁰C ve 30 dk 

Ultrasonikasyon, 121 ⁰C ve 15 dk otoklav 
e
Enzimatik hidroliz; 15 FPU/g selüloz, 50 ⁰C ve 72 saat 

 

ġeker konsantrasyonları açısından AHP ve seyreltik sülfürik asit ön-iĢlemlerinin 

karĢılaĢtırılması ġekil 4.2‘de gösterilmiĢtir. Sonuçlara göre, seyreltik asit ön-iĢlemi, tüm 

gruplarda önemli ölçüde yüksek Ģeker konsantrasyonlarına neden olmuĢtur. Seyreltik 

asit ile ön-iĢleme tabi tutulmuĢ ve enzimatik olarak hidrolize edilmiĢ EÇA 

hidrolizatından elde edilen maksimum Ģeker miktarı 38.19 g/L olarak bulunmuĢtur. 

Ancak bu değer, EÇA'nın AHP ön-iĢlemine ve enzimatik hidrolize tabi tutulmuĢ bütün 

hidrolizatında sadece 25.29 g/L olarak bulunmuĢtur. AHP ve seyreltik asit+otoklav ile 

ön-iĢleme tabi tutulmuĢ yıkanmıĢ biyokütlenin indirgen Ģeker konsantrasyonları 

sırasıyla 12.51 g/L ve 18.02 g/L olarak bulunmuĢtur. Sadece seyreltik asitle ön-iĢleme 

tabi tutulan fakat enzimatik hidroliz uygulanmayan EÇA'dan ise 17.27 g/L indirgen 
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Ģeker elde edilmiĢtir. Bu değer, enzimatik hidroliz olmadan sadece AHP ile ön-iĢleme 

tabi tutulmuĢ yıkanmıĢ EÇA örneğinde ise sadece 8.72 g/L olarak bulunmuĢtur. 

 

*Aynı gruplarda bulunan farklı üst simgeler anlamlı farklılık göstermektedir. 

ġekil 4.2 Farklı ön-iĢlem yöntemlerinin EÇA'nın indirgen Ģeker konsantrasyonuna etkisi 

(Biyokütle konsantrasyonu: %10, enzim konsantrasyonu: 15 FPU/g selüloz) 

1: Yalnızca AHP ön-iĢlemi, 2: AHP + enzimatik hidroliz + EÇA'nın yıkanmıĢ 

fraksiyonu, 3: AHP + enzimatik hidroliz + EÇA bulamacının tamamı, 4: 

Yalnızca seyreltik asit ön-iĢlemi, 5: Seyreltik asit + enzimatik hidroliz + 

EÇA'nın yıkanmıĢ fraksiyonu, 6: Seyreltik asit + enzimatik hidroliz + EÇA 

hidrolizatın tamamı 

 

4.3 BaĢlangıç Biyokütle Konsantrasyonunun Ġnhibitör BileĢikler ve Biyoetanol 

Üretimine Etkisi 

Çizelge 4.2 seyreltik asitle ön-iĢleme tabi tutulmuĢ EÇA varlığında mayaların 

biyoetanol üretimleri ile inhibitör bileĢiklerin ve indirgen Ģekerlerin konsantrasyonlarını 

göstermektedir. Çizelgeye göre %20 baĢlangıç biyokütle konsantrasyonu 

kullanıldığında maksimum glukoz ve ksiloz miktarları sırasıyla 54.43 g/L ve 23.61 g/L 

olarak gözlemlenmiĢtir. Aynı Ģekerler %5 EÇA varlığında ise 25.26 g/L ve 10.54 g/L 

olarak bulunmuĢtur. Sonuçlar, daha yüksek EÇA konsantrasyonu kullanımının daha 

yüksek indirgen Ģeker konsantrasyonu ile sonuçlandığını göstermiĢtir. 
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Çizelge 4.2 Seyreltik asit ile ön-iĢleme tabi tutulmuĢ ve enzimatik olarak hidrolize 

edilmiĢ EÇA varlığında mayaların inhibitör bileĢikleri, indirgen Ģeker, 

etanol konsantrasyonları ve büyüme kinetiği (pH: 4.8, enzim 

konsantrasyonu: 15 FPU/g selüloz, fermantasyon süresi: S. cerevisiae için 

24 saat, C. boidinii OK041521 için 48 saat) 

*5-HMF: 5-Hidroksimetilfurfural  

** Aynı satırda üst simgedeki farklı harfler anlamlı farklılık gösterir 

 

Ayrıca, daha yüksek konsantrasyonda biyokütle kullanımı beklenildiği gibi daha yüksek 

konsantrasyonda inhibitör bileĢik miktarına neden olmuĢtur. EÇA konsantrasyonu 

%5'ten %20'ye kadar artırıldığında asetik asit, formik asit ve HMF konsantrasyonları 

sırasıyla 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 

yükselmiĢtir. Mayaların etanol üretiminde de benzer bir eğilim gözlemlenmiĢtir. %20 

EÇA konsantrasyonunda C. boidinii ve S. cerevisiae'nin en yüksek etanol miktarları 

sırasıyla 14.1 g/L ve 12.1 g/L olarak tespit edilmiĢtir.  

Yüksek biyokütle konsantrasyonu ve 24-48 saatlik hidroliz, ticari ikinci nesil etanol 

üretimi için ciddi engeller olarak kabul edilmektedir (Dias vd., 2011). Benzer Ģekilde 

mevcut çalıĢmada da en yüksek etanol üretimi %20 gibi yüksek biyokütle 

 

Biyokütle konsantrasyonu 

(%, w/v kuru ağırlık) 

5 10 20 

Asetik asit 

(g/L) 

0.66
f 
 

±0.1
 

0.80
f 

±0.1 

0.90
f 

±0.0 

Formik asit 

(g/L) 

0.023
g 

±0.0 

0.032
g 

±0.0 

0.034
g 

±0.0 

5-HMF 

(g/L) 

0.33
h 

±0.0 

0.67
i 

±0.0 

0.76
j 

±0.0 

Ġndirgen Ģeker 

(g/L) 

Glukoz 
25.26

 a
 

±0.3 

38.19
a,b 

±2.9 

54.43
b 

±6.6 

Ksiloz 
10.54

c 

±1.1 

16.84
d 

±1.2 

23.61
e 

±0.4 

Biyoetanol 

konsantrasyonu 

(g/L) 

C. boidinii 
6.46

k 

±0.5 

11.58
l 

±0.2 

14.1
l 

±1.1 

S. cerevisiae 
5.99

m 

±0.5 

10.92
m,n 

±0.3 

12.1
n 

±1.4 

µmaks. 

(1/saat) 

C. boidinii 
0.09

o 

±0.0 

0.10
o 

±0.0 

0.11
o 

±0.0 

S. cerevisiae 
0.15

p 

±0.0 

0.16
p 

±0.0 

0.17
p 

±0.0 



45 
 

konsantrasyonu ve 24-48 saatlik fermantasyon süresinde gözlenmiĢtir. Ayrıca, biyokütle 

miktarı %5'ten %20'ye yükseldiğinde biraz daha yüksek µmaks. değerleri elde edilmiĢtir. 

En yüksek µmaks., %20 EÇA varlığında C. boidinii ve S.cerevisiae için sırasıyla 0.11 

1/saat ve 0.17 1/saat olarak bulunmuĢtur. Aynı mayalar için %5 EÇA kullanıldığında ise 

bu değerler 0.09 ve 0.15 1/saat'e düĢmüĢtür.  

Artan inhibitör konsantrasyonlarının mayaların mikrobiyal büyümesi ve etanol 

üretimindeki etkileri sentetik YPD besiyerinde araĢtırılmıĢtır. Bu amaçla 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 konsantrasyonlarını içeren beĢ farklı besiyeri hazırlanmıĢtır. 

Mayaların etanol üretimi ve mikrobiyal büyümesi ġekil 4.3 (a)'da sunulmaktadır. En 

yüksek biyoetanol konsantrasyonları sırasıyla Besiyeri 2‘de S. cerevisiae (7.24 g/L) ve 

Besiyeri 3‘te C. boidinii'de (7.34 g/L) gözlemlenmiĢtir. 

 

               

ġekil 4.3 (a) Sentetik YPD (maya özütü: 3 g/L, pepton 10 g/L, glukoz: 20 g/L) besiyeri 

varlığında S. cerevisiae ve C. boidinii OK041521'in biyoetanol üretimi ve 

mikrobiyal büyümesi sırasında artan inhibitör konsantrasyonları (Besiyeri 1: 

Yalnızca 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 konsantrasyonlarını artırmak için ko-fermantasyon stratejisi, etanol verimini 

artırılabileceği ve genel iĢlem maliyetlerini azaltabileceği için geliĢmemiĢ ancak umut 

vadedici bir yöntemdir (Chen 2011). ġekil 4.4 (b), sentetik YPX ve YPD besiyerinde 

her iki mayanın fermantasyonu sırasında ksiloz ve glukoz konsantrasyonlarını 

göstermektedir. Sonuçlar, 96 saatlik fermantasyon süresinin sonunda hem ksiloz hem de 

glukozun C. boidinii tarafından neredeyse tamamen tüketildiğini göstermektedir. 

 

   

ġekil 4.4 (b) S. cerevisiae ve C. boidinii OK041521'in fermantasyonu sırasında sentetik 

YPX ve YPD besiyerlerinde kalan ksiloz ve glukoz konsantrasyonları (pH: 

4.8, YPX: Maya özütü: 3.0 g/L, pepton: 10.0 g/L, ksiloz: 20.0 g/L, YPD: 

Maya özütü: 3.0 g/L, pepton: 10.0 g/L, glukoz: 20.0 g/L) 

 

ġekil 4.5 (c)‘de gösterilen EÇA besiyerinde ko-fermantasyon için maya 

konsantrasyonları sırasıyla %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 kullanılmıĢtır. 

 

Mayaların etanol üretimi ve Ģeker tüketimi ġekil 4.5 (c)–4.7 (e)'de gösterilmiĢtir. ġekil 

4.5 (c)‘de ko-fermantasyon adımında, S. cerevisiae inokülasyon oranı %25'e 
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düĢürüldüğünde etanol üretimi kademeli olarak artmıĢ ve %25 S.  cerevisiae-%75 C. 

boidinii içeren EÇA besiyerinde maksimum etanol 21.91 g/L olarak gözlemlenmiĢtir. 

Yalnızca S. cerevisiae veya yalnızca C. boidinii içeren EÇA besiyerinde bu değerler 

sırasıyla 12.1 g/L ve 14.1 g/L olarak saptanmıĢtır. Bu durum ko-fermantasyon 

besiyerinin, S. cerevisiae inokülasyon oranının düĢük olması durumunda S. cerevisiae 

tarafından domine edilememesi ile ilgili olabileceği düĢünülmektedir. Bu Ģekilde, bir 

Crabtree negatif bir maya olan C. boidinii, büyüme ve etanol üretimi için uygun 

koĢullara eriĢmiĢ olabiliceği düĢünülmektedir. (Osawa vd. 2009). 

 

                    

ġekil 4.5 (c) EÇA besiyerinde ko-fermente edilmiĢ S. cerevisiae ve C. boidinii 

OK041521'in etanol üretimi 

 

ġekil 4.6 (d) ve 4.7 (e)‘de ko-fermente edilmiĢ EÇA besiyerinin glukoz ve ksiloz 

konsantrasyonları gösterilmiĢtir. Sonuçlara göre, artan S. cerevisiae oranları, artan C. 

boidinii oranlarına göre daha hızlı glukoz tüketimi ile sonuçlanmıĢ ve 48 saat sonunda 

glukoz neredeyse tamamen tükenmiĢtir. EÇA besiyerinde daha yavaĢ ksiloz tüketimi 

gözlemlenmesine rağmen %100 S. cerevisiae içeren EÇA besiyeri dıĢındaki tüm 

gruplarda ksilozun etkin olarak kullanıldığı tespit edilmiĢtir. Ayrıca, artan C. boidinii 

oranları, önemli ölçüde daha yüksek ksiloz tüketimine neden olmuĢtur. C. boidinii'nin 

Crabtree negatif doğasının yavaĢ glukoz tüketim oranlarına neden olabilmesine karĢın, 
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bu mayanın etkin ksiloz asimilasyon kapasitesi daha yüksek etanol üretimi ile 

sonuçlanmıĢtır.  

 

 

ġekil 4.6 (d) EÇA besiyerinde glukoz bazlı Ģeker kalıntıları (pH: 4.8, EÇA: %20, SC: 

Saccharomyces cerevisiae, CB: Candida boidinii OK041521) 

 

 

ġekil 4.7 (e) EÇA besiyerinde ksiloz bazlı Ģeker kalıntıları (pH: 4.8, katı 

konsantrasyonu: %20, SC: Saccharomyces cerevisiae, CB: Candida boidinii 

OK041521) 

 

Çizelge 4.3'de ko-fermantasyonlu ve ko-fermantasyonsuz koĢullara ait kinetik 

parametrelerin karĢılaĢtırması verilmiĢtir. Ko-fermente edilmiĢ EÇA besiyeri varlığında 
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kinetik parametrelerin de iyileĢtirildiği görülebilmektedir. Örneğin, %100 S. cerevisiae 

ve %100 C. boidinii içeren besiyeri varlığında sırasıyla teorik verimin %100 S. 

cerevisae 24 saat sonunda %43.6‘sına ve %100 C. boidinii ise 48 saat sonunda 

%51.0‘ına ulaĢmıĢtır. %25 S.cerevisiae -%75 C. boidinii içeren besiyeri varlığında ise 

bu değer %78.7 olarak artmıĢtır. Çizelge 4.3'de gösterildiği gibi, daha yüksek S. 

cerevisiae konsantrasyonları, hem 24 hem de 48 saatlik fermantasyon süreleri için daha 

yüksek µmaks. değerleri ile sonuçlanmıĢtır. Optimize edilmiĢ koĢullarda en yüksek 

biyoetanol 48 saat sonunda 21.9 g/L olarak bulunmuĢtur ve biyoetanol 

konsantrasyonları tüm gruplarda Ģeker tüketimiyle paralel olarak azalmıĢtır. Bu durum 

ortamdaki biriken etanolün tüketimiyle iliĢkilidir. Etanol metabolizması boyunca 

gliserol üretilmemiĢ ve redoks dengesi yeniden düzenlenmiĢtir (Babazadeh vd. 2017; 

Thomson vd. 2005). 

 

Çizelge 4.3 Seyreltik asit ile ön-iĢleme tabi tutulmuĢ ve enzimatik olarak hidrolize 

edilmiĢ EÇA'nın fermantasyonu / ko-fermantasyonundan elde edilen 

mayaların kinetik parametreleri ve büyüme kinetikleri (pH: 4.8, katı 

konsantrasyonu: %20, enzim konsantrasyonu: 15 FPU/g selüloz) 

 
Zaman 

(saat) 

Ġnokülasyon Oranı (%) 

%100 SC %100 CB 

%75 SC  

+ 

%25 CB 

%50 SC  

+ 

%50 CB 

%25 SC 

 + 

%75 CB 

Teorik 

(%) 

24 43.6 34.4 52.9 63.0 35.8 

48 39.4 51.0 43.6 44.8 78.7 

YP/S 

(g/g) 

24 0.27 0.38 0.32 0.38 0.33 

48 0.22 0.30 0.23 0.24 0.44 

Qp 

(g/L.s) 

24 0.50 0.39 0.61 0.73 0.41 

48 0.22 0.29 0.25 0.26 0.45 

Etanol 

(g/L) 

24 12.1 9.5 14.7 17.5 9.9 

48 10.9 14.1 12.1 12.4 21.9 

µmaks. 

(1/s) 

24 0.27 0.20 0.26 0.25 0.24 

48 0.14 0.11 0.13 0.13 0.12 

*SC: Saccharomyces cerevisiae, CB: Candida boidinii OK041521 

 

EÇA besiyerinde 24 saat sonunda %100 S. cerevisiae konsantrasyonu varlığında 

maksimum µmaks. 0.27 1/saat olarak elde edilmiĢtir. %100 C. boidinii kullanıldığında ise 
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bu değer 0.20 1/saat olarak gözlemlenmiĢtir. Öte yandan, fermantasyon için %100 C. 

boidinii kullanıldığında en düĢük µmaks. 0.11 1/saat olarak bulunmuĢtur. Bu sonuçlar, S. 

cerevisiae'nin oksijen varlığında glukoz kullanma yeteneği ile ilgili olarak C. 

boidinii'den daha hızlı büyüme hızına sahip olduğunu göstermektedir. Ayrıca sentetik 

YPD ve XPY besiyerlerinde mayaların spesifik büyüme oranları da hesaplanmıĢtır. 

YPD'de her iki maya da S. cerevisiae için 0.25 1/saat ve C. boidinii için 0.12 1/saat 

olarak EÇA'ya benzer büyüme eğilimleri göstermiĢtir. Ek olarak, XPY besiyerinde her 

iki maya için daha düĢük µmaks. değerleri tespit edilmiĢ ve S. cerevisiae ve C. 

boidinii'nin spesifik büyüme oranları sırasıyla 0.03 1/saat ve 0.07 1/saat‘e düĢmüĢtür. 
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5. TARTIġMA ve SONUÇ 

Fosil kaynaklı yakıtların sınırlı olması ve çevreye karĢı olan dezavantajları nedeniyle 

yeni ve sürdürülebilir enerji kaynaklarının araĢtırılması elzemdir. Yapılan tez 

çalıĢmasında endüstriyel çay atıklarının biyoetanol üretimine etkileri araĢtırılmıĢtır.  

5.1 Endüstriyel Çay Atığının (EÇA) Kimyasal BileĢimi  

Yapılan tez çalıĢmasında EÇA‘nın selüloz içeriği %33.8 ve hemiselüloz içeriği %18.9 

olarak bulunurken, Gürten (2008) tarafından ise çay atığının selüloz içeriği %30.2 ve 

hemiselüloz içeriği %19.9 olarak belirtilmiĢtir. Literatürde yer alan bir çalıĢmada çay 

atığı hidrolizatından fermente edilebilir Ģekerlerin; glukoz, ksiloz, fruktoz, mannoz ve 

arabinoz gibi Ģekerler içerdiği belirtilmiĢtir (Qi vd. 2020), tez çalıĢmasında ise baskın 

Ģeker glukoz olmakla birlikte arabinoz ve diğer Ģekerlerin mevcudiyeti tespit edilmiĢtir.  

Uddin vd. (2009), yaptıkları bir çalıĢmada ise çay atığındaki nem oranını %11.02 olarak 

bulmuĢlardır. Mevcut tez çalıĢmasında da bu değer %7.8 olarak belirlenmiĢtir. 

5.2 Farklı Ön-ĠĢlem Yöntemlerinin Fermente Edilebilir ġeker 

Konsantrasyonlarına Etkisi 

Seyreltik asit ön-iĢleminden elde edilen daha yüksek Ģeker konsantrasyonları, iki olası 

yolla açıklanabilir. Birincisi, seyreltik asit ön-iĢlemi, selülozun yapısal olarak 

parçalanmasına ve hemiselülozun tamamen bozulmasına neden olurken, AHP esas 

olarak lignin yapısını etkilemektedir (Rabemanolontsoa ve Saka 2016). Benzer Ģekilde 

AHP ön-iĢlemi sonrası daha düĢük hemiselüloz bozunma oranı da Silva vd. (2015) 

tarafından rapor edilmiĢtir. AraĢtırmacılar, seyreltik asit ve AHP ile ön-iĢlem görmüĢ 

Ģeker kamıĢı posasının hemiselüloz içeriğini sırasıyla %6.57 ve %14.20 olarak elde 

etmiĢlerdir. Ġkinci olarak, AHP ön iĢlemi genellikle %2 gibi daha düĢük biyokütle 

konsantrasyonlarında etkili olmaktadır. 

Endüstriyel ölçekte Ģeker verimini arttırmada daha yüksek biyokütle konsantrasyonu 

istendiği için mevcut çalıĢmada %10 baĢlangıç EÇA kullanılmıĢtır. 
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5.3 BaĢlangıç Biyokütle Konsantrasyonunun Ġnhibitör BileĢikler ve Biyoetanol 

Üretimine Etkisi 

DüĢük asit konsantrasyonlarında etanol miktarlarının artmasının nedeni, zayıf asitlerin 

ve furan türevlerinin uyarıcı etkileridir (Palmqvist ve Hahn-Hägerdal 2000). DüĢük 

inhibitör konsantrasyonlarının mikrobiyal büyümeye olumlu etkileri daha önce rapor 

edilmiĢtir. Örneğin, Bhatia vd. (2019), sırasıyla %0.6, %0.02 ve %0.04 asetat, furfural 

ve HMF varlığında Ralstonia eutropha'nın mikrobiyal büyümesi ve PHA birikimine 

olumlu etkilerini gözlemlemiĢtir. BaĢka bir çalıĢmada ise Bhatia vd. (2017b), 

lignoselülozik hidrolizatlarda (empty fruit bunch) geliĢtirilen Rhodococcus sp. YHY 

01'in HMF ve vanilinin doymuĢ yağ asidi içeriğini arttırdığını göstermiĢtir. Ayrıca, 

Besiyeri 3'ten sonrasında etanol konsantrasyonları önemli ölçüde azalmıĢ ve Besiyeri 

5'te herhangi bir etanol veya mikrobiyal büyüme tespit edilmemiĢtir. Büyüme ve etanol 

üretiminde gözlenen bu gerileme, artan inhibitör konsantrasyonlarından 

kaynaklanabileceği düĢünülmektedir.  

Tez çalıĢmasından elde edilen sonuçlar, Candida ve Saccharomyces cinslerine ait 

türlerin önemli miktarda protein içerdiğini ortaya koyan literatürdeki önceki 

çalıĢmalarla uyumludur. Örneğin, yapılan bir çalıĢmada 72 saat sonunda YPD 

besiyerinde Candida utilis'in protein içeriği 43.7 g/100 gdw olarak bulunmuĢtur (Kurcz 

vd. 2018). BaĢka bir çalıĢmada ise Gerçek vd. (2021), S. cerevisiae'nin toplam protein 

içeriğini 16.79-17.67 mg/g hücre pelleti arasında elde etmiĢlerdir.  

Mayalar, özellikle Candida türleri, kozmetik, ilaç ve gıda endüstrileri için kritik 

hammaddeler olan proteinler, eksojen amino asitler, sitrik asit veya biyolojik 

polisakkaritler gibi çok çeĢitli biyoteknolojik ürünler üretmektedirler. Ayrıca, maya 

biyokütlesi magnezyum veya selenyum gibi mikro-elementlerle desteklendiğinde, bu 

biyokütle bir protein veya prebiyotik polisakkarit kaynağı olarak kullanılabilmektedir 

(Kieliszek vd. 2017). Fermantasyondan elde edilen maya biyokütlesi sürdürülebilir 

biyoajanlar olarak değerlendirilebilir niteliktedir. Bu nedenlerle hem YPD hem de EÇA 

besiyerlerinde test edilen mayaların protein içerikleri de belirlenmiĢtir. YPD besiyerinde 

S. cerevisiae ve C. boidinii'nin protein konsantrasyonları sırasıyla 53.81 g/100 g ve 
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52.97 g/100 g olarak elde edilmiĢtir. Ayrıca EÇA besiyerinde yetiĢtirilen mayalarda 

protein içerikleri 40.96 g/100 g ve 52.24 g/100 g olarak bulunmuĢtur. 

5.4 Sonuç ve Öneriler 

Sıfır maliyeti, geniĢ coğrafi yayılımı ve yüksek Ģeker potansiyeli nedeniyle EÇA, 

rekabetçi biyo-bazlı bileĢikler üretmek için uygun bir adaydır. Bu nedenlerle mevcut 

çalıĢmada, önemli bir tarımsal-endüstriyel hammadde olan endüstriyel çay atıkları, 

sırasıyla, seyreltik asit ile ön-iĢleme tabi tutulmuĢ ve enzimatik olarak hidrolize edilmiĢ 

endüstriyel çay atıklarından 14.1 g/L ve 12.1 g/L etanol üreten C. boidinii ve S. 

cerevisiae kullanılarak ko-fermantasyon yaklaĢımı ile etkin bir katma değerli bileĢik 

olan etanole dönüĢtürülmüĢtür. Ayrıca, biyoetanol üretimi, ko-fermantasyon stratejisi ile 

yaklaĢık %70 artarak 21.9 g/L'ye ulaĢmıĢtır. Bu çalıĢma, S. cerevisiae ve C. boidinii'nin 

ko-fermantasyonunun, fermantasyon için pentozlar ve heksozlar daha verimli 

kullanıldığından, geleneksel lignoselülozik biyoetanol üretimi için umut verici bir 

alternatif olduğunu göstermektedir. 

Ayrıca mevcut çalıĢmada farklı ön-iĢlem uygulamalarına ultrasonikasyonun etkisi 

araĢtırılmıĢtır. Deneyler sonucunda ultrasonikasyonun ön iĢlem yöntemlerine önemli bir 

etkisinin olmadığı belirlenmiĢtir. Buna göre en yüksek glukoz ve ksiloz miktarı 

ultrasonikasyon desteksiz olarak enzimatik hidrolize tabi tutulan seyreltik asit ön-iĢlemi 

ile %10 yıkanmamıĢ EÇA varlığında 38.19 g/L ve 16.84 g/L olarak elde edilmiĢtir. Bu 

değerler aynı koĢullarda AHP ön-iĢlemi için ise 25.29 g/L glukoz 8.28 g/L ksiloz olarak 

saptanmıĢtır. 

Elde edilen sonuçlara bakıldığında yaklaĢık olarak benzer değerlerin gözlenmesi ve 

kullanılan enerjinin getirdiği maliyet göz önünde bulundurulduğunda bu çalıĢmada 

ilerleyen deneylerde ultrasonikasyon destekli ön-iĢlem tercih edilmemiĢtir. 

Ko-fermente edilmiĢ EÇA besiyeri varlığında kinetik parametreler de iyileĢtirilmiĢtir. 

%100 S. cerevisiae ve %100 C. boidinii içeren besiyeri varlığında sırasıyla teorik 
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verimin %100 S. cerevisae 24 saat sonunda %43.6‘sına ve %100 C. boidinii ise 48 saat 

sonunda %51.0‘ına ulaĢmıĢtır. %25 S. cerevisiae -%75 C. boidinii içeren besiyeri 

varlığında ise bu değer %78.7 olarak belirlenmiĢtir. Daha yüksek S. cerevisiae 

konsantrasyonları sonucunda ise 24 ve 48 saatlik fermantasyon süreleri için daha 

yüksek µmaks. değerleri gözlemlenmiĢtir. 

ÇalıĢmada EÇA‘dan ko-fermantasyon ile farklı maya konsantrasyonları kullanılarak 

etanol üretimi arttırılmıĢ ve etkin bir Ģekilde etanol üretimi gerçekleĢtirilmiĢtir. Tez 

çalıĢmasında hedeflenen amaçlara ulaĢılmıĢtır.  
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